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OZET

TARTRAZININ INSAN PERIFERAL LENFOSITLERINDEKI IN VITRO
SITOTOKSITE VE GENOTOKSISITESI

Biisra GUNES

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, 2016
Yiiksek Lisans Tezi, 73s.

Danisman: Dog. Dr. Ziilal ATLI SEKEROGLU

Renk katki maddesi olan tartrazin gida friinlerinde, ila¢ ve kozmetikte yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, metabolik aktivatér (S9 karisimi) varliginda ve yoklugunda
tartrazin ve metabolitlerinin insandaki genotoksisitesi detayli olarak arastirilmamistir. Bu
nedenle, bu c¢alismanin amaci tartrazin ve metabolitlerinin, insan periferal lenfosit
kiiltiirlerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini, kromozom anormallikleri (KA) ve
mikroniikleus (MN) testleri kullanilarak incelemektir. Tartrazinin hiicre bdliinmesi
iizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢in, mitotik indeks (MI) ve niikleus boliinme
indeksi (NBI) de hesaplanmistir. Kiiltiirler S9 karisimi varliginda ve yoklugunda 625, 1250,
2500 pg/ml tartrazin dozlari ile muamele edilmistir. S9 karisimi icermeyen hiicre kiiltiirleri
48 saat tartrazine maruz birakilirken, S9 karisimi ilave edilen kiiltiirler 3 saat boyunca
tartrazine maruz birakilmistir. Ayrica hem negatif hem de pozitif kontrol gruplar
Olusturulmustur.

Coziicii kontrol ile karsilastirildiginda, S9 karisimi yoklugunda en yiiksek konsantrasyonun
MI degerini 6nemli Olgiide diisiirmesinden dolayi, tartrazin sitotoksik etki gostermistir.
Tartrazin ve metabolitleri S9 karistmi  varliginda veya yoklugunda yiiksek
konsantrasyonlarda KA ve KA igeren anormal hiicreleri 6nemli 6lgiide artmistir. Hem S9°1u
hem de S9’suz kiiltiirlerde en yiiksek tartrazin konsantrasyonunda énemli dl¢tide artmig MN
degerleri bulunmustur. Sonuglarimiz tartrazinin, insan lenfosit kiiltiirlerinde sitotoksisiteyi
uyarabildigi ve hem tartrazinin hem de metabolitlerinin genotoksik etkiye sahip oldugu
gostermistir. Tartrazinin mutajenite ve genotoksisitesinin etkilerini belirlemek ve insanda,
ozellikle ¢ocuklarda olasi bir risk degerlendirmesi yapmak i¢in farkli hiicre hatlarinin
kullanildig1 daha hassas ¢aligmalarin yapilmasi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Insan periferal lenfositleri, Kromozom anormallikleri, Mikroniikleus,
Sitotoksisite, Tartrazin



ABSTRACT

IN VITRO CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF TARTRAZINE IN HUMAN
PERIPHERAL LYMPHOCYTES

Biisra GUNES

Ordu University
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Biology, 2016
MSc. Thesis, 73p.

Supervisor: Assoc. Prof. Ziilal ATLI SEKEROGLU

The colour additive, tartrazine, is widely used in food products, drugs and cosmetics.
However, genotoxicity of tartrazine and its metabolites has not been investigated in the
presence and absence of of a metabolic activator (S9 mix) in human in detail. Therefore, the
aim of this study is to investigate the cytotoxic and genotoxic effects of tartrazine and its
metabolites on cultured human Iymphocytes by using chromosome aberration (CA) and
micronucleus (MN) tests. Mitotic index (MI) and nuclear division index (NDI) were also
calculated to determine the cytotoxic effect of tartrazine for cell division. Cultures were
treated with 625, 1250 and 2500 pg/ml of tartrazine in the presence and absence of S9 mix.
While the cells were treated with tartrazine for 48 h in cultures without S9 mix, the cultures
with S9 mix were exposed to tartrazine for 3 h. Both negative and positive control groups
were also established.

Tartrazine showed cytotoxic effect at the highest concentration due to significant decrease in
Ml in the absence of S9 mix when compared with solvent control. Tartrazine and metabolites
significantly increased the CAs and aberrant cells in the presence and absence of S9 mix at
the higher concentrations. Increased MN values in cultures with and without S9 mix were
found to significantly at the highest concentration tested. Our results indicated that tartrazine
can induce cytotoxicity, and both it and its metabolites have genotoxic potential on human
lymphocyte cultures. More sensitive studies are necessary by using different cell lines to
evaluation the effects of its mutagenicity and genotoxicity, and to make a possible risk
assessment in human, especially in children.

Keywords: Chromosome aberration, Cytotoxicity, Human peripheral lymphocytes,
Micronucleus, Tartrazine
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1. GIRIS
Beslenme aligkanliklarimiz, eskiye gore kiyasladigimizda hatta her gegen yil
degismektedir. Pratik olduklar1 ve gekici goriinmeleri nedeniyle hazir yiyeceklere

olan talep giderek artmaktadir (Erden-Calisir ve Caliskan, 2003). Buna bagli olarak

da gidalarin uzun siire bozulmadan saklanabilmesi daha ¢ok 6nem kazanmustir.

Gida katki maddeleri (GKM), besinlerin hazirlanmasi sirasinda besinlere eklenen
fakat normalde besinin kendi igeriginde bulunmayan maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Gidalara katilan kimyasal maddeler; mikrobiyolojik bozulmay1
onleme, dayaniklilig1 artirma, besleyici degeri koruma, teknolojik islemlere yardimci
olma ve renk, goriiniis, lezzet ve koku gibi duyusal 6zellikleri diizeltme gibi ¢esitli
amagclarla kullanilmaktadir (Yilmaz, 2008). Gidalara istenilerek kimyasal madde
eklenmesi ile ilgili tarihsel gelismelere bakildiginda M.O. 3500 yillarina kadar
dayandig1 goriilmektedir. M.O. 3000 yillarinda tuzun, M.O. 900 yillarinda ise hem
tuzlama hem de tiitsiilemenin besinlerin saklanmasinda kullanildigi goriilmektedir.
Benzer sekilde, ortagagda da etler tuzlama, tiitsiileme ve nitrat ilavesi gibi yontemler

kullanilarak muhafaza edilmeye ¢alisilmistir (Erden-Calisir ve Caligkan, 2003).

Besin ve saglik hizmetlerindeki gelismeler ve yenilikler, ortaya ¢ikan pek ¢ok sorunu
ortadan kaldirmasina ragmen yeni sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Gelisen teknolojinin getirdigi yeni iiretim teknikleri ve tiiketici begenisinin gesitlilik
kazanmasi, GKM’nin kullanimlarinin her gecen giin artmasina yol a¢mustir.
GKM’nin tarihsel gelisimi, gelisen teknolojiyle birlikte yeni gida saklama
yontemlerinin gelistirilmesine duyulan ihtiyag ve tiikketicinin goziinde gidanin daha
kaliteli algilanmasi etkileriyle sekillenmistir (Altug, 2001; Erden-Calisir ve Caligkan,
2003).

Teknolojinin ilerlemesine paralel olarak maruz kalinan yapay kimyasal maddelerin
sayist da giin gectikge artmaktadir. Bu kimyasal maddelerin bir kismimin da
mutajenik ve kanserojenik olabilecegi uzun zamandir tartisiimaktadir (Onciil, 2009).
GKM'lerin viicuda siirekli alinmalar1 halinde dogurabilecekleri tehlikeler de halk
saglig1 agisindan olduk¢a Onemlidir (Saldamli, 1985; Erden-Calisir ve Caliskan,
2003). Cinkii GKM’lere dogumdan Olime kadar maruz kalinabilmektedir.

GKM'lerin kontrollerinin yetersiz oldugu iilkelerde ve hem iiretici hem de
1



tilketicilerin bilingsiz oldugu toplumlarda tehlike daha biiyiikk olmaktadir (Erden-
Calisir ve Caligkan, 2003). Bundan dolayr hem uluslararasi hem de ulusal saglik
otoriteleri, son derece yogun ve dikkatli c¢alismalar yaparak GKM’lerin
kullanimlarina izin  vermelidir. Ciinkii GKM’ler, insan sagligmin korunmasi
bakimindan en siki  denetim altinda tutulmast gereken kimyasal madde

gruplarindandir (Kirca-Ekinci, 2011).

GKM ile ilgili ilk sistematik arastirma 1956’da Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan 43 diinya iilkesini
kapsayan bir tarama c¢alismas1 seklinde gergeklestirilmistir. 1962’de FAO ve WHO,
konusunda uzman olan arastirmacilar1 bir araya getirerek Gida Katki Maddeleri
Ortak Uzmanlar Komitesini (JECFA) olusturmuslardir. JECFA; katki maddesi olarak
kullanilan her kimyasal madde i¢in toksikolojik calismalarin diizenlenmesini,
yirlitilmesini  ve sonucglarinin degerlendirmelerini {istlenmis tek uluslararasi
kurumdur. JECFA’nin uzman komisyonlart periyodik toplantilar diizenleyerek;
GKM'nin toksikolojik acidan degerlendirmeleri i¢in metodolojileri belirlemek,
GKM’lerin saflik kriterlerini ve analiz yontemlerini tespit etmek, GKM nin viicuda
alinabilecek dozlarm1  ve giinliik-yillik  tiikketim  diizeylerini  belirleyerek

degerlendirmek gibi gérevleri vardir (Kirca-Ekinci, 2011).

GKM’ler gelisigiizel ve tlzilk dis1 kullanildiklarinda, tliketicilerde toksik
reaksiyonlarin  goriilmesine neden olabilmektedirler. Besin igerigindeki bu
maddelerin diisiik miktarda kullanilsalar bile, zamanla viicutta birikip dokularda
tahribata neden olabilecegi ve bu nedenle insan saglhigimi dogrudan ya da dolayl
olarak tehdit edebilecegi belirtilmektedir. Bu riskler nedeniyle GKM’ler de dahil pek
¢ok maddenin mutajenik ve genotoksik etkilerinin hem in vivo hem de in vitro

testlerle arastirilmasi gerekmektedir (Yilmaz, 2008).

Gidalara; renk kaybinmi1 engellemek, lezzet ve vitamin degerini korumak, cekici ve
istah agic1 hale getirmek i¢in yiizyillardir dogal ve sentetik boya maddeleri ilave
edilmektedir. Sentetik gida renklendiricileri ucuz, etkili ve stabil oldugu i¢in dogal
boyalar yerine kullanilmaktadir ve kullanimlar1 her gecen giin artmaktadir (Revankar
ve Lele, 2007). Ancak gida boyalart olarak kullanilan maddeler, bazen istenmeyen

yan etkiler ve saglik problemleri ortaya cikarabilmektedir. Cesitli genotoksisite



testleri ile yapilan bazi calismalar, bazi gida boyalarinin sitotoksik oldugunu ve
DNA’da mutasyona yol agtigin1 gostermistir. Son yillarda hem gida boyalariin hem
de diger katki maddelerinin mutajenik ve genotoksik potansiyelleri hakkindaki
endiseler artmistir ve bu tiir maddelerin mutasyonlara yol agarak insan i¢in olasi bir
tehlike kaynagi olabilecekleri diistinlilmektedir (Mpountoukas ve ark., 2010;
Mahfouz ve Al-Shammrani, 2013).

Cesitli kimyasallarin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan in vitro test
yontemlerinde, insan periferal lenfosit kiltiirleri olduk¢a sik kullanilmaktadir.
Periferik kandaki beyaz kan hiicrelerinden lenfositler kullanilarak, cesitli
kimyasallarin  genotoksik etkili olup olmadiklar1 cesitli testler kullanilarak

degerlendirilebilmektedir (Yilmaz, 2008).

Literatlir taramas1 sonucu; tartrazinin mutajenite, genotoksisite ve karsinojenisitesi
hakkinda hem pozitif hem de negatif sonuglarin elde edildigi goriilmektedir (Himri
ve ark., 2012; Kirkland ve ark., 2011; Gomez ve ark., 2013; Mehedi ve ark., 2013;
dos Santos ve ark., 2014; Soares ve ark., 2015). Bu farkli sonuglar nedeniyle,
tartrazinin genotoksik potansiyeli hakkindaki caligmalarin sonuglarinin tartismali
oldugu goriilmektedir. Ayrica, insan hiicreleri lizerinde karaciger fraksiyonu (S9
karisimi, metabolik aktivator) kullanilarak yapilmig bir in vitro ¢alismaya
rastlanmamustir. Bu nedenle, bu calismadaki amacimiz; yaygin olarak kullanilan bir
gida boyasi olan tartrazinin, karaciger fraksiyonu ya da metabolik aktivator (S9
karisimi) eklenen ve eklenmeyen insan periferal kan lenfosit kiiltiirlerinde sitotoksik
ve genotoksik etkilere neden olup olmadigini in vitro mikroniikleus (MN) ve

kromozom anormallikleri (KA) testleri ile ortaya ¢ikarabilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri ve Kullanimlari

GKM’ler, Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde “Tek basina gida olarak tiiketilmeyen
veya gida ham veya yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek basina besleyici
degeri olan veya olmayan, secilen teknoloji geregi kullanilan iglem veya imalat
sirasinda kalinti veya tiirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin iiretilmesi,
tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi sirasinda
gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek
veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve diizeltmek amaciyla kullanilmasina

izin verilen maddeler” seklinde tanimlanmaktadir (Kaya, 2005).
GKM’lerin kullanimlarinda bazi genel kosullar vardir:

- GKM'lerin hangi amagla kullanilirsa kullanilsin insan sagligina zarar vermemesi

gerekmektedir.

- Kullanilan katki maddesine ait analiz sonuglart ve kullanilma miktarlari

bilinmelidir.

- GKM’ler ilave edildikleri gidanin besleyici degerine zarar vermemeli, besin
degerini azaltmamali ya da degistirmemelidir.

- Gidanin igindeki vitaminleri tahrip etmemeli ve besinlerin emilimini
azaltmamalidir.

- Gidaya ilave edilen GKM’lerin ozellikleri hakkinda bilgiler bulunmali ve bu
konuda in vivo ve in vitro deneyler yapilmis olmalidir. GKM’nin kantitatif analizini
yapabilecek giivenilir analiz metotlar1 bulunmali ve bu analizleri yapacak kontrol
hizmetlerini yiiriitecek kurumlar olmalidir.

- Katki maddesinin hangi gidalara, ne miktarda ve hangi amagla katilabilecegi GKM
kodeksinde belirtilmis olmalidir.

- Gidaya belirtilen miktarlardan fazlasi eklenmemesi gerekir ve iiretimleri sirasinda
katki maddesi kullanilan gidalar siirekli denetlenmelidir.

- Katilan maddenin ag¢ik ismi ve miktar1 gidanin tizerindeki etikette belirtilmelidir.

- GKM’ler, gidanin bozuklugunu maskeleyici ve tiiketiciyi aldatict olmamalidir.



- Bazi1 gidalara 6zellikle ¢ocuk mamalarina ve diyet gidalara eklenmesi diisiiniilen
katki maddesinin, katilma kosullar1 ve miktarlart 6zel izne tabi olmalidir (Bagci,

1997; Erden-Calisir ve Caliskan, 2003).

2.2. Gida Etiketleme

Hazir gida paketleri tizerinde kullanim amaglarina gére GKM’ nin kategorileri, bunu
izleyen 6zel adlar ve "E" numaralar1 ile belirtilir. Paketler iizerindeki E numaralari
katki maddeleri i¢in pratik bir kodlama yontemi olarak gelistirilmistir (Erden-Caligir
ve Caliskan, 2003). Giivenilir GKM listesinde yer alan ve E kodunu tasiyan tiim
katki maddeleri toksikolojik agidan giivenilir olarak diisiiniilmektedir (Saldamli ve
Uygun, 2005; Cukadar, 2014). Gida boyalarinin iizerinde 6zel isimlerinin ya da E
numarasini tastyan bir etiketin bulunmasi, tiiketicilerin daha bilingli se¢im

yapmalarina yardimei olmaktadir (Atli, 2010; Cukadar, 2014).

2.3. Gida Katki Maddeleri Konusunda Tiirkiye'deki Uygulamalar

Halk saghigi acisindan distintildiigiinde, her iilkede GKM’lerin kullanimlarini
diizenleyen yasa ve yonetmeliklerin bulunmasi gereklidir. FAO ve WHO
komitelerinin kriterlerine bagl kalinarak, her iilkenin saglik otoriteleri GKM’lerin
eklenecegi gidalar1 ve bu maddelerin gidalara eklenme miktarlarini kendi iilkelerinin
kosullarma gore belirlermektedirler. Ulkemizde gidaya iliskin hizmetler devlet
tarafindan yiiritiilmektedir ve gida kontroliinden sorumlu ilgili kurumlar biinyesinde
cesitli yasa, tiizlik, yonetmelik, genelge, cesitli teblig ve standartlar mevcuttur
(Erden-Calisir ve Caliskan, 2003).

2.4. Gida Katki Maddelerinin Giivenilirligi ve Saghk Uzerine Etkileri

GKM'lerin kotii kullanilmalarini1 ve olusabilecek tehlikelerin 6niine gegmek amaciyla
kabul edilmis c¢esitli yasalar bulunmaktadir. GKM'lerin yasal bir sekilde gidalara
eklenebilmesi icin tiim akut, kronik ve farmakolojik deneylerinin yapilmis olmasi
zorunludur (Altug, 2001; Erden-Calisir ve Caliskan, 2003).

Bazi GKM’lerin canli sistemler {izerine olumsuz etkileri oldugu tespit edilmistir.
Insanlarin bazi GKM’lere karsi duyarli olduklar1 ve buna bagh olarak reaksiyon

gosterebildikleri belirtilmistir (Goodman, 1990; Esin, 1999; Erden-Calisir ve



Caliskan, 2003). GKM’lerin saglik iizerinde ortaya ¢ikarabilecekleri tiim olumsuz
etkileri ortadan kaldirabilmek ya da minimuma indirmek igin, asagida belirtilen

noktalara dikkat edilmesi ¢ok énemlidir:

- Ureticiler bilinglendirilerek, iiretimde kullanilmas1 zorunlu olan katki maddelerinin
Onerilenden fazla kullanmasi 6nlenmelidir.

- Tek yonlii beslenmeden kagimilmali, yeterli ve dengeli beslenme saglanmalidir.

- Giinliik diyetin ¢ok az bir boliimii hazir yemeklerden olusmali ve miimkiinse hazir
yemeklerden kagimilmalidir.

- Tiiketiciler 6zellikle ergenlik ¢agindakiler, gebeler, emzikli kadmlar ve ¢ocuklar
GKM'ler ve zararlart konusunda aydinlatilmali ve saglikli gidalarla beslenme,
bilinglendirilme ve korunma konularinda bilinglendirilmelidir.

- Tiiketiciler gidalar1 alirken igerigine mutlaka dikkat etmelidirler.

- Ureticiler denetim altina alinmal1 ve denetim mekanizmasi iyilestirilmelidir.

- Adresi ve {iiretim kalitesi belli olmayan maddeler tiikketilmemelidir (Bagci, 1997;

Erden-Calisir ve Caliskan, 2003).

2.5. Gida Katki Maddelerinin Toksikolojik Ac¢idan Degerlendirilmesi

GKM’ler, insanlarin dogrudan ya da dolayl olarak istekleri disinda maruz kaldiklar
kimyasallar i¢cinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle GKM’lerin kullanima
sunulmadan o6nce ulusal ve uluslararast birgok kurulusun onayindan ge¢mesi
gerekmektedir (Yilmaz, 2008). GKM’ler alinan dozlara bagli olarak toksikolojik etki
gosterebilirler (Yurtagiil ve Ayaz, 2008; Kirca-Ekinci, 2011). Kullanima sunulacak
olan GKM’nin deney hayvanlarinda doza bagli olarak ortaya g¢ikarabilecegi olasi
etkilerin belirlenmesi, GKM’lerin kullanim izinlerinin verilmesinde ilk basamagi
olusturmaktadir (Yilmaz, 2008). Kronik toksisite/karsinojenite testleri, deney
hayvanlariin ortalama yagam siiresinin % 70-80’nini kapsayacak siire boyunca, test
edilecek kimyasal maddenin her giin deney hayvanina verilmesiyle gergeklestirilir.
Ayrica maksimum miktarlarinin belirlenmesi i¢in, katki maddesinin giinlik
alinabilecek miktarinin da belirlenmesi gereklidir (Yilmaz, 2008; Yurtagiil ve Ayaz,
2008; Kirca-Ekinci, 2011). Elde edilen toksisite sonuglar1, hem uluslararasi hem de
ulusal kuruluslarca olusturulmus olan bilimsel komiteler tarafindan degerlendirilir.

Herhangi bir GKM’nin higbir etkisinin gozlenmedigi bir doz elde edilmezse, bu
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maddenin kullanimina izin verilmez (Yilmaz, 2008). Ayrica GKM'’ler iizerinde
yapilan c¢aligmalar siireklilik gerektirdigi igin, eski bulgularda degisiklik olup
olmadigin1 belirlemek ve yeni bulgular elde edebilmek agisindan siirekli yeni
degerlendirmelerin yapilmasi gerekmektedir (Yurttagiil ve Ayaz, 2008; Kirca-EKinci,
2011).

2.6. Gida Boyalari ve Giivenilirlikleri

Renk katki maddeleri ya da boyalari; bir gidaya, ilaca, kozmetik iiriine, insan
viicuduna uygulandiginda veya ilave edildiginde renk veren boya, pigment veya
maddelere verilen isimdir. Gida endiistrisinde kullanilan renklendiriciler ya da
boyalar sentetik, bitkisel ve hayvansal kaynakli olabilirler (Yirtici, 2007; Cukadar,
2014).

Renk, gidalarin cekiciliginde ve tiiketiciler tarafindan kabul edilmesinde en onemli
duyusal kalite niteligindedir. Gidalarin {iretim ve depolanmasi sirasinda 1s1, 151k, pH,
oksijen gibi ¢esitli fiziksel ve kimyasal kosullara bagli olarak iiriin renginde renk
kayiplart olabilmektedir. Bu sorunu 6nlemek, iiriiniin goriiniisii diizeltmek, gergekte
renksiz olan gidalara renk vermek, daha parlak renkler elde etmek i¢in renklendirici
maddeler yani boyalar kullanilmaktadir (Adams ve Langley, 1995; Kirca-EKinci,
2011; Cukadar 2014).

Yasalarin izin verdigi miktarlardan daha fazla fazla boyar madde igeren gidalarin
tilketilmesi saglik tizerinde olumsuz etkilere neden olabilir. Gerekenden daha fazla
miktarda boyar madde kullanmak yasal degildir. Buna ragmen izinsiz iretim
yerlerinde, izin verilenden daha fazla ve 6zellikle yasal olmayan boyar maddeler
kullanilabilmektedir. Bu sebeple gida iireticileri, ilgili kurumlar tarafindan diizenli
olarak denetlenmelidir (Simsek, 2012; Cukadar, 2014).

Son yillarda gida boyalarinin kullanimi, giivenilirlik nedeni ile azaltilmig olsa da,
cesitli sentetik gida renklendiricileri hala diinyanin bir¢ok yerinde ucuz ve etkili
oldugu i¢in dogal boyalar yerine kullanilmaktadir (Seyhan, 2006; Kirca-Ekinci,
2011). Bir¢ok gida boyasi ise, laboratuvar hayvanlar iizerinde olumsuz etkiler

olusturdugu i¢in yasaklanmistir (Kirca-Ekinci, 2011).



Gida maddelerinde kullanilan baz1 sentetik boyalarin insanlar iizerinde yaptig1 toksik
etkiler, 1950 yilindan sonra 6zellikle toksikoloji bilimindeki gelismelere bagli olarak
dikkat ¢ekmis ve bu sentetik boyalarin insan sagligi agisindan risk olusturabilecegi
ileri strtlmustir. Daha sonra sentetik gida boyalar1 {izerinde kronik toksisite
testlerinin yapilmasina baslamistir (Radomski, 1974; Marmion, 1991; Yentiir ve
Karakaya, 1985; Kirca-Ekinci, 2011). Besinlere eklenmesine izin verilen
renklendiriciler iilkeden iilkeye degisiklik gostermektedir. Baz: iilkeler ise besinlerde
boya maddelerinin kullanimini yasaklamistir (Goodman, 1990; Esin, 1999; Erden-
Calisir ve Caliskan, 2003). Cizelge 2.1°de ¢esitli gida boyalarinin insanda yol

acabildigi bazi saglik sorunlari gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Renk maddesi olarak kullanilan bazi boya maddelerinin saglik tizerine etkisi
(Bagce1, 1997; Erden-Calisir ve Caligkan, 2003)

KATKI MADDESI SAGLIK SORUNU ILAVESINE iZiN VERILEN BESIiNLER

. Hazir jole karisimlart, igecek tozlari,
E 102 Tartrazin Astim, deri dokiintiileri,
. sekerlemeler, ithal edilen kek ve kurabiyeler,
migren _ _
karides konservesi

Icecek tozlari, gerezler, hazir jole karigimlar

Astim, deri dokiintiileri, i ) )

E 110 Sunset Yellow ) o Sekerleme, Karides konservesi, aromali biskiivi
hiperaktivite

ve gofret kremalari

Aromali pudigler ve siitler, biskiiviler, gofret

o Astim, deri dokiintiileri,

E 127 Eritrosin ] o kremalari, sekerlemeler, i¢ecek tozlari, ¢erezler,
hiperaktivite

hazir jole karigimlar

Astim, deri dokiintiileri,
E 131 Paten Blue 5 Sekerlemeler

hiperaktivite

E 132 indigotin

Astim, deri dokiintiileri

Icecek tozlari, sekerlemeler, buzlu iiriinler

E 150 Karamel

Bazi tipleri gen
bozukluguna neden
olabilir. Vitamin B6

diizeyini digiirebilirler

Alkolsiiz igecekler, soslar, aromalr siit, biskiivi
ve pudingler, sekerlemeler, gofret kremalart,
hazir ¢orbaliklar, hazir jole karigimlari, et suyu

tabletleri, buzlu tirtinler

E 124 Ponso 4R

Astim, deri dokiintiileri,

hiperaktivite

Igecek tozlar1, hazir jole karisimlari,

sekerlemeler




Sentetik boyar maddelerin toksisite ve karsinojenik &zellikleri incelendiginde, her
zaman glivenilir olmadiklar1 (Larsson, 1975; El-Saaday, 1991; Kirca-EKkinci, 2011)
ve ozellikle gidalarda kullanilan boyar maddeler tizerinde yapilan ¢alismalarda; bu
bilesiklerin karsinojen potansiyele sahip olabilecekleri ileri siiriilmistir (Kirca-
Ekinci, 2011). Tiim bu gelismeler degerlendirildiginde, gida boyalar ile ilgili

toksikolojik arastirmalarin siireklilik gostermesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
2.7. Tartrazin

2.7.1. Tartrazin Hakkinda Genel Bilgiler

Tartrazin (E102 veya FD&C Yellow 5); kimyasal adi, Trisodyum 5-hidroksi-1-(4-
stilfanato-fenil)-4-(4-sulfanatofenilazo)-H-prizol-3-karboksilat (sodyum tuzu) ve
kimyasal formiilii C16HgN4Na3zOgS; olan bir bilesiktir (Akgiin, 2002; Cukadar 2014).
Tartrazin; pirazolin halkasi igeren, monoazo yapida, sertifikali, sentetik bir boya
maddesidir. Bu grupta yer alan boyalar, -N=N- grubu i¢erdiginden azo boyas1 olarak
da bilinirler. Azo boyalar1 igerisinde en ¢ok kullanilan boyalardan olan tartrazin;
turuncu-sar1 renkte ve toz halinde bir boyadir. Suda kolaylikla ¢oziinebilir ve altin
saris1 renkte ¢Ozeltiler olusturur (Deshpande, 2002; Yirtici, 2007; Cukadar 2014).
Tartrazin, oksaloasetik ester ile fenilhidrazin-p-siilfonik asidin kondenzasyonu
sonucu sentezlenir. Reaksiyon {iiriinii, diazot igeren siilfanilik asit ile birlestirildikten
sonra olusan ester, sodyum hidroksit ile hidroliz edilir. Sentezlenmenin bir diger yolu
ise, bir mol dihidroksitartarik asit ile iki mol fenilhidrazin-p-siilfonik asidin
kondenzasyonudur (Karaali ve Ozgelik, 1993; Yirtic1, 2007; Cukadar, 2014).

Tartrazinin giinliik maksimum alinabilecegi miktar, Amerika Gida ve ila¢ Dairesi
(FDA tarafindan 5 mg/kg/giin) olarak belirlenmistir. Ortalama 30 kg agirligindaki bir
cocuk i¢in bu deger 150 mg/giin doza denk gelmektedir (Kirca-Ekinci, 2011).

Tiirk Gida Kodeksi’nin Renklendiriciler Y6netmeligine gore tartrazinin Tiirkiye’de
kullanilabilecegi gidalar ve bulunabilecegi en yiiksek miktarlar Cizelge 2.2’de

gosterilmistir.



Cizelge 2.2. Tartrazinin kullanildigi gida maddeleri ve icerdikleri tartazin
miktarlar1 (Yirtici, 2007)

Gida Maddesi En Yiiksek Miktar
Bitter soda, bitter sarap 100 mg/I
Bezelye konservesi 100 mg/kg
Alkolsiiz aromali igecekler 100 mg/I
Meyve ve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Sekerlemeler 300 mg/kg
Korunmus kirmizi meyveler 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri 500 mg/kg
Hafif firincilik tirtinleri 200 mg/kg
Yenilebilir buzlar 150 mg/kg
Aromalandirilmig islenmis peynir 100 mg/kg
Aromalandirilmus siit tirtinleri dahil tatlilar 150 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Hardal 300 mg/kg
Baliklarin ve kabuklu su iiriinlerinin ezmeleri 100 mg/kg
On pisirme yapilmis kabuklu su iiriinleri 250 mg/kg
Somon balig1 benzerleri 500 mg/kg
Balik yumurtasi 300 mg/kg
Fiime balik 100 mg/kg
Patlamis veya hacimlendirilmis gerezler 200 mg/kg
Diger cerezler 100 mg/kg
Kilo kontrolu amagh komple formiiller 50 mg/l
T1bbi kontrol altinda kullanilan komple formiiller ve ek

gidalar 50 mg/kg
Ek sivi gidalar, diyet tamamlayicilar 100 mg/I
Ek kat1 gidalar, diyet tamamlayicilar 300 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Bitkisel protein bazli et ve balik analoglari 100 mg/kg
Alkollii igecekler 200 mg/I
Meyve saraplar 200 mg/l
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2.7.2. Tartrazinin Kullanim Alanlar

Diinyada pek ¢ok tilkede kullanilan tartrazin, 1916 yilindan beri Amerika Birlesik
Devletleri’nde en ¢ok kullanilan ikinci gida boyasidir. Tartrazin; aromali igecekler,
konserveler, korunmus meyveler, pastane mamulleri, siisleme ve kaplama maddeleri,
tatlilar, soslar, hardal, cipsler, dondurma ve sekerlemeler, cerezler, evcil hayvan
yiyecekleri ve daha bir¢ok gidanin yani sira ilag ve kozmetik iiriinlerinde de siklikla
kullanilmaktadir (Mpountoukas ve ark., 2010; Mahfouz ve Al-Shammrani, 2013).
Icecekler, aromali misir cipsi, krema tozu, hazir ¢orbalar, soslar, pastacilik iiriinleri,
et ve siit lirlinleri, joleler, pudingler, dondurma, sakiz, recel gibi gida iiriinlerinde,
boya kalemleri, sulu ecza ¢ozeltileri, ilag tabletleri, dis macunlari, sampuan ve
nemlendirici gibi kozmetik iriinlerinde en sik kullanilan renklendiricilerden biridir
(Akgiin, 2002; Atl1, 2010; Peltek, 2012; Cukadar, 2014). Yiin, ipek, naylon, deri ve
kagit boyamada, miirekkep hazirlanmasinda, sabun ve plastik boyanmasinda ve
hayvan histolojisinde kontrast boya olarak da kullanilmaktadir (Seyhan, 2006;
Cukadar, 2014).

2.7.3. Tartrazinin Metabolizmasi

Gidalarla alinan tartrazinin sindirilmesinde rat, tavsan ve insanlardaki birincil
mekanizma, bagirsak florasindaki bakteriyal azo rediiksiyonudur. Yani agiz yolula
aliman tartrazinin bagirsak florasi tarafindan metabolize edildigi dogrulanmstir.
Tartrazinin baslica metabolizma {irlinleri yani metabolitleri siilfanilik asit ve
aminopirazolondur. Ratlar ve tavsanlar ile yapilan bir ¢aligmada, tartrazinin idrar ve
safra yolu ile degismeden atildig1 tespit edilmistir (Jones ve ark., 1964; Elhkim ve
ark., 2007; Yirtict, 2007; Poul ve ark., 2009; Kirca-Ekinci, 2011; Himri ve ark.,
2012; Soares ve ark., 2015; Bezerra ve ark., 2016).

Tartrazin gibi azo boyalarinin mutajenik, karsinojenik ve toksik etkilerinin, boyanin
metabolizmasi sirasinda azo baginin indirgeyici biyotransformasyonun dolayli veya
dogrudan etkisi sonucu olabilecegi ileri siiriilmektedir (Demirkol ve ark., 2012;
Soares ve ark., 2015). Oral vyolla viicuda giren azo boyalar, bagirsak
mikroorganizmalar1 tarafindan azorediiktaz enzimleri kullanilarak metabolize
edilerek aromatik aminler olusur. Bir nitro azo boyasi nitrorediiktaz enzimleri ile
metabolize edilir (Demirkol ve ark., 2012). Karacigerdeki azo rediiktaz enzimi de
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azo baglarinin ayrilmasini katalize edebilir (Soares ve ark., 2015). Tartrazinin biiyiik
bir kismi kolayca bagirsak florasi tarafindan kolonda metabolize edilir. Bakteriler
tarafindan salinan elektron tasiyicilari varligt ve kolondaki anaerobik kosullar,
tartrazinin siilfanilik asit (yiiksek duyarli olan bir aromatik amin) ve aminopirazolon
olarak iki metabolite indirgenmesine neden olur. Tartrazin ve metabolitleri
cogunlukla digk: ile atilmasina ragmen az miktarda da geri emilebilir (Elhkim ve
ark., 2007; Poul ve ark., 2009; Himri ve ark., 2012; Soares ve ark., 2015; Bezerra ve
ark., 2016). Bu metabolitler interfaz boyunca hiicre dongiisiinde ve rejeneratif
hiperplazi siirecinde hiicreleri degistirme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle kanser
gelisimine O6nemli Olglide katkida bulunabilir (Bezerra ve ark., 2016). Tartrazin
metabolizmasinda intestinal mikrobiyal flora 6nemli bir rol oynamasina ragmen,
karacigerde bulunan diger enzimler de azo baglarimi kirabilir ve nitro gruplarini
azaltabilir. Hem bagirsak hem de karacigerdeki reaksiyonlar sonucunda, eger azo
boyalar tamamen aromatik aminlere indirgenirse, bu aromatik aminler daha sonra
P450 enzimleri ile N-hidroksi tiirevlerine okside edilir (Demirkol ve ark., 2012). Bu
nedenle, azo baglarini kiran karaciger enzimleri de azo boyalarinin metabolizmasinda

rol oynar.

2.7.4. Tartrazinin Toksikolojik Etkileri

Cesitli klinik kosullarda etkisi incelenen tartrazinin toksik veya patolojik bir etkisinin
olmadig1 ya da tiimor olusumu igin herhangi bir risk olusturmadigi belirtilmesine
ragmen, Yyapilan bazi ¢alismalarda, tartrazinin kullanilmasi ile daha g¢ok astim,
cocuklukta hiperaktivite ve lirtiker (deride kasinma ve yanma), egzama, migren,
damar 6demlerinin ortaya ¢iktid1 belirtilmistir. I¢gme suyuna belli oranlarda
konularak tartrazin verilen ratlarda viicut agirhiginda, timus agirhiginda, kKirmizi kan
hiicrelerinde ve hemoglobin miktarinda azalmalar gozlenmistir (Yirtici, 2007;
Cukadar, 2014).

Yapilan klinik ¢alismalarda tartrazin gibi azo grubu boyalarin 6zellikle ¢ocuklarda
hiperaktiviteye neden oldugu, astimli ve aspirine duyarli bireylerde istenmeyen
reaksiyonlar (migren, deride kizarikliklar ve kabarmalar, nezle, bulanik goérme,
O0grenme giigliigli) meydana getirdikleri saptanmistir (Monoret-Vautrin, 1986;

Cukadar, 2014). Tartrazin duyarliliginin mekanizmasi tam olarak bilinmemesine
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rapmen, bu tip reaksiyonlara tartrazinin metabolitlerinin neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Ciinkii tartrazin, rediiktazlara sahip bagirsak florasindaki bakteriler
tarafindan metabolize edilmektedir. Bunlara ek olarak ¢ocuklarda detoksifikasyon
stirecinin daha yavas gerceklesmesi de bu sonuca yol agabilmektedir (Cukadar,
2014).

Tartrazinin; norodavranigsal toksisite, anksiyete, migren, klinik depresyon, bulanik
gorme, kasinti, halsizlik, sicak basmasi, bogulma hissi, deride lekeler ve uyku
bozuklugu gibi pek ¢ok immiinolojik tepkilerin ortaya ¢ikmasina da neden
olabilecegi belirtilmistir (Miller, 1982; Park ve ark., 2009). Amin ve ark. (2010),
tartrazinin diisiik dozlarda dahi karaciger ve bobrek gibi hayati organlan etkileyerek
bazi biyokimyasal parametreleri degistirebilecegi ifade etmislerdir. Astim ataklarina
yol acan alerji, hiicresel hasar ve aspirin ve ventolin gibi yaygin kullanilan ilag
riinleri ile tartrazinin etkilesimini gosteren c¢alismalar, bazi iilkelerde tartrazin
kullaniminin yasaklanmasina yol agmustir (Mahfouz ve Al-Shammrani, 2013).
Mervat ve Heba (2011), ratlarla yaptiklari ¢alismada, tartrazin ile hiperaktivite,
anksiyete ve depresyon benzeri davraniglar arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
belirtmisler ve halk saglig: iizerinde tartrazinin tehlikeli etkileri olabilecegine isaret

etmislerdir.

2.8. Genetik Toksikoloji

Genetik toksisite; genotoksinlerin DNA ve kromozom yapisinda meydana getirdigi
hasarlar1 kapsayan bir terimdir. Bu hasarlar genellikle gen mutasyonlari, kromozom
anormallikleri, DNA zincir kiriklari, g¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA eklentileri, klastojenite ve andploididir. Bu tip genetik hasarlar;
dogum defektleri, kanser, yaslanma, infertilite ve bazi genetik ve multifaktoryal
hastaliklara yol acabildiginden dolay1, mutajen ve karsinojenlerin tanimlanmasi ve
risklerinin en diisiik seviyeye indirilebilmesi halk sagligimin korunmasi ig¢in

onemlidir (Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimler ile etkilesime giren
ve mutasyona neden olan maddelere genotoksik maddeler adi verilmektedir.

Genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol
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acmasina ise genotoksik etki denilmektedir (Choy, 2001; Young, 2002; Mortelmans
ve Rupa, 2004; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007; Bércek-Kasurka, 2010; Kontas, 2012).

Toksikolojinin 6zellesmis bir alt dali olan genetik toksikoloji; organizmanin normal
biyolojik isleyisi sirasinda ya da kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak
DNA’da olusan degisiklikleri inceleyen bilim dalidir ve gesitli ajanlarin ortaya
cikardigi genetik hasarin degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Choy, 2001;
Young, 2002; Mortelmans ve Rupa, 2004; Vural, 2005; Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu,
2011).

Genotoksik maddeler, DNA iizerindeki etkilerini ya dogrudan ya da genomik
bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayl yolla gosterebilirler (Kirsch-
Volders ve ark., 2003; Yirtici, 2007). Genotoksinlerin yol ac¢tigi DNA hasarinda rol
alan kilit molekiillerde ve yollardaki bozukluklar; doku hasari, yaslanma, kanser,
infertilite ve bazi genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol acabilir (Sekil 2.1)
(Kirsch-Volders ve ark., 2003; Mateuca ve ark., 2006; Yirtici, 2007; Atli-Sekeroglu

ve Sekeroglu, 2011).
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Sekil 2.1. Genotoksinlerin ortaya cikardigi hiicresel hasarlar ve
sonuglari (Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011)
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Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iligskinin incelendigi arastirmalar, insanlar
icin genotoksik olan ¢ogu bilesigin ayn1 zamanda karsinojen oldugunu gostermistir.
Cesitli mutasyonlara yol agan bazi genotoksik maddeler; timor baskilayict genlerin
etkisiz hale getirilmesine ve protoonkogenlerin etkinlestirilmesine neden olan yeni
mutasyonlara yol acarak karsinogenez olayina hizmet etmektedir (Yirtici, 2007;
Kontas, 2012).

Kimyasal maddelerin mutajenik ve genotoksik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri
arasinda gii¢lii bir iliskinin olmasi, genotoksisite testlerinin kimyasal maddelerin
karsinojenik risklerinin arastirilmasinda tarama testleri olarak kullanilmas1 sonucunu
ortaya cikarmistir (Choy, 2001; Zeiger, 2004; Vural, 2005; Atli-Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011; Kontas, 2012).

2.8.1. Genetik Toksisite Testleri

Genotoksisite testleri; temel olarak kanserin tani ve tedavisinde, fiziksel ve kimyasal
ajanlarin etkilerinin arastirrlmasinda, ilaglarin veya diger kimyasallarin piyasaya
stirilmeden once toksikolojik agidan giivenirliklerinin arastirilmasinda yaygin olarak
kullanilan biyoizlem testleridir. Bu testler, ¢esitli bilesiklerin DNA molekiiliinde
hasara yol ac¢ip agmadigini ortaya ¢ikarabilmek igin gelistirilmis in vitro ve in vivo
testlerden olusurlar. Bu testlerin kullanimlarinin yayginlagmasi sayesinde, bir bireyin
herhangi bir kimyasal ajana verecegi genetik cevap onceden belirlenebilir, kanser
gibi hastaliklar klinik belirti vermeden taranarak yatkin bireyler belirlenebilir ve
gerekli dnlemler alinabilir (Choy, 2001; Bedir ve ark., 2004; Zeiger, 2004; Ustiin,
2007; Borgek-Kasurka, 2010; Athi-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Kontas, 2012).

2.8.2. Genetik Toksikolojide Memeli Hiicre Kiiltiirleri

Pek ¢ok c¢alismada, genotoksik etkinin belirlenmesinde tek bir testin tek basina
yeterli olmayacagi, bir maddenin genotoksik ve ya mutajenik aktivitesinin tespit
edilebilmesi igin birden ¢ok test sisteminin kullanilmasinin gerekliligi belirtilmistir
(Mortelmans ve Rupa, 2004; Ustiin, 2007; Bérgek-Kasurka, 2010; Atli-Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011; Kontas, 2012). Son yillarda, genetik toksikoloji arastirmalari i¢in
fare kullanimindan vazgecilmis ve hiicre kiiltiirii ile yapilan caligmalara yogunluk

verilmistir. Basta ilaclar olmak iizere, yeni gelistirilen ve gilinliik hayatta yaygin
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olarak maruz kalinan kimyasal maddelerin, insanlarda emniyetli kullanimi igin
toksisite testlerinin énemi ¢ok biiyiiktiir. Insan hiicre kiiltiirleri kullanilarak ilaglarin
ve kimyasal maddelerin dogrudan insan {izerindeki genotoksik etkileri arastirilabilir.
Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii, insan kanser hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilan
aragtirmalardan alinan sonuglarin daha gergek¢i oldugunu belirtmektedir (Zoli ve
ark., 1995; Banerjee ve ark., 1997; Davila ve ark., 1998; Robinson ve ark., 2002;
Saygi, 2003; Borgek-Kasurka, 2010; Kontas, 2012). Toksikolojik ¢alismalarda insan
hiicre Kkiltiirlerinin kullanilmasi; tir farkliligini ortadan kaldirmasi, kimyasal
maddelerin olast toksik etki yapacagi diisiiniilen spesifik doku hiicreleri iizerinde
aragtirma yapilmasini saglamasi ve toksisite mekanizmalarinin dogrudan hiicreler
lizerinde arastirilmasina olanak saglamasi gibi pek cok avantaja sahiptir (Saygt,

2003; Borgek-Kasurka, 2010; Kontas, 2012).

Genotoksik hasarin Olgiilmesi ve bu sayede kimyasal maddelerin karsinojenik
potansiyeleri hakkinda bilgi sahibi olunmasi amaciyla genis Ol¢iide kullanilan in
vitro genotoksisite testleri; Salmonella/mikrozom (Ames) testi, kromozom
anormallikleri (KA) testi, mikronukleus (MN) testi, kardes kromatid degisimi (KKD)
testi, fare lenfoma testi ve comet testidir. Calismamizda bu testlerden in vitro KA ve

MN testleri kullanildig1 i¢in, bu testler hakkinda kisa bilgiler verilecektir.

2.8.2.1. In vitro Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

In vitro KA testi, test bilesikleri tarafindan indiiklenen yapisal ve sayisal KA’larin
belirlenerek genotoksik riskin saptanmasi igin siklikla kullanilan hassas bir
yontemdir. KA, DNA diizeyindeki zararin sonucu olarak ortaya g¢ikmaktadir ve
genetik materyalde olusan bu hasarlar tamir edilemediginde; rekombinasyon,
mutasyon, doku hasari, yaslanma ve kanser olusabilmektedir. KA olusum
mekanizmasinin farkli dokularda benzerlik gosterdigi, 6zellikle lenfositlerde goriilen
anormallik seviyesinin kansere egilimli dokulardaki anormallik seviyesini
yansitabildigi ve bu nedenle kanser riskini Onceden gosterebildigi belirtilmistir
(Albertini ve ark., 2000; Norppa ve ark., 2006; Yavuz-Kocaman, 2007; Borgek-
Kasurka, 2010; Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Kontas, 2012). In vitro KA
testinde, hiicrelerin mitoz boliinme gegirmesini saglayan ortamlarda, genellikle

periferal kan lenfositlerinden olusan hiicre kiiltiirleri hazirlanir.  Kiiltiirler
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inkiibasyonun belirli zamanlarinda test bilesigine maruz birakilir. Kiiltiirii yapilan
hiicrelerden daha onceden belirlenmis olan protokollere uygun olarak metafaz
preparatlart hazirlanir ve mikroskop altinda yapisal ve sayisal KA yoniinden
incelenir (Choy, 2001; Bor¢ek-Kasurka, 2010; Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011;
Kontas, 2012). Periferal kan lenfositlerinde yapilan sitogenetik testlerle genetik
materyalin hasar gordiigii gosterildigi zaman, sonuglar populasyon diizeyinde risk
hesaplamada da kullanilabilir. Populasyonda artan KA frekansi, kanser riskinin

artiginin bir isareti olarak dikkate alinir (Yirtict, 2007; Kontas, 2012).

2.8.2.2. In vitro Mikronukleus (MN) Testi

Mikroniikleuslar (MN), mitoz boliinme sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alirlar.
Kromozom ya da kromatid kiriklarindan ve kromozom ya da kromatidlerin anafazda
geri kalmasindan dolayr olusan niikleusun disinda rastlanan olusumlardir (Borgek-
Kasurka, 2010; Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu, 2011; Kontas, 2012). MN sayisindaki
artis, c¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu genomik kararsizligin gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Bu nedenle MN testi, fiziksel ve kimyasal ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda, kanser hastalarindan alinan periferal kan lenfositlerindeki MN
artiginin, kanser olusan hedef dokudaki MN frekansi ile uyumlu oldugu bulunmustur
(Borgek-Kasurka, 2010; Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu, 2011; Kontas, 2012).

Bu test mitoz bdliinme ile olusan hemen hemen tiim hiicre tipleri tizerinde in vitro ve
in vivo olarak uygulanabilmektedir. Sitogenetik harabiyetin tespitinde, KA testine
gore daha kolay uygulanabilmesi, kisa siirede daha fazla hiicre sayilmasi ve
istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi avantajlarindan dolayi
yaygin kullanim alan1 bulan bir tekniktir (Bor¢ek-Kasurka, 2010; Sekeroglu ve Atli-
Sekeroglu, 2011). In vitro MN testinde, hiicrelerin mitoz boliinme geg¢irmesini
saglayan ortamlarda, periferal kan lenfositlerini i¢eren hiicre kiiltlirleri inkiibasyona
birakilir ve kiiltiirlere belirli zamanlarinda test bilesigi ilave edilir. Kiiltiiriin yaklasik
44. saattinde sitokinezi engellemek ve biniikleer hiicre elde etmek amaciyla
kiiltiirlere belirli miktarda sitokalasin-B eklenir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler

protokollere uygun sekilde sonlandirilir ve preparatlar hazirlanarak sitokinezi
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bloklanmig biniikleer hiicreler mikroniikleus yoniinden incelenir (Borgek-Kasurka,
2010; Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu, 2011). Kiiltiirde bir kez boliinmesini tamamlamig
biniikleat hiicrelerde MN frekansin1 saptayan ve sitokalasin-B ile sitokinezin
bloklanmasina dayanan bu metodun gelismesiyle MN testinin gilivenilirligi ve
gecerliligi artmigtir. Bu nedenle MN testi; fiziksel ve kimyasal maddelerin
genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin ve giivenilirliliklerinin aragtirilmast,
kanser riskinin tahmin edilmesi ve kanserin izlenmesi amaciyla yaygin olarak
kullanilan bir biyoizlem testi olarak diistiniilmektedir (Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu,
2011; Kontas, 2012).

2.9. Tartrazin ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Gidalarda kullanilan bazi boyar maddelerin DNA hasarina neden olabilecegi ve bu
nedenle de genotoksik olduklart ileri siiriilmektedir (Sarikaya ve Cakir, 2005; Poul
ve ark., 2009; Hassan, 2010; Swaroop ve ark., 2011; Sarikaya ve ark., 2012;
Demirkol ve ark., 2012; Soares ve ark., 2015). Sentetik boyalarin, azo fonksiyonel
gruplart ve aromatik halka yapilari icerdiginden dolay1 insan saghigina zararl
olduklar1 One stiriilmektedir. Tartrazin de bir mono azo pirazolon boyasidir
(Kashanian ve Zeidali, 2011). Tartrazinin DNA ile etkilesime girebildigi, serbest
radikallerin olusumu ile oksidatif strese neden olabildigi, DNA hasarina ve bazi
memeli hiicrelerinde KA olusumuna neden olabildigi belirtilmistir (Poul ve ark.,
2009; Mpountoukas ve ark., 2010; Kashanian ve Zeidali, 2011). Tartrazinin ayni
zamanda mutajenik siireci uyarabilecegi ve hiicre canliligini azaltabilecegi ileri

stirilmistiir (Demirkol ve ark., 2012).

Patterson ve Butler, (1982), tartrazinin Hint mung¢agi’nin (Muntiacus muntjak)
fibroblast hiicrelerinde KA’larin olusumunu artirdigini ve memeliler i¢in mutajenik

oldugunu ifade etmislerdir.

Ishidate ve ark., (1984), Cin Hamster fibroblast hiicrelerine 48 saatlik bir tartrazin
uygulamasindan sonra poliploid hiicrelerin goriilme sikliginda kii¢iik bir artis

oldugunu bildirmistir.

Salmonella typhimurium ve Escherichia coli’de yapilan in vitro caligmalar sonucu,

tartrazinin yol ac¢tigi herhangi bir mutajenik aktiviteye rastlanmadigini rapor
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edilmistir (Karpliuk ve ark., 1984; Henschler ve Wild, 1985; Pollastrini ve ark.,
1990; izbirak ve ark., 1990).

Giri ve ark., (1990), diyet ile kisa siireli veya siirekli yiiksek dozlarda tartrazine
maruz birakilmis fare ve sicanlarin kemik iligi hiicrelerinde KKD ve KA

frekanslarinda 6nemli bir artis gozlemlendigini belirtmistir.

Iclerinde tartrazinin de bulundugu, gida boyasi olarak kullamlan dért farkli azo
boyasinin mutajenitesinin genis 6l¢iide arastirildigr bir ¢alismada, bu azo boyalarinin

mutajenik aktivite gdstermedigi gozlenmistir (Izbirak ve ark., 1990).

Durnev ve ark., (1995), tartrazin dahil olmak iizere alti gida boyasmin in vivo
mutajenik etkisini arastirmistir. Gida boyalar1 farelere giinliik 0.5 ve 5 mg/kg
dozlarda bes giin siireyle verilmistir. Her uygulama ve kontrol grubundaki
hayvanlarin kemik iligi hiicrelerinden hazirlanan 100 metafaz plagi incelenmistir.
Bes giinliik uygulamadan sonra kontrol grubu ile kiyaslandiginda, tartrazin
uygulanan hayvanlardaki KA frekansinin artis1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. Bu nedenle arastirmacilar, tartrazinin fare kemik iligi hiicrelerinde

KA olusumunda artisa neden olmadigini bildirmistir.

Farag ve ark., (2001), giinlik 68 mg/kg tartrazinin agizdan uygulandigi gebe
farelerde anne ve embriyodaki sitogenetik degisiklikleri degerlendirmistir. G6zlemler
sonucunda tartrazin uygulanan hayvanlard KA olusumunda artis ve mitotik indekste

(MI) azalma tespit edilmistir.

Sasaki ve ark., (2002), gida katki maddesi olarak kullanilmakta olan 39 kimyasalin
genotoksisitesini comet testi kullanarak arastirmiglardir. Comet testi sonuglarina
gore, tartrazine akut oral maruziyet sonrasinda mide, kolon ve mesanede doza baglh

olarak DNA hasarinin arttig1 belirtilmistir.

Das ve Mukherejee, (2004), metabolik aktivator olmadan S. typhimurium suslarinda
ve in vivo fare kemik iligi deneyinde tartrazinin mutajenik ve genotoksik etkilerini
incelemistir. Tartrazinin Ames testinde S. typhimurium suslarinda mutajenik
olmadig1 ve fare kemik iligi hiicrelerinde KA frekansin1 6nemli 6l¢iide artirmadig:

icin genotoksik olmadigi belirtmistir.
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Yirtict, (2007), yaptigr calismada, Cyprinus carpio’nun eritrositlerinde tartrazinin
genotoksik etkisinin  bulunup bulunmadigi eritrosit MN testi kullanilarak
arastirtlmistir. Baliklar 24, 48 ve 72 saat boyunca 250, 500, 1000 ve 1500 mg/L
dozlarinda tartrazine maruz birakilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda MN
frekansinin hem doza hem de zamana bagli olarak Onemli bir artig gosterdigi

bulunmustur. Bdylece, bu tiirde tartrazinin genotoksisiteyi uyardigi gosterilmistir.

Poul ve ark., (2009), yaptiklari bir arastirmada, farclere 24 saat araliklarla giinde iki
kez agizdan besleme yoluyla tartrazin uygulanmistir. Tartrazinin 2000 mg/kg doza
kadar MN olusumunu o6nemli Ol¢lide uyarmadigr ve genotoksik etkiye neden
olmadig1r goézlenmistir. Ancak kontrol grubuyla karsilastirildiginda tim dozlarda

mitotik hiicreleri artirdig1 gézlenmistir.

Onciil, (2009), yaptig1 ¢aligmaya gore; igerisinde tartrazinin de oldugu 5 farkli gida
boyasinin mutajenik potansiyelleri Salmonella/mikrozom test sistemi ve J
Galaktozidaz enzim aktivitesi degisimi ile arastirtlmistir. Salmonella/mikrozom test
sisteminde S. typhimurium TA 100 ve TA 102 suglar1 kullanilmistir. S9 fraksiyonu
varliginda ve yoklugunda deneyler tekrar edilmistir. S9 fraksiyonu yoklugunda
tartrazinde mutajenik aktivite gézlenmemistir. Fare karaciger enzimleri varliginda

deneyler tekrarlandiginda tartrazinin mutajenik etkilere sahip oldugu belirlenmistir.

Hassan, (2010), sentetik gida boyasi olan tartrazinin fareler iizerinde genotoksik
etkilerini arastirmistir. Fareler giinliik 7.5 ve 15 mg/kg dozlarindaki tartrazin ile oral
yolla beslenmistir. Comet testi kullanilarak elde edilen sonuglara gore, tartrazinin
karaciger ve bobrek hiicrelerinde DNA hasarina neden oldugunu ortaya konulmustur.
Ayrica tartrazinin, doz artisina bagli olarak kemik iligi hiicrelerinde KA olusumunu

artirdig1 da tespit edilmistir.

Mpountoukas ve ark., (2010), 4 ve 8 mM konsantrasyonlarda tartrazinin insan
periferal lenfositlerinde muhtemelen mitozda kromozomlarin paketlenmesini
etkileyerek kromozomlarin kalitesi tizerine toksik etkiye yol actigini belirtmislerdir.

Ayrica tartrazinin DNA’ya baglanabildigini de belirtmislerdir.

Tartrazinin in vitro KA ve in vivo kromozom kiriklarini artirdigi, ancak Ames testi,
fare lenfoma testi ve in vivo MN testi sonuglari negatif sonuglar verdigi ifade
edilmistir (Kirkland ve ark., 2011).
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Kashanian ve Zeidali, (2011), yaptiklar1 ¢alisgmada; pH 7.4’e 10 mM Tris-HCI’nin
sulu c¢ozeltisi iginde tartrazinin dogal dana timiis DNA's1 {izerindeki etkilesimi
incelenmistir. Tartrazinin DNA 1ile etkilesime girerek (3.75X104 M baglanma sabiti

ile) serbest radikallerin olusumu ile oksidatif stresi indiikledigi sonucuna varilmaistir.

Swaroop ve ark., (2011), yaptiklar1 ¢alismada; Hindistan’da izinli kullanilan bazi
sentetik gida renklendiricilerinin genotoksisitesi degerlendirilmistir. Tartrazini de
kapsayan 8 sentetik gida boyasi ve bunlarin kombinasyonlarinin izin verilen dozlarda
bile insan lenfositleri i¢in genotoksik olabildigi ileri siiriilmistiir. Bu calisma,
gelismis iilkelerde uygulanan gida renklendiricilerinin kabul edilebilir giinliikk alim

miktarlarinin ve izin sinirinin yeniden tanimlanmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Himri ve ark, (2012), yaptiklari c¢alismada; kan hiicrelerinde farkli
konsantrasyonlarda tartrazinin genotoksik etkisi, alkalin tek hiicre jel elektroforezi
(comet testi) kullanarak incelenmistir. Kan hiicreleri 1 saat boyunca 3-25 mM
tartrazin dozlartyla 6n muamele edilmistir. Sonuglar, tartrazinin kan hiicreleri

tizerinde genotoksik olabilecegini gostermistir.

Gomes ve ark., (2013), yaptiklar1 ¢alismada; igerisinde tartrazinin de bulundugu ii¢
farkli gida boyasi kullanilmis ve bu boyalarin 0.4 ve 4.0 ml dozlari, 24 ve 48 saat
boyunca Allium cepa L. kdk ucu hiicrelerine uygulanmistir. MI degerinin
hesaplanmasi amaciyla her doz igin toplam 5000 hiicre degerlendirilmis ve sonuglar

bu boyalarin sitotoksik oldugunu géstermistir.

Mahfouz ve Al-Shammrani, (2013), tartrazinin musir bitkisinde (Allium cepa L.)
MT’yi diisiirdiigii, pek ¢ok mitotik anormalligin olusumuna yol a¢tig1 ve hiicresel

DNA ve RNA miktarlarini azalttigini ifade etmislerdir.

Ultraviyole uyarist sonrasinda, tartrazinin Ames testinde mutajenik aktivite

gostermedigi ifade edilmistir (dos Santos ve ark., 2014).

Soares ve ark., (2015), in vitro yaptiklar1 ¢alismada; tartrazine maruz kalan insan
lenfositlerinde tartrazinin sitotoksisite ve genotoksisite potansiyeli ile DNA onarimi
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Boyanin 0.25-64 mM arasinda degisen farkli
konsantrasyonlart kullanilmistir. Sonuglar tartrazinin sitotoksik etki gostermedigi,
ancak alkali comet testi sonucunda test edilen biitiin konsantrasyonlarda genotoksik

etkisinin oldugu goriilmiistiir. Olusan ¢ogu hasarin tamir edilmesine ragmen, 24
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saatlik tamir siiresinin sonunda bazi hasarlarin pozitif kontrolden daha yiiksek oranda
kaldig1 belirlenmistir. Bu veriler tartrazinin saglifa zararli olabilecegini ve uzun

stireli kullaniminda karsinogenezisi tetikleyebilecegini gostermektedir.

Basu ve Kumar, (2016), yaptiklar1 ¢alismada; gida katki boyasi olan tartrazin ile ¢ift
sarmal DNA’nin etkilesimini  spektroskopik ve kalorimetrik tekniklerle
incelemislerdir. DAPI ve Hoechst 33258 testleriyle (spektroskopik ve kalorimetrik

teknik sonuglari) tartrazinin DNA’nin kii¢iik oluguna baglanabildigini gosterilmistiir.

Bezerra ve ark., (2016), yaptiklar1 ¢alismada; farkli sirketlerden alinan ve iglerinde
tartrazin de bulunan bazi toz meyve sularinin hiicresel diizeyde toksisitesi Allium
cepa kok meristem hiicreleri kullanilarak degerlendirilmistir. Toz meyve sularinin
hiicrelerde antiproliferatif etkiyi, ig ipligi degisimlerini ve MN olusumunu 6nemli

Olciide artirdig1 ve bu nedenle sitotoksik ve genotoksik sonucuna varilmistir.

Gortildiigii gibi literatiirde, tartrazinin genotoksisite ve karsinojenisite hakkinda hem
pozitif hem de negatif sonuglar bulunmaktadir (Himri ve ark., 2012; Kirkland ve
ark., 2011; Gomez ve ark., 2013; Mehedi ve ark., 2013; dos Santos ve ark., 2014;
Soares ve ark., 2015). Bu farkli sonuglar nedeniyle bu konuda net bir fikir birligi
yoktur. Ancak belirlenen pozitif genotoksisite sonuglari daha fazla arastirmaya
ihtiya¢ oldugunu géstermektedir. Ayrica yapilan ¢alismalarin ¢ogu in vivo ¢aligmalar
olup, in vitro ¢alismalarin sayist siirlidir. Buna ek olarak, S9 karisimi varliginda
insan periferal kan lenfositlerinde tartrazinin metabolitlerinin sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin, farkli genotoksisite testleri kullanilarak arastirildigi detayli
aragtirmalar bulunmamaktadir. Tartrazinin insan periferal lenfositlerindeki etkisinin
arastirildigr sadece bir calisma bulunmaktadir ve bu calismada bizim Onerdigimiz
genotoksisite testleri kullanilmamis olup, tartrazinin sadece sitotoksisitesi ve DNA
baglanmas1 tiizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu nedenle tartrazinin S9 karisimi
varhiginda ve yoklugunda insana ait hiicreler tizerindeki sitotoksisite ve
genotoksisitenin aragtirilmasi oldukc¢a onemlidir. Bu bilgi eksikligi dikkate alinarak
bu c¢alisma ile S9 karisimi varhiginda ve yoklugunda insan periferal lenfosit

kiiltiirlerinde tartrazinin sito-genotoksik etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada test maddesi olarak tartrazin, materyal olarak ise sigara igmeyen,
gecirilmis herhangi bir ciddi hastali§i olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ilag
kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan alinan
periferik kan 6rnekleri kullanilmistir. Calismamizin yapilabilmesi amaciyla Samsun

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (2015/149) izin alinmistir.
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Tartrazin

Calismamizda test maddesi olarak kullanilan sentetik bir azo boyasidir ve Sigmadan

temin edilmistir.

Ticari Adi: Tartrazine (Tartrazin)
Kimyasal Adi: Acid Yellow 23 (Asit saris1)
CAS no: 1934-21-0

Molekiil Agirhgi: 534.36

Saflik diizeyi: >=98 %

Erime Sicakhgi: 572° F’dan fazla

Kapali Formiilii:

HO SO3Na
N303S N
i : \\N 74 N

Acik Formiilii: C16HgN4NazOgS,
Renk indeksi Numarasi: 19140
E Numarasi: E102

EC Numarasi: 217-699-5
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3.1.1.2. Saf Su

Tartrazinin ¢o6ziinmesi i¢in kullanilmistir. Tartrazin saf suda c¢oziilerek degisik
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

3.1.1.3. Kromozom Medyumu

Bu ¢alismada Biological Industries firmasinin tirettigi RPMI 1640 besiyeri (01-1061)
hiicre kiiltiirii yapmak i¢in kullanilmistir. RPMI 1640 besiyerinin 100 ml’sinde
asagidaki bilesikler belirtilen miktarlarda bulunmaktadir.

RPMI 1640 (Biological Industries) 100 ml
Fetal Sigir Serum (Biological Industries) 20 ml
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin (PSA) (Biological Industries) 1ml
Fitohemaglutinin M (PHA-M) (Biological Industries) 1.2ml
L-Glutamin (MerckK) 2 ml

Bu karigimdan steril kiiltiir tiiplerine 2.5 ml konulmustur ve kullanilmstir.

3.1.1.4. Mitomisin C (MMC)

Mitomisin C, bu ¢alismanin S9 karisiminin kullanilmadigr kiiltiirleri i¢in pozitif

kontrol olarak kullanilmigtir ve Sigma firmasindan saglanmustir.

Kimyasal adi: Mitomisin C
Molekiil agirhgi: 334.33 g/mol
Erime noktasi: 360°C

CAS No: 50-07-7

Saflik diizeyi: % 99

Kapal formiilii: C15H;3N4Os
Acik formiilii:

HoN

H3C
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3.1.1.5. Sitokalasin B

MN testinde, hiicre boliinmesi esnasinda sitokinezi engellemek ve iki niikleuslu

hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmistir ve Sigma’dan saglanmustir.

Kimyasal adi: Sitokalasin B
Molekiil agirhgi: 479.62 g/mol
Saflik diizeyi: > %98

CAS No: 14930-96-2

Kapali formiilii: Co9H37NOs
Acik formiilii:

3.1.1.6. Kolsemid (Kolsisin)

Kiiltiiri  yapilan hiicreleri metafaz safhasinda durdurmak i¢in kullanilmistir.
Biological Industries firmasindan saglanmistir. Kiiltiirlerde kullanilan besiyerinin her

ml’sinde 0.06 ng olacak sekilde 2.5 mI’lik kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir.

Kimyasal adi: Kolsemid, N-Deasetil-N-metil kolsisin
Cat. No: 12-004-10

Molekiil agirhgi: 399.4 g/mol

Kapal formiilii: C5,HsNOg

Acik formiilii:
I~
O /CH3
B NH
3 \O
O
HsC” O
O
O.
“NCH,
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3.1.1.7. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak Merck’ten temin edilen KCI kullanilarak hazirlanan %
0,4’lik ¢ozeltisi  kullamlmistir. Bidistile su iginde hazirlanan bu eriyik,
kullanilmadan 6nce 37°C’deki inkiibatorde 1sitilmistir.

3.1.1.8. Fiksatif

KA deneylerinde 1 hacim asetik asit (Sigma) ve 3 hacim metanol’iin (Sigma)
karistirilmas1 sonucu hazirlanan fiksatif kullanilmistir. MN deneylerinde 1 hacim
glasiyal asetik asit, 5 hacim metanol ve 6 hacim % 0.9 NaCl (1/5/6 glasiyal asetik
asit/metanol/% 0.9’luk NaCI) kullanilarak ilk fiksatif hazirlanmistir. Ikinci fiksatif
ise, 1 hacim glasiyal asetik asit ve 5 hacim metanol’iin (1/5 glasiyal asetik
asit/metanol) karistirilmasi ile hazirlanmistir. Her iki fiksatif de, kullanilmadan 6nce
hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmuistir.

3.1.1.9. Sorensen Tamponu

Bu eriyik, iki stok ¢o6zelti halinde hazirlanmis ve birbirleriyle karistirilarak

kullanilmuastir.

Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 (Merck) 250 ml distile suda ¢dziinmiistiir.
Tampon B: 14.83 gr Na;HPO,4.12H,0 (Sigma) 250 ml distile suda ¢oziinmiistiir.

KH,PO, ¢ozeltisi, Na;HPO, ¢ozeltisinin iizerine ilave edilmistir.

3.1.1.10. Giemsa

Merck firmasindan temin edilmistir ve % 5’lik Giemsa-Tampon (Sorensen) boya
eriyigi seklinde hazirlanmistir. KA testinde kromozomlari, MN testinde ise niikleus

ve mikroniikleuslar1 boyamak i¢in kullanilmistir.

3.1.1.11. Entellan

Merck firmasindan temin edilen entellan, preparatlar1 daimi hale getirmek amaciyla

lam ve lameli birbirlerine yapistirmak igin kullanilmustir.
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3.1.1.12. Siklofosfamid (CP- cyclophosphamid monohydrat)

Siklofosfamid (CP) bu g¢alismanin S9 karisiminin kullanildigi kiiltiirler igin pozitif
kontrol olarak kullanilmigtir. CP’nin konsantrasyonu 50 ug/ml olacak sekilde
kiiltiirlere ilave edilmistir. 12.5 mg CP, 5 ml izotonik NaCIl (% 0,9) igerisinde
¢oOziiliip bakteri filtresinden gecirilerek steril edilmistir. CP, Fisher Scientific’den

temin edilmistir.

Kimyasal adi: N-N-bis(2-chloroethyl)-1,3,2-oxazaphosphinan-2-amine-oxide

Molekiil agirhgi: 279.1 g/mol

Erime noktasi: 49-50 °C

CAS No: 6055-19-2

Safhik diizeyi: >98%

Kapal formiilii: C;H15CI;N,O,P*H,0

Acik formiilii:
H
N A O « H-0O

P
‘/" ™
O N __¢l

Cl

3.1.1.13. Standart Memeli Karaciger Fraksiyonu (S9 karisim)

In vitro ¢aligmalarda ortama karaciger enzimleri eklendikten sonra ortaya ¢ikan
genotoksik etkiler, test edilen kimyasal maddenin metabolize olmasi ile meydana
gelen ara bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, tartrazinin karacigerde
metabolize olduktan sonra herhangi bir genotoksik etkiye yol a¢ip agmadigini

gosterebilmek amaciyla S9 karisimi kullanilmastir.

Calismamizda, tartrazinin metabolitlerinin genotoksik etkilerini de belirlemek yani
indirekt genotoksik etkiye sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla insandan elde
edilmis ve Gentest™ firmasindandan temin edilmis karaciger S9 fraksiyonu,

NADPH-A ve NADPH-B soliisyonlarmin 1X tris buffer (pH 7.6) igerisinde
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hazirlandigt S9 karisimi  kullanilmistir. Bu  karigim  kiiltiir tliplerine, besiyeri

miktarinin % 2’si olacak sekilde eklenmistir.
3.1.2. Kullanilan Cihazlar

3.1.2.1. Hassas Terazi

Calismamizda kullanilan kimyasallarin tartilmasi amaciyla, hava akimlaria karsi
0zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr hassasiyetindeki Radwag marka terazi
kullanilmustir.

3.1.2.2. Biyogiivenlik Kabini

Test soliisyonlarin hazirlanmasi, steril tliplere kan ekiminin yapilmasi ve test
sollisyonlariin kiiltiir tiiplerine ilave edilmesinin steril sartlarda gerceklesebilmesi

i¢cin, ESCO marka Class-1I biyogiivenlik kabini kullanilmigtir.

3.1.2.3. inkiibator

Hiicre kiiltiirinlin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 1sitilmasinda Binder marka

inkiibator kullanilmuastir.

3.3.1.2.4. Santrifiij

Calismamizda kiiltiir tiiplerindeki hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla MPW-351R marka

santrifiij kullanilmistir.

3.1.2.5. Vorteks Karistirici

Calismamizda kiiltiir tiiplerini dairesel salinimli hareketler ile karistirmak amaciyla

BioCote (Stuart-SA8) marka vorteks karistirict kullanilmistir.

3.1.2.6. Mikroskop

Preparatlar1 incelemek amaciyla Leica marka 1s1ik mikroskobu ve goriintii analiz

sistemi kullanilmistir.
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3.2. Deneylerde Kullanilancak Tartrazin Dozlarinin Belirlenmesi ve Deney

Gruplarimmin Olusturulmasi
3.2.1. Tartrazin Dozlarinin Belirlenmesi

Deneylerimizde kullanacagimiz tartrazin konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi igin
bir seri hiicre kiiltiirii hazirlanmis ve bu kiiltiirlere 0, 50,100, 250, 500, 1000, 2000,
2500, 3000, 4000 ve 5000 pg/ml arasindaki degisik dozlarda tartrazin eklenerek
sitotoksisiteyi belirleyebilmek amaciyla iki farkli 6n c¢alisma yapilmistir. Hiicre
kiiltiirleri 48 saat boyunca belirtilen konsantrasyonlarda tartrazin ile muamale edilmis
ve kiiltiirlerden elde edilen preparatlar MI bakimindan incelenmistir. 2000 hiicre
sayilarak boliinme evresindekiler belirlenip MI hesaplanmstir. 0, 50, 100, 250, 500,
1000, 2000, 2500, 3000, 4000 ve 5000 pg/ml dozlarda saptanan MI degerleri
strastyla: 84, 80, 75, 69, 58, 58, 43, 39, 33, 29 ve 26 olarak belirlenmistir. Ayrica,
yapilan On calismada doz artisina paralel olarak MI degerinin azaldigr ve
sitotoksisitenin ~ artis  gosterdigi  saptanmustir.  Tartrazinin  test  edilen
konsantrasyonlarindan, 2500 pg/ml dozun MI’de yaklasik % 50 oraninda azalmaya
neden olmasindan dolay1 inhibitdr konsantrasyon yani, IC50 degeri 100 pg/ml olarak
belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismamizda en yiiksek tartrazin dozu 2500 pg/ml olarak
secilmistir. Calismamizda en diisiik tartrazin dozu olarak IC50 degerinin 1/4’si olan
625 pg/ml’lik konsantrasyon ve ara doz olarak da IC50 degerinin 1/2’si olan 1250
pg/ml’lik konsantrasyon seg¢ilmistir. Dozlar belirlendikten sonra alinan kanlar ile

kiiltiirler hazirlanarak deneylere baglanmistir.
3.2.2. Olusturulan Deney Gruplari

A. Negatif (Coziicii) Kontrol Grubu: Kiiltiir tiiplerine siirenin bitimine 48 saat kala,

etken maddemizin ¢oziiciisii olan saf su ilave edilmistir.

B. Pozitif Kontrol Grubu: Kiiltiir tiiplerine siirenin bitimine 48 saat kala; S9
kullanilmayan kiiltirlere MMC (0.25 pg/ml), S9 kullanilan kiiltiirlere ise CP (50
pg/ml) ilave edilmistir. Mutajenik etkisinin goriilebilmesi i¢in metabolik aktivator

gerektiginden S9 karisiminin kullanildig kiiltiirlerde CP kullanilmustir.

C. Tartrazin (TRZ) Grubu: Kiiltiir tiiplerine siirenin bitimine 48 saat kala 6n
calisma sonucunda karar verdigimiz tartrazinin 3 farkli konsantrasyonu (625, 1250

ve 2500 pg/ml) ilave edilmistir.
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3.3. Kromozom Anormalliklerini (KA) ve Mitotik Indeksi (MI) Saptamak
Amaciyla Hiicre Kiiltiirlerinin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi,

Boyanmasi ve Analizi

3.3.1. S9 Kansim Ilave Edilmeyen KA Kiiltiirlerinin Yapilmas1 ve

Preparatlarin Hazirlanmasi

Periferik kan 6rneklerinden KA’lar1 saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi
ve preparatlarin hazirlanmasinda Evans (1984) ve Perry ve Thompson (1984)’1n
teknikleri kullanmilmistir. Sigara igmeyen, gegirilmis herhangi bir ciddi hastaligi
bulunmayan, rutin olarak herhangi bir ilag kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda
olan saglikli iki erkek ve iki bayandan 1/10 oraninda heparinize edilerek kan
ornekleri alimmistir. Alinan periferik kan Orneklerinden 300 pl steril sartlarda
igerisinde 2.5 ml’lik besiyeri bulunan steril tiiplere ekilmistir. Hiicre kiiltiirti

37£1°C’de 72 saat i¢in inkiibe edilmek iizere inkiibatdre yerlestirilmistir.

Calismamizda negatif kontrol, pozitif kontrol ve tartrazin gruplari olusturulmustur.
Negatif kontrol grubundaki kiiltiir tiipleri besiyeri ve kan icermektedir. Tartrazin
disindaki tiim kosullar1 ayni1 olan negatif kontrol grubu, tartrazin uygulanan deney
gruplarinda tartrazinin etkisini karsilastirmak amaciyla kullanilmistir. Clinkii negatif
kontrol grubu ile deney gruplarimin karsilastirilmast sonucunda, bu gruplar arasinda
istatistiksel ~ farkhiligin  bulunmasi, bu farkliligin deney grubuna uygulanan
tartrazinden kaynaklandigini gosterecektir. Calismamizda pozitif kontrol olarak,
sitotoksik ve genotoksik hasar yaptig1 bilinen MMC maddesi kullanilmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan MMC, 0.25 pg/ml olacak sekilde kiiltiirlerin 24. saatinde
tiiplere eklenmis ve kiiltiirler 48 saat boyunca MMC ile muamele edilmistir. Pozitif
kontrol grubu, test maddemiz olan tartrazin ile MMC arasindaki sitotoksik ve
genotoksik etkileri karsilagtirabilmek amaciyla kullanilmistir. Kiiltiir  siiresinin
bitimine 48 saat kala, test maddemiz olan tartrazinin 6n c¢alisma sonucu
belirledigimiz ve suda c¢oziirek hazirladigimiz konsantrasyonlar1 olan 625, 1250 ve

2500 pg/ml’lik miktarlar kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir.

Kiiltiir siiresinin bitmesine bir saat kala (kiiltiiriin 71. saatinde) 0.06 pg/ml olacak
sekilde kolsisin eriyigi tliplere eklenmis ve hiicreler kolsisin ile muameleye
birakilmistir. Kiiltiir siiresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis
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ve altta biriken hiicrelere zarar vermeden siipernatant su trompu yardimiyla atilmistir.
Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden yaklasik Iml’lik sivi karistirildiktan sonra
tiplere, daha o©nceden 37°C’de 1sitilmis olan % 0.4°’liikk KCI hipotonik
soliisyonundan 5 ml damlalar halinde ilave edilmistir. Tiiplere hipotonik eriyik ilave
edildikten sonra tiipler 37°C’de 10 dk hipotonik eriyikle muamele edilmistir.
Muamele siiresinin sonunda tlipler 15 dk 1200 rpm’de santrifiij edilmis ve

stipernatant atilmistir.

Hiicrelerin fikse edilmesi ig¢in tiiplere, 3:1 oraninda hazirlanan ve buzdolabinda
muhafaza edilen soguk tespit (fiksatif) ¢ozeltisi (metil alkol: glisial asetik asit), 5 ml
olacak sekilde damlalar halinde yavas yavas ilave edilmistir. Yaklasik 20 dk oda
sicakliginda fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmistir. Tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriiliinceye kadar bu islem
yaklasik 3 kez daha tekrarlanmistir. Son santrifiij isleminden sonra tiiplerde yaklagik

1 ml s1v1 kalacak sekilde siipernatant atilmistir.

Tiipteki siispansiyon pastor pipeti ile karistirilarak homojen hale getirildikten sonra,
daha Oonceden alkolle temizlenmis ve buzdolabinda saklanan soguk lamlar {izerine
damlatilarak hiicrelerin lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Preparatlar kapali bir

yerde oda sicakliginda 24 saat bekletilerek kurumaya birakilmistir.

3.3.2. S9 Kanisim ilave Edilen KA Kiiltiirlerinin Yapilmasi ve Preparatlarin

Hazirlanmasi

Tartrazinin indirekt genotoksik etkisini yani metabolitlerinin genotoksisitesini
aragtirmak amaciyla S9 karigimi Kullanarak kiiltiirlerin hazirlanmasi i¢in Ekonomik
Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD, 2014) niin belirttigi protokol takip edilmistir.
Bu amacla hazirlanan kiiltiirlere, kiiltiiriin bitiminden 24 saat 6nce 625, 1250 ve 2500
pg/ml tartrazin ve 50 pl S9 karisimi ilave edilmistir. S9 karisimi kullanilmayan
kiltiirlere benzer sekilde her bir deneyin saf su ilave edilmis bir negatif kontrolii ve
50 pg/ml CP ilave edilen bir pozitif kontrolii bulunmaktadir. Uygun miktarda kan
ilavesi yapilan ve inkiibasyona birakilan kiiltiirlere; 48. saatte tartrazin ya da CP
maddeleriyle birlikte S9 karisimi ilave edilerek 3 saatligine 37°C’de inkiibasyona
birakilmigtir.  Inkiibasyonun ardindan tiipler 2000 rpm’de 4 dk. santrifiij edilmis ve
slipernatant atilmistir. Daha sonra her bir tiipe toplam hacim 2.5 ml oluncaya kadar
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besiyeri ilave edilmistir ve 24 saatligine tekrar 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Kiiltiir siiresinin bitiminden 1 saat 6nce her tiipe kolsisin eriyigi (0.06 pg/ml) ilave
edilmis ve hiicreler kolsisin ile muameleye birakilmistir. 24 saat tamamlandiginda
kiltiirler sonlandirilmistir. Kiiltiirlerin sonlandirilmasi asamasi ve sonrasinda yapilan

tiim islemler S9 karisimi kullanilmadan yapilan deneyler ile tamamen aynidir.

3.3.3. KA Preparatlarinin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Sorensen tamponu ile hazirlanmis olan % 5’lik Giemsa eriyigi filtre kagidi
yardimiyla bir saleye siiziilmiistiir. Preparatlar Giemsa-Tampon boya eriyiginde 4 dk
boyanmistir. Preparatlar boyadan ¢ikarildiktan distile su ile yikanmis ve dik bir
sekilde kurumaya birakilmistir. Boyanan preparatlar en az 1 gece kurutulduktan
sonra, entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmis ve kuruduktan sonra mikroskobik

incelemeler yapilmistir.

3.3.4. Mikroskobik incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 1s1k
mikroskobu ile X1000 biiyiitmede incelenmistir. Incelenen preparatlarda MI ve KA
degerleri belirlenmistir. Mitoz gegiren hiicrelerin kromozomlar1 ve saptanan KA’lar

yine X1000 biiylitmede fotograflanmis ve bilgisayara aktarilmistir.
3.3.5. Mitotik indeks (MI) ve Kromozom Anormalliklerinin (KA) Saptanmasi

3.3.5.1. Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

Tartrazinin mitoz béliinme tizerindeki etkilerini saptamak amaci ile her bir kisiye ait
preparatlardan toplam 2000 bin hiicre incelenmis ve bunlar arasinda metafaz
devresinde olan hiicreler saptanarak kaydedilmistir. Her bir kisinin incelenen 2000
hiicresi icinde boliinme halindeki (metafaz evresindeki) hiicrelerin orani yiizde

cinsinden hesaplanarak MI saptanmustir.

3.3.5.2. Kromozom Yapi ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

KA’larin belirlenmesi amaciyla, her bir grup ve konsantrasyon i¢in, her bir kisiden
hazirlanan preparatlarda kromozomlar1 iyi dagilmis 100 metafaz plagi (4 kisiden

toplam 400 hiicre) incelenerek normal (Sekil 3.1) ve KA tasiyan metafaz plaklar
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tespit edilmistir. Tespit edilen yapisal ve sayisal KA’lar, Uluslararasi Insan
Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System for Human
Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve adlandirilmistir (Paz-y-
Mino ve ark., 2002; Kontas, 2012). Incelenen her 100 hiicrede saptanmis olan KA’lar

ve KA tagiyan anormal hiicre ortalamalar1 (AHO) saptanmustir.

Mace ve ark. (1978), elektron mikroskobu ile yaptigi ¢calismalarda gap bolgelerindeki
DNA ipliginde kirik veya kiriklar olmadigini belirtmislerdir. Bu sebeple yapilan pek
cok calismada gaplar KA olarak degerlendirilmemektedir (Yavuz Kocaman ve
Topaktag, 2007; Borgek Kasurka, 2010; Kontas, 2012). Bu nedenle ¢alismamizda

gaplar, KA olarak degerlendirilmemistir.

I

Sekil 3.1. Normal metafaz plagi (X1000)
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3.4. Mikroniikleus (MN) Testi I¢in Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin

Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Analizi

34.1. S9 Kansmm ilave Edilmeyen MN Kiiltiirlerinin Yapilmasi ve

Preparatlarin Hazirlanmasi

Calismamizda in vitro MN testi i¢in hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi ve preparatlarin
hazirlanmasinda Fenech (2000), Rothfuss ve ark., (2000) ve Kirsch-Volders ve ark.
(2003)’nin  kullandiklar1 tekniklerden faydalanilmistir. Sigara igmeyen, ciddi bir
hastalig1 olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ila¢ kullanmayan ve 20-24 yaslar1
arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan 1/10 oraninda heparinize edilerek kan
almmustir. Icerisinde 2.5 ml’lik besiyeri bulunan steril tiiplere, alman periferik kan
orneklerinden 300 ul steril sartlarda ekilmistir ve hiicre kiiltiirii 37+1°C’de 68 saat

icin inkiibasyona birakilmistir.

MN testi i¢in de negatif kontrol, pozitif kontrol ve tartrazin gruplar1 bulunmaktadir
ve bu gruplara uygulanan tiim test maddeleri, KA testinde uygulanan konsantrasyon
ve muamele siireleri ile aynidir. Yani; saf sudan olusan negatif kontrol grubu,
Mitomycin C’nin 48 saatlik muamelesinden olusan pozitif kontrol grubu ve test
maddemiz olan tartrazinin suda hazirlanmis olan 625, 1250, 2500 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinin 48 saat boyunca muamelelerinin yapildigi deney gruplari, MN

testi i¢in de aynen kullanilmustir.

Inkiibasyona birakilan tiim kiiltiir tiiplerine sitokinezi engellemek ve iki niikleuslu
hiicre olusumunu saglamak i¢in kiiltliriin bitimine 24 saat kala (inkiibasyonun 44.

saatinde) biitiin tiiplere 8 ug/ml olacak sekilde sitokalasin B maddesi ilave edilmistir.

Kiiltiir siiresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek siipernatant
atilmistir. Tiipte kalan yaklasik 1 ml’lik sivi kanstirildiktan sonra tiiplere, daha
onceden 37°C’de 1sitilmis olan hipotonik eriyikten (% 0.4 KCI) 5 ml yavas yavas
ilave edilmistir. Tiipler bekletilmeden 1200 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis, tekrar
stipernatant atilmistir. Daha sonra glasiyal asetik asit/metanol/ % 0,9 NaCl (1/5/6
oranlarinda) karisimindan olusan 5 ml soguk fiksatif, hipotonik ilavesi gibi yavas
yavas ve damlalar halinde tiipteki sivinin iizerine ilave edilmistir. Ilk fiksatif ile oda

sicakliginda 20 dk muamele edildikten sonra tiipler tekrar 1200 rpm’de 15 dk
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santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Daha sonra tiiplere 1 kisim asetik asit ve 5
kistm metil alkolden (1/5) olusan 5 ml ikinci fiksatif ilave edilmis ve oda
sicakliginda 20 dk muamele edilmistir. Bu islem tiipte kalan sivinin berraklastigi
goriliinceye kadar 2-3 kez tekrarlanmistir. Son santrifiijden sonra tiiplerde yaklagsik 1
ml siv1 kalacak sekilde silipernatant atilmistir ve tiiplerdeki sivi pasteur pipeti ile
karistirilarak resiispanse edilmistir. Hiicre slispansiyonu, daha onceden temizlenmis
ve alkol igerisinde buzdolabinda saklanan soguk lamlarin iizerine damlatilarak
preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar kapali bir yerde bir gece oda

sicakliginda bekletilerek kurumalart saglanmistir.

3.4.2. S9 Karisim Tlave Edilen MN Kiiltiirlerinin Yapilmasi ve Preparatlarin

Hazirlanmasi

Tartrazinin  indirekt genotoksik etkisini yani tartrazinin  metabolitlerinin
genotoksisitesini aragtirmak amactyla, kiiltliriin bitiminden 24 saat once 625, 1250,
2500 pg/ml tartrazin ve 50 pl S9 karisimi ile birlikte tiiplere ilave edilmistir. S9
karisimi kullanilmayan kiiltiirlere benzer sekilde her bir deneyin saf su ilave edilmis
bir negatif kontrolii ve 50 pg/ml siklofosfamid (CP) ilave edilen bir pozitif kontrolii
bulunmaktadir. Uygun miktarda kan ilavesi yapilan ve inkiibasyona birakilan
kiltlirlere; 48. saatte tartrazin ya da CP maddeleriyle birlikte S9 karisimi ilave
edilerek 3 saatligine 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan
tiipler 2000 rpm’de 4 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atilmigtir. Daha sonra her
bir tiipe toplam hacim 2.5 ml oluncaya kadar taze besiyeri ve Cytochalasin-B (8
pg/ml) ilave edilerek 24 saatligine tekrar inkiibatore yerlestirilmistir. 24 saat
tamamlandiginda kiiltiirler sonlandirilmistir. Kiiltiirlerin sonlandirilmas: asamasi ve
sonrasinda yapilan tiim islemler S9 karigtmi kullanilmadan yapilan deneyler ile

tamamen aynidir.

3.4.3. MN Preparatlarinin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Sorensen tamponu ile hazirlanmis olan % 5°lik Giemsa eriyigi filtre kagidi
yardimiyla dik bir saleye stiziilmistiir. Preparatlar Giemsa-Tampon boya eriyiginde
14 dk boyanmustir. Preparatlar boyadan ¢ikarildiktan sonra distile sudan gecirilerek
fazla boyanin akmasi saglanmis ve preparatlar dik bir sekilde kurumaya birakilmistir.

Boyanan preparatlar bir gece kurutulduktan sonra, entellan ile kapatilarak daimi hale
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getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler

yapilmustir.

3.4.4. Mikroskobik Incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 1s1k
mikroskobu ile X400 biiyiitmede incelenmistir. Incelenen preparatlarda mononiikleat
(bir niikleuslu), bintikleat (iki niikleuslu), triniikleat (ii¢ niikleuslu) ve tetraniikleat
(dort niikleuslu) hiicreler ile MN igeren biniikleat (BN) hiicreler tespit edilmistir.
X400 biiyiitme ile bir, iki, ti¢ ve dort niikleuslu bazi hiicrelerin ve MN bulunduran

bazi BN hiicrelerin fotograflama islemi yapilarak goriintiiler bilgisayara aktarilmistir.

3.4.5. MN Sayisi ve Niikleus Boliinme indeksinin (NBI) Saptanmasi

MN sayisim1 belirlemek amaciyla daimi preparatlarda her kisi i¢in, her muamele
grubu ve kontrollerinde iki niikleusa sahip (Sekil 3.2.a) toplam 2000 BN hiicre
incelenmis ve bu BN hiicreler igerisinden MN tasiyanlar (Sekil 3.2.b) belirlenmistir.
Ayrica incelenen BN hiicrelerdeki toplam MN sayisi ve % MN degerleri

hesaplanmustir.

BN hiicre ve MN ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve Fenech (2000)’in

onerdigi kriterlere gore yapilmistir. Bu kriterlere gore:

1. Hiicreler belirgin bir sitoplazmaya ve yuvarlak ya da oval goriiniime sahip

olmalidir.
2. Niikleuslar, belirgin niikleus zariyla ¢evrili yuvarlak ya da oval olmalidir.
3. MN olarak sayilan hiicreler sadece bir niikleus boliinmesi gegiren hiicrelerdir.

4. MN’ler sadece ana niikleusun 1/3’i ya da daha kiigiik olduklarinda dikkate

alimalidir.
5. MN’ler ana niikleus ile ayn1 boyanmalidir.

6. MN’ler ana niikleustan belirgin bir sekilde ayrilmis olmalidir (Yavuz-Kocaman,
2007; Borgek-Kasurka, 2010; Kontas, 2012).
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Sekil 3.2. Biniikleat hiicre (a) ve bir mikroniikleus bulunduran biniikleat
hiicre (b) (X400)

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 adet hiicre (4 kisi, 4000 hiicre)
sayilarak, bu hiicreler arasindan bir niikleuslu, iki niikleuslu, ii¢ niikleuslu ve dort
nukleuslu (Sekil 3.3) olanlarin orani saptanmistir. Bu orandan yola ¢ikilarak
Eastmond ve Tucker (1989) tarafindan Onerilmis olan formiile goére Niikleer
Bolinme Indeksi (NBI) hesaplanmistir (Yavuz-Kocaman ve Topaktas, 2007;
Borgek-Kasurka, 2010; Kontas, 2012). NBI, kimyasal veya fiziksel ajanlarin
sitotoksik ve sitostatik etkilerinin gosterilmesinde kullanilan bir parametredir
(Fenech, 1997; Yavuz-Kocaman ve Topaktas, 2007; Bor¢ek-Kasurka, 2010, Kontas,
2012).

( MI+2MIT+3MIIT+MIV )
N

NBI = (3.1

MI: Bir niikleuslu hiicreler, MII: Iki niikleuslu hiicreler, MIII: Ug niikleuslu

hiicreler, MIV: Dort niikleuslu hiicreler, N: Toplam hiicre sayisi
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Sekil 3. 3. Mononiikleat (a), biniikleat (b), triniikleat (¢) ve tetraniikleat (d)
hiicreler (X400)

3.5. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen KA, MI, NBI ve MN
parametrelerine ait veriler i¢in her bir grubun ortalamalar1 ve standart hatalar1 (SH)
belirlenmistir. Incelemeler sonucunda pozitif kontrole ve tartrazine ait elde edilen
veriler ile ¢oziicii kontrol grubu arasindaki farkin onemli olup olmadig: t-testi ile
karsilastirilmistir. Doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla regresyon ve
korelasyon analizleri yapilmig, regresyon denklemi ve korelasyon katsayist (r)
bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir. Tiim istatistikler i¢in anlamlilik sinir1

p<0.05 olarak sec¢ilmistir.

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen goriintiiler sekiller halinde,

istatistiksel bulgular ise ¢izelgeler ve grafikler halinde verilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Tartrazinin Insan Periferal Lenfositlerindeki Sitotoksik ve Genotoksik
Etkileri

4.1.1. Tartrazinin Mitoz Boéliinme Uzerindeki Etkileri

Tartrazinin mitoz boliinme Tlzerindeki etkisi mitotik indeks (MI) hesaplanarak

belirlenmistir.

Tartrazinin S9 karigimi kullanilmadan test edilen 625, 1250 ve 2500 pg/ml dozlarinin
insan periferal lenfositlerine 48 saat muamelesi sonucu, tartrazin dozunun artisina
bagli olarak MI’in diistigi goriilmistiir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1). Bu nedenle tartrazin
konsantrasyonlarinin artigina bagli olarak MI’deki diisiisler arasinda istatistiksel

olarak 6nemli bir korelasyon oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1).

Tartrazinin S9 karigimi bulunmayan 625 ve 1250 pg/ml konsantrasyonlarinda MI’de
ortaya c¢ikardigi diisiis negatif kontrole gore istatistiksel anlamda Onemli
bulunmazken, 2500 pg/ml konsantrasyonda MI’i negatif kontrole gore istatistiksel

acidan 6nemli olacak derecede diisiirmiistiir (p<0.05) (Cizelge 4.1).

4,00 +
3,50 A ]

3,00 A

y=-0,565x+4,12

2,50 -
r=0,995* .

2,00 A

1,50 ~

Mitotik indeks (%)

1,00 -

0,50 -

0,00

625 ug/ml 1250 pg/ml 2500 ug/ml

Tartrazin Konsantrasyonlar

Sekil 4.1. Tartrazinin S9 karisimi kullanilmadan test edilen dozlari ile % MI
arasindaki iliskiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(*: p<0.05)
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S9 karisimi bulunan besin ortaminda 3 saat tartrazin ile muamele edilen hiicrelerde,
tartrazin konsantrasyonunun artisina paralel olarak MI degerlerinin azaldig1
gorilmiistiir ve tartrazinin dozlari ile MI degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2, Cizelge 4.1). Ancak, ¢oziicii
kontrol ile karsilastirildiginda, MI’de goriilen doza bagli bu disiisler istatiksel
anlamda 6nemli bulunmamstir (p<0.05) (Cizelge 4.1).

5,00 +

4,80 -
9 4,60 -
2
< 4,40 -
e
£ 420 y=-0,3625x+5,1667
= r=0,998*
2
S 4,00 -

3,80 -

3,60

625 ug/ml 1250 pg/ml 2500 ug/ml
Tartrazin Konsantrasyonlan

Sekil 4.2. Tartrazinin S9 karigimu ile test edilen dozlar1 ile % MI arasindaki iligkiyi
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (*: p<0.05)

4.1.2. Tartrazinin Kromozom Anormallikleri (KA) ve Anormal Hiicre
Ortalamasi (AHO) Olusumu Uzerindeki Etkileri

625, 1250 ve 2500 pg/ml konsantrasyonlarindaki tartrazinin insan periferal
lenfositlerine 48 saat muamelesi sonucu, tartrazin dozundaki artisa paralel olarak KA
ve KA igeren anormal hiicre ortalamasi (AHO) degerlerinin de arttig1 belirlenmistir
(Sekil 4.3, Sekil 4.4, Cizelge 4.1). Bu nedenle tartrazin konsantrasyonlar1 ile KA ve
AHO degerleri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir korelasyon oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Tartrazinin S9 karisimi kullanilmadan test edilen tiim dozlarinda, doz artisina bagh
olarak toplam ve % KA ve AHO degerleri bakimindan artiglar goriilmesine ragmen,
negatif kontrol ile kiyaslandiginda, KA ve AHO degerlerinde goriilen bu artiglardan
1250 ve 2500 pg/ml konsantrasyonlarindaki artislar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.1).
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625, 1250 ve 2500 pg/ml konsantrasyonlarindaki tartrazinin, insan periferal
lenfositleriyle 48 saat muamelesi sonucu, test edilen dozlarda; kromatid kirigi (Sekil
4.7), kromozom kirig1 (Sekil 4.8), fragment (Sekil 4.9), kardes kromatid birlesmesi
(Sekil 4.10), disentrik kromozom (Sekil 4.11), poliploidi (Sekil 4.12) ve

endoreduplikasyon (Sekil 4.13) gibi kromozom anomallikleri belirlenmistir (Cizelge
4.1).

12,00 +
& 10,00 -
E
% 8,00 - y=1,5x+6,5833
g r=0,959*
o 6,00
<
S 4,00 -
4
= 2,00

0,00

625 pg/ml 1250 pg/ml 2500 ug/ml
Tartrazin Konsantrasyonlar

Sekil 4.3. Tartrazinin S9 karisgimi kullanilmadan test edilen dozlart ile KA

arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(*: p<0.05)
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Sekil 4.4. Tartrazinin S9 karisimi kullanilmadan test edilen dozlar ile AHO
arasindaki iliskiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(*: p<0.05)
S9 karisimi bulunan besin ortaminda 3 saat tartrazin ile muamele edilen hiicrelerde,
tartrazinin dozunun artigina bagl olarak KA ve AHO degerlerinin de arttig1
belirlenmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Cizelge 4.1). Bu nedenle tartrazin dozlar ile KA

ve AHO degerleri arasinda istatistiksel olarak énemli korelasyon oldugu bulunmustur

(Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Insan periferal kan lenfositlerinde S9 karisimi varliginda tartrazinin test edilen tiim
konsantrasyonlarinin hem KA hem de AHO degerlerini artirmasina ragmen, ¢oziicii
kontrol ile kiyaslandiginda 1250 ve 2500 pg/ml konsantrasyonlarindaki artiglar
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.1).

S9 karisimi1 bulunan besin ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerde; kromatid kirigi,
kromozom kirig1, fragment, kardes kromatid birlesmesi, disentrik kromozom ve

poliploidi gibi kromozom anomalliklerine yol actig1 belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.5. Tartrazinin S9 karigimi ile test edilen dozlar1 ile KA arasindaki iligkiyi
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (*: p<0.05)
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625 pg/ml 1250 pg/ml 2500 ug/ml
Tartrazin Konsantrasyonlari

Sekil 4.6. Tartrazinin S9 karigimi ile test edilen dozlar1 ile AHO arasindaki iliskiyi
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (*: p<0.05)
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Sekil 4.7. Kromatid kirigi X1000 (2500 pg/ml tartrazin)

Sekil 4.8. Kromozom kirigi X1000 (1250 pg/ml tartrazin)



Sekil 4.10. Kardes kromatid birlesmesi X1000 (625 pg/ml tartrazin)



Sekil 4.12. Poliploidi X1000 (1250 pg/ml tartrazin)
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Sekil 4.13. Endoreduplikasyon X1000 (2500 pg/ml tartrazin)
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Cizelge 4.1. Metabolik aktivator (S9 karigimi) bulunan ve bulunmayan ortamda farkli dozlarda tartrazin ile muamele edilmis insan periferal lenfosit

hiicre kiiltiirlerindeki mitotik indeks (MI), kromozom anormallikleri (KA) ve anormal hiicre ortalamas1 (AHO) degerleri

KA

Test Muamele MI% + Toplam

Maddesi siiresi Konsantrasyon SE K K” F KKB KD DS ERD P KA KA% £ SE AHO £ SE
DS 48 saat 10 ul/ml 4.31£1.15 10 3 3 6 - 5 27 6.75+0.85 5.75+0.48
MMC 48 saat 0.16 pg/ml 1.12+0.37* 44 37 15 2 4 3 110 27.50+4.03%* 20.00+2.45*
TRZ 48 saat 625 ug/ml 3.46+1.07 6 6 6 9 - 5 32 8.00+0.71 7.50+0.65
TRZ 48 saat 1250 ug/ml 3.18+0.89 8 9 3 9 5 5 39 9.75+0.85* 8.75+0.25*
TRZ 48 saat 2500 pg/ml 2.33+0.66* 16 9 8 6 2 2 44 11.00+1.08* 9.75+0.85*
DS 3 saat 10 pl/ml 5.20+0.79 17 4 2 4 2 4 33 8.25+0.85 8.00+0.71
CP 3 saat 45 pg/ml 2.74+0.44%* 23 19 16 15 10 88 22.00+1.08%* 19.25+0.48*
TRZ 3 saat 625 pg/ml 4.78+0.78 14 5 6 6 7 3 41 10.25+0.63 9.00+0.71
TRZ 3 saat 1250 pg/ml 4.50+0.09 13 10 7 10 4 1 45 11.25+0.25%* 10.50+0.65*
TRZ 3 saat 2500 pg/ml 4.05+0.93 22 12 6 9 6 - 55 13.75+0.85%* 12.75+0.75%*

KA: Kromozom anormallikleri, AHO: Kromozom anormallikleri igeren anormal hiicre ortalamasi, MI: Mitotik indeks, K’: Kromatid kirigi, K’’:
Kromozom kirigi, F: Fragment, KKB: Kardes kromatid birlesmesi, KD: kromatid degisimi, DS: Disentrik kromozom, ERD: Endoreduplikasyon, P:

Poliploidi.

Negatif (¢oziicii) Kontrol: Distile su (DS)
Pozitif kontrol: Siklofosfamid (CP)

*: Coziicii kontrole gore anlamli (P<0.05).



4.1.3. Tartrazinin Niikleus Boliinmesi Uzerindeki Etkileri

Tartrazinin niikleus boliinmesi tizerindeki etkisi niikleer bloliinme indeksi (NBI)

hesaplanarak belirlenmistir.

Tartrazinin S9 karistmi kullanilmadan test edilen dozlar1 ¢o6ziicii kontrol ile
kiyaslandiginda, tartrazin ile muamele edilen hiicrelerde NBI degerlerinde azalmalar
goriilmustiir (Cizelge 4.2). Ancak NBI degerlerindeki bu azalmalar tartrazin
konsantrasyonunun artistna  bagli  bulunmamistir. Bu nedenle tartrazin
konsantrasyonlar1 ile NBI degerleri arasinda istatistiksel olarak ¢ok Onemli bir
korelasyon olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.14). Ayrica, test edilen tiim tartrazin
konsantrasyonlarinda NBI’nde goriilen ve doza bagli olmayan bu azalmalar, negatif
kontrole gore kiyaslandiginda istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir (p<0.05).

(Cizelge 4.2).
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625 ug/ml 1250 pg/ml 2500 ug/ml
Tartrazin Konsantrasyonlan

Sekil 4.14. Tartrazinin S9 karisimi kullanilmadan test edilen dozlari ile NBI
arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayist
(*: p<0.05)
S9 karisimi bulunan besin ortaminda 3 saat tartrazin ile muamele edilen hiicrelerde,
NBI degerlerinde ortaya ¢ikan degisimlerin tartrazinin konsantrasyonunun artigina
bagli olmadigr tespit edilmistir (Cizelge 4.2). 625 ve 1250 pg/ml
konsantrasyonlarindaki NBI degeri birbiri ile aym1 ve ¢oziicii kontrolden yiiksek

bulunmustur. 2500 pg/ml konsantrasyondaki tartrazin uygulamasi ise NBI degerinin
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diismesine neden olmustur. Ancak ¢oziicii kontrol ile karsilastirildiginda en yiiksek
konsantrasyonda goriilen bu diisiis istatistiki anlamda 6nemli bulunmamistir (p<0.05)
(Cizelge 4.2). 625 ve 1250 pg/ml konsantrasyonlarindaki tartrazin muamelesi sonucu
ayni NBI degerleri elde edilmesine ragmen, en yiiksek dozdaki diisiise bagl olarak,
tartrazin konsantrasyonlar1 ile NBI degerleri arasinda istatistiksel olarak énemli bir

korelasyon oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.15).
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625 ug/ml 1250 pg/ml 2500 ug/ml
Tartrazin Konsantrasyonlar

Sekil 4.15. Tartrazinin S9 karigimu ile test edilen dozlar1 ile NBI arasindaki iliskiyi
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (*: p<0.05)
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4.1.4. Tartrazin Konsantrasyonlarina Bagh Olarak MI ve NBI Arasindaki Tliski

Tartrazin ile 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde hem MI hem de
NBI degerlerinin diistiigii belirlenmistir. Tartrazin konsantrasyonunun artisina bagl
olarak MI degerleri azalirken, 1250 pg/ml konsantrasyondaki artistan dolayr NBI
degerlerindeki diisiisler konsantrasyon artisina paralel bulunmamistir. Bu durum,
tartrazin konsantrasyonunun artigina bagl olarak MI ve NBI degerleri arasindaki

iliskiye dayanan korelasyonun biraz diismesine neden olmustur (Sekil 4.16).

1,82
1,80 @
1,78
1,76
1,74
1,72
1,70
1,68
1,66
1,64 @
1,62

y=0,1192x+1,3744
r=0,846%

Nukleer Boliinme indeksi

2,00 2,20 2,40 2,60 2,80 3,00 3,20 3,40 3,60
Mitotik indeks

Sekil 4.16. Tartrazinin S9 karisimi kullanilmadan test edilen konsantrasyonlari ile
NBI ve MI arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayis1 (*: p<0.05)

S9 karistmi varhi@inda tartrazin ile 3 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde, tartrazinin konsantrasyon artigina bagl olarak MI degerlerini ve en
yiiksek konsantrasyonda (2500 pg/ml) NBI degerini diisiirdiigii i¢in, tartrazinin
konsantrasyonlarina bagli olarak bu parametreler arasinda istatistiksel olarak énemli

bir korelasyon belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Tartrazinin S9 karigimi ile test edilen dozlar1 ile NBI ve MI arasindaki

iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (*:
p<0.05)

4.1.5. Tartrazinin Mikroniikleus (MN) Olusumu Uzerindeki Etkileri

Tartrazinin 625 ve 2500 pg/ml konsantrasyonlarinin insan periferal lenfositlerine 48
saatlik muameleleri sonucu MN olusumunun arttig1 goriilmiistiir. Tartrazinin 1250
pg/ml konsantrasyonu ¢oziicii kontrol ile ayn1 % MN degerine sahip oldugu i¢in, bu
konsantrasyonun MN olusumunu uyarmadigl sonucuna varilmistir. Coziicii kontrol
ile kiyaslandiginda, tartrazinin sadece test edilen en yiiksek dozu olan 2500 pg/ml’lik
konsantrasyonda ortaya ¢ikan MN yiizdesindeki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). MN bulunduran BN hiicrelerin toplam sayisi da, tartrazinin
625 ve 2500 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin uygulamasi sonucu artis gostermistir.
MN degerlerinde oldugu gibi tartrazinin 1250 pg/ml konsantrasyonunda c¢oziicii
kontrol ile ayn1 BN hiicre sayis1 tespit edilmistir (Cizelge 4.2). 1250 pg/ml
konsantrasyonda artis olmadigt i¢in, MN artiginin tartrazin konsantrasyonunun
artisina baglh olmadigi belirlenmistir. Bu durum, tartrazin konsantrasyonlar1 ile MN

degerleri arasindaki korelasyonu istatistiksel olarak biraz zayiflatmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Tartrazinin S9 karisgimi kullanilmadan test edilen dozlar1 ile % MN
arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(*: p<0.05)
S9 karisimi bulunan besin ortaminda tartrazin ile muamele edilen hiicrelerde,
konsantrasyon artigina bagli olarak MN olusumunun da arttig1 goriilmiistiir. Ancak
¢oziicli kontrol ile karsilastirildiginda, bu artislardan sadece en yiiksek tartrazin
konsantrasyonundaki % MN degeri istatistiksel agidan anlamli olmustur (p<0.05).
Tartrazin konsantrasyonunun artmast sonucu MN bulunduran BN hiicrelerin toplam
sayisinin  da artis  gosterdigi  tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Tartrazin
konsantrasyonlarinin artigina paralel olarak MN frekansinda da artis olmasindan
dolay1, tartrazin konsantrasyonlar: ile MN degerleri arasinda istatistiksel olarak

onemli bir korelasyon tespit edilmistir (Sekil 4.19).

Tartrazinin insan periferal lenfositlerine 48 saat muamelesi sonucu olusan

MNBN’lere ait ¢esitli ornekler Sekil 4.20, Sekil 4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Tartrazinin S9 karigim ile test edilen dozlari ile % MN arasindaki

iliskiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (*:
p<0.05)
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Sekil 4.20. Bir mikroniikleus (a) ve iki mikroniikleus (b) i¢eren biniikleat hiicre
(625 pg/ml tartrazin) X400
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Sekil 4.21. Bir mikroniikleus (a) ve iki mikroniikleus (b) i¢eren biniikleat hiicre
(2500 pg/ml tartrazin) X400
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Cizelge 4.2. Metabolik aktivator (S9 karigimi) bulunan ve bulunmayan ortamda farkli dozlarda tartrazin ile muamele edilmis insan periferal lenfosit
hiicre kiiltiirlerinde biniikleat hiicreler (BN), mikroniikleus (MN) yiizdesi ve niikleer boliinme indeksi (NBI) degerleri
MN Sayisina Gore BN Hiicrelerin Niikleus Sayisina Gore Hiicrelerin
Dagilim Dagilim

Test Muamele MN % =+

. Konsantrasyon 0 1 2 >3 1 2 3 4 NBI + SE
Maddesi Siiresi SE
DS 48 saat 10 pl/ml 7985 15 - - 0.19+0.10 1356 2262 184 198 1.81+0.03
MMC 48 saat 0.16 pg/ml 7482 503 14 - 6.46+1.55* 2102 1706 107 85 1.54+0.05*
TRZ 48 saat 625 pg/ml 7981 19 - - 0.24+0.06 1113 2238 167 228 1.75+£0.10
TRZ 48 saat 1250 pg/ml 7989 15 - - 0.19+0.04 1434 2161 176 229 1.80+0.04
TRZ 48 saat 2500 pg/ml 7965 33 2 - 0.46+0.01* 1934 1726 195 145 1.64+0.08
DS 3 saat 10 pl/ml 7979 20 1 - 0.28+0.06 1102 2272 342 284 1.95+0.20
CP 3 saat 45 pg/ml 7914 80 5 - 1.16+0.09* 2329 1595 48 28 1.44+0.02*
TRZ 3 saat 625 pg/ml 7977 22 1 - 0.30+0.08 915 2488 294 303 2.00£0.15
TRZ 3 saat 1250 pg/ml 7958 40 1 1 0.58+0.21 959 2404 331 306 2.00+0.18
TRZ 3 saat 2500 pg/ml 7957 37 3 - 0.65+0.11* 1232 2345 234 189 1.85+0.10

Negatif (¢oziicii) Kontrol: Distile su (DS)
Pozitif kontrol: Siklofosfamid (CP)
*: Coziict kontrole gore anlamli, P < 0.05.



4.1.6. Tartrazin Dozlarina Bagh Olarak KA ve MN Arasindaki iliski

Insan periferal lenfositlerine 48 saat boyunca uygulanan tartrazinin KA ve MN
olusumunda artisa yol agabildigi gorilmistir. KA frekansindaki artisin
konsantrasyon artisina bagli oldugu saptanirken, MN frekansinda konsantrasyon
artisgtna  bagli bir artis gorilmemistir. Tartrazinin 625 ve 2500 pg/ml
konsnatrasyonlarda MN olusumunu artirmasina ragmen, 1250 pg/ml konsantrasyonu
¢Oziicii kontrol ile ayn1t MN degerini ortaya ¢ikardigr ve bu konsantrasyonda MN
olusumunu uyarmadigi gorilmiistiir. MN frekansindaki artislar doza bagli olmadig
igin, istatistiksel olarak tartrazin konsantrasyonlarina bagli olarak KA ile MN

degerleri arasindaki korelasyon degeri biraz diisiik bulunmustur (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Tartrazinin S9 karigimi kullanilmadan test edilen dozlar1 ile % MN ve
% KA arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon
katsayis1 (*: p<0.05)

S9 karigimi varliginda tartrazin ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
konsantrasyon artigina bagli olarak KA ve MN degerleri de arttig1 i¢in (Cizelge 4.1
ve Cizelge 4.2), bu parametreler arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir korelasyon

saptanmustir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Tartrazinin S9 karigimi ile test edilen dozlari ile % MN ve % KA
arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(*: p<0.05)
4.1.7. Tartrazinin Sitotoksisite ve Genotoksisitesinin S9 Karisiminin

Kullanildig1 ve Kullanllmadigi Calhismalarla Bu Calismanin Sonug¢larinin

Tartisilmasi

Hiicre siklusu, prolifere olmak iizere uyarilmis bir hiicrede gergeklesen, bir dizi
biyokimyasal aktivitenin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii ve iki hiicrenin
olusumuyla tamamlanan bir siiregtir. Hiicre proliferasyonu hiicre siklusu iginde yer
alan bazi kontrol noktalar1 (check-points) tarafindan diizenli olarak kontrol edilir. Bu
kontrol noktalarinda varsa genetik defektler diizeltilir ve hiicre siklusunun devam
edip etmeyeceginin karar1 verilir. Genel olarak, hiicreler bir boliinme sinyali
almadiklar1 stirece hiicre siklusunun aktif (G1, G2, S ve M) fazlarina girmezler.
Radyasyon veya degisik mutajenlerle muamele edilen hiicrelerde DNA’da meydana
gelen hasara gore hiicre siklusu kontrol noktalar1 G1’den S fazina veya G2’den
mitoza gecisi engeller. Tanman siirede DNA hasar1 tamir edilemiyorsa hiicre
apoptozise gider (Vermeulen ve ark., 2003; Maddika ve ark., 2007; Cabadak, 2008;
Foster, 2008; Kontas, 2012). Hiicre siklusunun diizenlenmesindeki hatalar hiicre
boliinmesinin kontroliiniin bozulmasina ve kanser gelisimine neden olabildigi i¢in,

hiicre siklusunu diizenleyen ve kontrol eden etkilesimler ¢ok 6nemlidir (Cabadak,
2008).
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MI degeri, hiicre siklusundaki metafazda bulunani hiicre yiizdesini gosterdigi igin,
MJI’deki diistisler hiicre siklusundaki inhibisyonu ve/veya proliferatif kapasitedeki
kayb1 yansitmaktadir (Gokalp-Muranli, 2006; Kontas, 2012). MI’deki diisiis, hiicre
dongiisiiniin G2 fazinin engellenmesi nedeniyle hiicrenin mitoza gegememesinden
veya ATP seviyesinin diismesi ve enerji liretim merkezinin zorlanmasi gibi g¢esitli
nedenlerden kaynaklanabilir. Maddelerin antimitotik aktivitesi ise, hiicre dongiisiine
0zgii enzimlerin ve proteinlerin inhibisyonu, DNA sentezinin veya ig ipliklerinin
inhibisyonundan kaynaklanabilir (Yiizbasioglu ve ark., 2006; Kontas, 2012). NBI
degerleri de gesitli ajanlarin sitotoksik ve sitostatik etkileri hakkinda 6nemli bilgiler
vermekte ve hiicre siklusu kinetiginin Slgiilmesine imkan saglamaktadir (Laffon ve
ark., 2001; Gokalp-Muranli, 2006; Kontas, 2012). Ciinkii NBI’deki anlaml
azalmalar, hiicre siklusundaki gecikmeleri de gostermektedir (Laffon ve ark., 2001;
Eke, 2007; Kontas, 2012).

Tartrazinin oral yoldan uygulandig farelerde MI’de azalma tespit edilmistir (Farag
ve ark., 2001). Yapilan bir in vitro ¢alismada, insan periferal kan hiicrelerinde hiicre
boliinmesinde gecikmeler ortaya ¢ikardigi ve MI degerini 6nemli dl¢iide azalttigi igin
tartrazinin sitotoksik potansiyele sahip olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Mpountoukas ve
ark., 2010). Benzer sekilde, 0.4 ve 4 ml dozlarina 24 ve 48 saat maruz birakilan
Allium cepa kok meristematik hiicrelerinde tartrazinin MI degerlerini diislirdiigii ve
onemli derecede sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Gomes ve ark., 2013).
Tartrazinin normal biiyiime siirecindeki insan mide hiicrelerinin yenilenebilme hizini
da degistirebilecegi rapor edilmistir (Gomes ve ark.,, 2013). Tartrazin
konsantrasyonunun ve muamele siiresinin artmast ile Allium cepa’da pek ¢ok mitotik
anormallik ve degisimlerin olustugu, MI’de diisiis meydana geldigi ve DNA ve
RNA miktarlarinda azalma goriildiigi bildirilmistir (Mahfouz ve EI-Shammrani,
2013). Iglerinde tartrazin de bulunan bazi toz meyve sularinin Allium cepa kok
meristem hiicrelerinde sitotoksisiteyi artirdigi belirtilmistir (Bezerra ve ark., 2016).
Bu calismalarin sonuglarina benzer olarak bizim calismamizda da, S9 karisimi
bulunmayan insan periferal lenfosit kiiltiirlerinde en yiiksek tartrazin konsantrasyonu
MP’i istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azaltmis ve bu nedenle sitotoksik ve sitositatik

etki gostermistir.
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KA ve MN testleri, genotoksisitenin belirlenmesinde olduk¢a yaygmn olarak
kullanilan testlerdir. KA’lar, DNA diizeyindeki hasarlarin sonucu olarak ortaya
cikarlar. KA’lardaki artis, klastojenitenin bir gostergesidir ve kanser ve diger bazi
genetik hastaliklarin ortaya ¢ikma riskini artirmaktadir. Bu nedenle KA testi, mutajen
ve Karsinojenlerin genotoksik risklerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden
biridir (Anderson, 1988; Savage, 1993; Norppa ve ark., 2006; Atli-Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011; Kontas, 2012). MN testi de, genotoksisite ve karsinojenitenin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan sitogenetik yontemlerdendir. MN’ler
asentrik kromozomlardan ya da anafazda geri kalarak mitoz sirasinda kutuplara
gidemeyen kromozomdan olusurlar ve ana g¢ekirdekten daha kiiciik bir ¢ekirdekgik
olarak goriiliirler (Fenech ve Morley, 1985; Fenech, 2000; Kontas, 2012). MN
olusumu ile kanser arasindaki iliski acgik¢a desteklendigi icin, MN testi ile bu tip
genetik hasarlarin uygun ve giivenilir dl¢iimii saglanmaktadir (Kirsch-Volders ve
ark., 1997; Fenech ve ark., 1999; Norppa ve Falck, 2003; Yavuz-Kocaman, 2007,
Athi-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Kontas, 2012).

Tartrazinin mutajenite ve genotoksisitesi ile ilgili hem negatif hem de pozitif
sonuglar veren c¢alismalar mevcuttur. Bazi c¢alismalar tartrazinin, mutajenik
genotoksik ve Kkarsinojenik etkileri oldugunu gosterirken, bazi ¢aligmalarda bu tip
etkiler gostermedigini bildirilmistir (Himri ve ark., 2012; Kirkland ve ark., 2011,
Gomez ve ark., 2013; Mehedi ve ark., 2013; Dos Santos ve ark., 2014; Soares ve
ark., 2015).

Bizim g¢alismamizda, S9 karisiminin varliginda ve yoklugunda o6zellikle yiiksek
dozlardaki tartrazinin KA ve MN olusumunu 6nemli Slglide uyardigi ve hem
tartrazinin hem de metabolitlerinin insan lenfositleri i¢in genotoksik potansiyele
sahip olabilecekleri belirlenmigtir. Bizim bulgulaimizin aksine, daha once yapilan
bazi c¢aligmalar tartrazinin mutajenik, genotoksik ya da karsinojenik etkisinin
bulunmadigini géstermistir. Salmonella typhimurium ve Escherichia coli’de yapilan
in vitro calismalarda tartrazinin yol agtigi herhangi bir mutajenik aktiviteye
rastlanmamistir (Karpliuk ve ark., 1984; Henschler ve Wild, 1985; Pollastrini ve ark.,
1990; Izbirak ve ark., 1990). Bes giinliikk tartrazin uygulamasinin farelerde KA
frekansini istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide artirmadigi goriilmiistiicr (Durnev ve

ark., 1995). Tartrazinin Ames testinde S. typhimurium suslarinda mutajenik olmadigi
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ve fare kemik iligi hiicrelerinde KA frekansin1i 6nemli Ol¢lide artirmadigi igin
genotoksik olmadigr belirtmistir (Das ve Mukherjee, 2004). Elhkim ve ark., (2007),
tartrazinin in vitro veya in vivo mutajenik veya klastojenik potansiyeli olmadigini
belirtmistir. Tartrazinin farelerde MN olusumunu 6nemli olacak 6l¢iide uyarmadigi
ve bu nedenle genotoksik olmadigi ifade edilmistir (Poul ve ark., 2009). S9 karisim1
yoklugunda tartrazinin S. typhimurium tiizerinde herhangi bir mutajenik aktivite
gostermedigi Ames testi ile belirlenmistir (Onciil, 2009). Ames testi, fare lenfoma
testi ve in vivo MN testi uygulamalar1 sonucu tartrazinin mutajenik ya da genotoksik
etkiye sahip olmadig: ifade edilmistir (Kirkland ve ark., 2011). Siganlar ve fareler ile
yapilan bir kronik toksisite ¢alismasinda tartrazinin karsinojenik etkisinin olmadigi
bildirilmistir (Mehedi ve ark., 2013). Ultraviyole uyarisina maruziyet sonrasinda da
tartrazinin mutajenik aktivite gostermedigi Ames testi ile belirlenmistir (Dos Santos

ve ark., 2014).

Bu calismalarin aksine, yapilan bazi caligmalar tartrazinin DNA hasarina neden
olabilecegini ve bu nedenle mutajenik, genotoksik ve karsinojenik potansiyelinin
bulundugunu goéstermistir. Tartrazinin Hint mungagi’nin (Muntiacus muntjak)
fibroblast hiicrelerinde KA frekansini artirdigi gosterilmistir (Patterson ve Butler,
1982). Tartrazine maruz birakilan Cin Hamster fibroblast hiicrelerinde poliploid
hiicrelerin goriilme sikliginda kiiciik bir artis oldugu bildirmistir (Ishidate ve ark.,
1984). Beslenme yoluyla tartrazine maruz birakilan fare ve siganlarin kemik iliginde
KA ve KKD oranlarinda 6nemli artiglar gosterilmistir (Giri ve ark., 1990). Oral
yoldan tartrazin uygulanan farelerde KA olusumunda artis tespit edilmistir (Farag ve
ark., 2001). Tartrazine akut oral maruziyet sonrasinda; mide, kolon ve mesanede
doza bagl olarak DNA hasarinin arttigi Comet testi ile belirlenmistir (Sasaki ve ark.,
2002). Tartrazine maruz birakilan Cyprinus carpio’nun eritrositlerinde MN
frekansinin hem doza hem de zamana bagli olarak onemli bir artis gosterdigi ve
tartrazinin bu balik tiiriinde genotoksisiteyi uyardigi gosterilmistir (Yirtici, 2007).
Oral yolla tartrazin uygulanan farelerde, tartrazinin doz artisina bagl olarak kemik
iligi hiicrelerinde KA olusumunu artirdig1 ve karaciger ve bobrek hiicrelerinde DNA
hasarina neden oldugu Comet testi ile belirlenmistir (Hassan, 2010). Insan periferal
lenfositlerine  uygulanan tartrazinin  DNA’ya baglanabildigi ve mitozda

kromozomlarin paketlenmesini etkileyerek kromozomlarin kalitesi tizerine toksik

61



etkiye yol agtig1 belirtilmistir (Mpountoukas ve ark., 2010). Tartrazinin in vitro KA
ve in vivo kromozom kiriklarini artirdigr da ifade edilmistir (Kirkland ve ark., 2011).
Tartrazinin DNA ile etkilesime girerek oksidatif stresin olusumuna yol actig1 ileri
stirilmistiir (Kashanian ve Zeidali, 2011). Tartrazinin de bulundugu bazi sentetik
gida boyalarinin ve bunlarin kombinasyonlarinin izin verilen dozlarda bile insan
lenfositleri i¢in genotoksik olabildigi ileri siirtilmiistir (Swaroop ve ark., 2011).
Comet testi uygulanarak yapilan bir ¢alisma, tartrazininin kan hiicreleri lizerinde
genotoksik olabilecegini gostermistir (Himri ve ark., 2012). Tartrazine maruz
birakilan insan lenfositlerinde; tartrazinin sitotoksik etki gostermedigi, ancak
genotoksik etkisinin oldugu goriilmistir (Soares ve ark., 2015). Tartrazinin
DNA’nin kiigiik oluguna baglanabildigi igin DNA ile etkilesime girebilecegi
gosterilmistir (Basu ve Kumar, 2016). Tartrazin gibi boyar maddelerin bulundugu
bazi toz meyve sularmin Allium cepa kok meristem hiicrelerinde MN olusumunu
onemli Ol¢tide artirdigi ve genotoksik olduklari bildirilmistir (Bezerra ve ark., 2016).
Daha once yapilan bu ¢alismalarin sonuglari, bizim bulgularimizi destekler
niteliktedir. Ciinki bizim calismamizda o6zellikle yiiksek konsantrasyonlardaki
tartrazin lenfosit kiiltiirlerinde KA, AHO ve MN olusumunu o6nemli Ol¢iide

artirmigtir.

Tartrazinin gastrointestinal mikroflora tarafindan metabolize edildikten sonra da
sitotoksik potansiyel gosterebildigi rapor edilmistir (Gomes ve ark., 2013). Belirtilen
bu sonucun aksine, bizim calismamizda S9 karisimi ilave edilen insan lenfosit
kiiltiirlerinde tartrazinin, MI ve NBI degerlerinde istatistiksel ac¢idan Onemli

azalmalara yol agmadig1 ve bu nedenle sitotoksisiteye yol agmadigini gostermistir.

Tartrazin metabolitlerinin olasi mutajenik potansiyeli ile ilgili bazi caligmalar
bulunmaktadir. Tartrazinin siilfanik asit ve aminopiralozon gibi metabolitlerinin
mutajeniteyi indiiklemedigi Ames testi ile belirlenmistir (Chung ve ark., 1981;
Miinzner ve Wever, 1987). Ancak, baska bir ¢alismada tartrazinin sadece goriiniir
151k ile baglantili mutajen oldugu Ames testi yoluyla saptanmistir (Merville ve ark.,
1984). S9 karisimi varhiginda bazi S. typhimurium suslarinda tartrazin dozunun
artigina bagl olarak mutajenitenin de arttig1 saptanmistir (Henschler ve Wild, 1985).
Fare karaciger enzimleri varliginda (S9 karisimi varliginda) tartrazinin S.

typhimurium’de mutajenik etki gosterdigi Ames testi ile belirlenmistir (Onciil, 2009).
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Tartrazinin, S9 karisimi bulunan ve bulunmayan ortamda Salmonella tiiriinde
mutajenik aktivite gostermedigi Ames testi ile belirlenmistir (Dos Santos ve ark.,
2014). Ancak, S9 karisimi varliginda tartrazinin metabolitlerinin insan hiicrelerindeki
olas1 genotoksik potansiyeli hakkinda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda S9 karisimui ilave edilerek hazirlanan kiiltiirlerde, tartrazinin 6zellikle
yiiksek konsantrasyonlarda KA, AHO ve MN degerlerini 6nemli derecede arttirmasi
nedeniyle, tartrazinin metabolitlerinin de tipki tartrazin gibi insan lenfositlerinde

genotoksik etkisinin bulundugunu belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, gida boyasi olarak siklikla kullanilan tartrazinin, insan karaciger
fraksiyonu yani metabolik aktivator (S9 karistmi)  bulunan ve bulunmayan
ortamlarda in vitro sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmistir. Tartrazinin
genotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla, saglikli bireylerden alinan periferal kan
lenfositlerine in vitro KA ve MN testleri uygulanmistir. Bu amagla insan periferal
lenfositleri 625, 1250 ve 2500 ug/ml konsantrasyonlardaki tartrazin ile S9 karisimi
yoklugunda 48 saat, S9 karisimi varliginda ise 3 saat muamele edilmistir.
Sitotoksisiteyi belirlemek igin tartrazinin MI ve NBI {iizerindeki etkileri ve bu
parametrelerin birbirleri ile olan iliskileri arastirilmistir. Calismadan elde edilen

sonuclar diger arastiricilarin sonuglari ile karsilastirilmistir.

Giiniimiizde gida boyalar1 igeren besinlerin tiiketiminin artigi, boyar maddelerin
toksisitesiteleriyle ilgili stipheleri de arttirmaktadir. Cilinkii bazi gida katki
maddelerinin tiiketiminin, kullanim miktarlarindan daha az miktarlarda bile olumsuz
etkilere yol agabildigi belirtilmektedir. Tartrazin ile yapilan sitotoksisite ve
genotoksisite ¢alismalarinda farkli arastiricilar farkli sonuglar elde etmislerdir. Bizim
calismamizda, S9 karisimi bulunmayan besin ortaminda 6zellikle yiiksek dozlarda
MI degerini istatistiksel anlamda onemli olacak sekilde diislirdiigii icin tartrazinin
sitotoksik etki gosterdigi sOylenebilir. Benzer sekilde o6zellikle yiiksek dozlarda S9
karistmi bulunan ve bulunmayan ortamlarda KA, AHO ve MN degerlerini
istatistiksel olarak ©6nemli Olclide arttirdigl i¢in tartrazinin ve metabolitlerinin
genotoksik etkiye sahip oldugu da belirlenmistir. Daha 6nceden yapilan pek cok
calisma da bizim sonuglarimizla uyumlu olarak gostermektedir ki; tartrazin gesitli
hiicreler iizerinde sitotoksik ve genotoksik etkiler gosterebilir. Bizim sonuglarimiz,
tartrazinin metabolitlerinin de lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik etkileri olabilecegini
gosterdigi i¢in, tartrazin ve metabolitlerinin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin daha
detayli ¢alismalar ile mutlaka degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica, daha once
yapilan ¢esitli ¢alismalarla tartrazinin, kanserin baslica nedeni olarak kabul edilen
DNA hasariin olusumuna neden olabilecegi de gosterildiginden, tartrazin iceren
besinleri tiiketen insanlarda, o6zellikle ¢ocuklarda olasit bir risk degerlendirmesi

yapilmasi ¢ok 6nemlidir.
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Sonug olarak, gerek bizim gerekse bagka arastirmacilarin yaptiklart galigmalarin
sonuglar1 g6z Oniinde bulundurulacak olursa; tartrazinin  sitotoksisitesi,
genotoksisitesi ve karsinojenitesi hakkinda kesin yargiya varmak, etki
mekanizmalarim1 ve bu mekanizmalar arasindaki iliskileri belirlemek ve bu gida
boyasinin kullanimi ile ilgili diizenlenmelerin yapilabilmesi i¢in, farkli hiicre
hatlarinin ve farkli genotoksisite test sistemlerinin kullanildig1 daha detayli in vitro

Ve in vivo sitogenetik ¢alismalar yapilmalidir.
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