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1. GIRIS

Gliniimiiz diinyasinda yasanan bilimsel ve teknolojik gelismeler ile bu
gelismelerin zorunlu kildigr toplumsal yasam kosullarinin degisimi, insanlarin
beslenme sekillerini ve tercih ettikleri gida tiplerini eskisinden oldukg¢a farkli hale
getirmistir. Teknolojik islemlerden ge¢mis hazir yiyeceklerin giinlik kullanimda
artan bir yer tutmasiyla birlikte, bu tiir gida maddeleri ve iirlinlere katki maddeleri
eklemek kaginilmaz hale gelmistir. Dogumdan O6lime kadar maruz kalinan bu
maddelerin, insanlarda uzun siireli tiikketime bagl olarak olusturabilecegi yan etkiler
oldukca 6nem kazanmustir. Giinliik tiiketilen bu katki maddelerinin miktarlari tam
olarak tespit edilemediginden maruz kalinan gida katki maddelerinin insan sagligi
tizerinde uzun donemde olusturacagi istenmeyen etkiler de heniiz tam olarak

bilinmemektedir (1-3).

Dr. Benjamin F. Feingold 1976 ve 1977 yillarinda yaptigi ¢alismalarda
gidalardaki bazi kiiclik molekiillii maddelerin duyarli ¢ocuklarda hiperaktivite ve
bazi noropsikolojik bozukluklara yol actigini iddia etmistir (4,5). Sonraki yillarda
Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB) ile katki maddeleri arasinda da
iliski kurulmaya calisilmis ve bu konu ile ilgili pek ¢ok calismada c¢eliskili raporlar
elde edilmistir (6-10).

1976 yilinda Conners ve ark. tarafindan yapilan ve hiperaktif 15 erkek ¢ocugun
dahil edildigi ¢alismada, Feingold’un onerdigi sentetik renklendirici, tatlandirict ve
salisilatlardan arindirilmis diyet ile beslenen cocuklarin hiperaktif belirtilerinde
O0gretmen degerlendirmesine gore anlamli Ol¢lide azalma tespit edilmistir. Bu
calismada ebeveyn degerlendirilmesi esas alindiginda ise belirtilerde herhangi bir
degisiklik olmadigi sonucuna varilmistir (7). Conners bir diger ¢alismasinda yaslari
4-11 arasinda degisen 16 hiperaktif ¢cocuga gida boyalarindan arindirilmis Feingold
diyeti vermis ve c¢ocuklarin ebeveyn degerlendirmesine gore % 57’sinde, 6gretmen
degerlendirmesine gore ise % 34’linde hiperaktif belirtilerde azalma gdzlemlemistir.
Diyete gida boyasi eklenmesini takiben sadece 3 ¢ocukta gida boyast alimindan 1

saat sonra olusan gorsel-motor dikkat performansinda azalma tespit etmistir (8).



1978 yilinda Harley ve ark. Feingold hipotezinin aksine gida katki
maddelerinin davranis iizerine herhangi bir etkisinin bulunmadigin1 rapor etmisler,
ancak daha sonraki ¢alismalarinda bu hipotezlerini destekleyememislerdir (9,10).

Spring ve ark. Feingold hipotezini test etmek amaci ile 6 hiperaktif ¢ocuga
once katki maddelerinden arindirilmis diyet uygulamislar ve biitiin ebeveynler bu
diyetin etkili oldugunu ifade etmislerdir. Fakat diyete katki maddesi eklenmesi ile
sadece 1 cocukta hiperaktif belirtilerde artma gozlemlenmistir. Yazarlar bu verileri
Feingold’un hipotezini desteklemesi agisindan yetersiz oldugunu iddia etmislerdir
(112).

DEHB c¢ocukluk c¢agmnin en sik rastlanan psikiyatrik bozukluklarindan biri
olup, okul dénemindeki ¢ocuklarin yaklasik olarak %3-10’unu etkilemekte ve erkek
cocuklarda daha sik goriilmektedir. DEHB, sikhkla 3 yasindan sonra dikkat
daginikhgl, asin hareketlilik, dirtiisellik, engellemelere kars1 tahammiilsiizliik, ters
mizaglihik, saldirganhk, uyum gii¢ligii, duygu oynakligi, fevri davranis gibi bulgular
ile kendini belli etmeye baglar. Okulun ilk senelerinde ise 6grenme kabiliyetinde
yetersizlik, algilama sorunlar ve okul basarisizliklar gibi bulgular 6ne ¢ikar (12-14).

Ogrenme ve hafizada hipokampiisteki sinaptik plastisitenin bir tiirii olan Long
Term Potentiation (LTP)’nin 6nemli roli oldugu bilinmektedir. Hipokampusun CA1
bolgesindeki LTP’nin indiiksiyonu bir dizi olayr icermektedir. Bu olaylar dizisinde
N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri  ve Nikotinik Asetilkolin  (nACh)
reseptorleri onemli rol almaktadir. Hipokampiisde yaygin olarak bulunan, NMDA
reseptorleri ve NACh reseptorleri hipokampiise bagimlhi mekansal ve mekéansal
olmayan hafizalarin olusmasinda rol oynayarak ogrenme, hafiza ve kavrama
fonksiyonundan sorumlu tutulmaktadir (15).

Bilgilerimize gore; simdiye kadar yapilan calismalarda gida katki maddeleri ile
DEHB bulgularn arasinda klinik diizeyde bir iliski gosterilmis olsa da; sentetik gida
boyalarinin direkt olarak o6grenme {tzerine olan etkilerinin molekiiler diizeyde
arastirlldigy bir galismaya rastlanmamistir.

Bu calismada her ne kadar katki maddelerinin 6grenme veya DEHB qgibi
konularla Klinik iliskisi arastiriimadiysa da, bu durumlarla molekiler diizeyde iliskili
olabilen reseptor diizeyleri arastinlmistir. Katki maddeleri-6grenme iliskisinin

objektif veriler ile ortaya konmasi hem bu konuda calisan arastirmacilara, hem de



duyarh tiketicilerin endiselerini gidermede bilimsel katki saglayacaktir. Bu nedenle
calismamizda dogum oncesi anne karminda maruz kahnan sentetik gida
renklendiricilerinin, eriskin hale gelindigi zaman 6grenmede rol oynayan NMDA
reseptorlerinden NR2A ve NR2B ile nACh reseptorlerinden a7, a4 ve B2 alt

birimleri tizerine olan etkilerinin arastiriimas: amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri

2.1.1. Gida Katki Maddelerinin Tarihgesi

Gidalara eklenen katki maddelerinin kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir ve
tarihsel gegmis incelendiginde tuz ve odun tiitsiisiiniin bilinen en eski katki maddeleri
oldugu goriilmektedir. M.O. 3000 yillarinda et {iriinlerini saklamada tuzdan
yararlanilmis, M.O. 900 yillarinda hem tuz, hem de odun tiitsiisii gida saklama
yontemleri olarak kullanilmistir. Ortagagda tuz ve odun tiitsiislinlin yani sira, etlere
nitrat konularak hem botilizm Onlenmeye ¢alisilmig, hem de etin renginin daha
saglikl goriindiigi fark edilmistir (16,17). Milattan 6nce 50 yilinda Eski Romalilar
tarafindan saglanan baharatlarin Ingiltere’de “aroma verici” olarak kullamldig
bilinmektedir. Gida boyalar ise giiniimiizden yaklagik olarak 3500 yil kadar 6nce
eski Misirlilar tarafindan renklendirici amagla kullanilmis ve “khand” adi verilen
boyanmis seker, ilk kez Biiyiik Iskender’e Hindistan’dan Avrupa’ya doéndiigiinde
hediye olarak sunulmustur. Yakin tarthimizde ise ilk olarak 1856 yilinda “anilin
moru” adli renk maddesinin sentezi ile yapay boya maddelerinin {iretimi baslamigtir
(18). Izleyen yillarda, Diinya Saglik orgiitii (WHO) 1956 yilinda 40 iilkeyi kapsayan
ve 114 yapay renk maddesi ile 50 dogal renk maddesini igeren listeyi onaylayarak
katki maddelerinin gida sektoriinde kullanilmasinin Oniinii agmistir. Bu tarihten
itibaren endiistriyel ilerlemelere paralel olarak gelisen teknolojinin getirdigi iiretim
teknikleri ve tiiketici begenisinin c¢esitlilik kazanmasi sonucunda gida katki

maddelerinin besin endiistrisinde kullanilmasinda hizli bir artis olmustur (19)

2.1.2. Gida Katki Maddelerinin Tanim

Gida katkir maddeleri; hammadde hazirlik, imalat, paketleme ve depolama gibi

islemler sirasinda gidalarin bazi1 6zelliklerini diizeltmek, iyilestirmek, biyolojik ve



besleyici degeri korumak veya diizeltmek, bunun yani sira gidada meydana
gelebilecek istenilmeyen degisiklikleri engellemek, iriiniin kalite ve raf omriinii
artirmak amaci ile bilingli olarak kullanilan dogal ve yapay kaynakli madde veya
madde karisimlari olarak tanimlanmaktadir (18).

Gida katki maddeleri kavrami tesadiifen olusmus metal bulagimlarini higbir
zaman icermez. 1997 tarihli Resmi gazetede yayinlanan Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi (TGKY)’nde ise “Tek basina gida olarak tiikketilmeyen veya gidanin
karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya
olmayan, teknolojik bir amag¢ dogrultusunda iiretim, isleme, hazirlama, ambalajlama,
tagima veya depolama asamalarinda gidaya ilave edilmesi sonucu, kendisi ya da yan
tiriinleri, dogrudan ya da dolayli olarak o gidanin bileseni olan maddeler” olarak
tanimlanmustir (20). Daha basit bir tanimla ise; dogal olarak besinlerin bilesiminde
bulunan veya besinlerden ¢esitli yontemlerle saf olarak elde edilen veya kimyasal
olarak yapildiktan sonra, ¢esitli amaglar i¢in besinlere katilan 6gelere denilmektedir
(16,18).

Biitlin bu tanimlamalardan anlasilacag: iizere gidalarin yapisina giren her tiirlii
maddeye gida katki maddesi goziiyle bakmak yanlistir. Gida katki maddeleri
yasalarin 6n gordiigli sinirlarda ve teknolojinin gerektirdigi Olgiide kullanmak

zorunda oldugumuz maddelerdir. Etkileri spesifik ve cok amacli olabilmektedir (19).

2.1.3. Gida Katkit Maddelerinin Kullanim Amaclari

Gida katki maddeleri kullanim amaglar1 asagidaki sekilde siralanabilmektedir:

¢ Gidan:n besleyici degerinin korunmasz, kay:plar:n azaltiimas: ve raf 6mriiniin
uzatzlmas:: Ekmegin kiiflenmesini 6nlemede kalsiyum propiyonat, kiir edilmis et
tirlinlerinde botilizmi engellemede nitrat ve nitrit, yaglarin acilasmasina karsi
butillendirilmis hidroksianisol gibi maddelerin kullanimi, bu amaca &rnek olarak
verilebilir.

o Gidalarin duysal ozelliklerinin diizeltilmesi ve gelistirilmesi: Bu amagla
kullanilan katki maddelerine 6rnek olarak emiilgatorler, renklendiriciler, lezzet

vericiler, lezzet arttiricilar, tatlandiricilar, hacim arttiricilar verilebilmektedir.



e Gida kalite karakteristiklerinin muhafaza edilmesi: Salata soslarinda yag
ayrilmasini 6nleme amaciyla katilan emiilgatorler veya unlu mamullerde kullanilan
kabartma ajanlar1 bu amagcla kullanilan katki maddeleridir.

o Gida hazirlamaya yardimct olmak: Hazir pudinglerin elde edilmesinde
fosfatl katki maddelerinden yararlanilmasi 6rnek verilebilir.

® Besleyici degerin korunmasi: Gidalarda C vitamini gibi kolay bozulan
besleyici  Ozellikteki ~ maddeleri  korumak  amaciyla  antioksidanlardan
yararlanilmaktadir.

e Gidada hastalik yapict mikroorganizmalarin gelismelerinin énlenmesi: Ham
karanfil, kuru erik, yogurt gibi baz1 gidalarda dogal olarak bulunan benzoik asit
genellikle sodyum tuzu formunda, gidalarda antimikrobiyal koruyucu olarak uzun
stiredir kullanilmaktadir.

e Ozgiin diyet ihtiyaglart olanlar icin ozel bir gida iiretim imkdnin saglanmast

e Gda cesitliliginin saglanmas: (16,21,22).

2.1.4. Gida Katki Maddelerinde Aranan Nitelikler Ve Kullanimlarindaki
Temel ilkeler

Gida katki maddelerinin; gida satisin1 kolaylastirmak maksadi ile kotii kalitede
veya bozulmus gidayr maskeleme veya hatali {iriin elde etme teknigini gizleme,
taklit gida yapimi ve tiiketiciyi aldatma, Urliniin besleyici degerini azaltma ve
istenilen etkiyi olusturacak teknik miktardan fazla miktarlarda kullanma gibi amaglar
ile gidaya katilmalar: yasal olmayan uygulama bigimleridir. Bu nedenle gida katki
maddelerinin ticari amagl kullanilabilmeleri i¢in bazi nitelikleri ve temel ilkeleri
tasimast gerekmektedir (16,18). Bu ilkeler ve temel nitelikler asagidaki sekilde
Ozetlenebilmektedir:

¢ Gida katki maddeleri hangi amagla kullanilirsa kullanilsin, her seyden 6nce
tiikketici acisindan zararsiz oldugunun bilinmesi, kullanilma miktarinin yasalarla
belirtilmis ve onaylanmis olmasi gerekir.

e Halen kullanilmakta olan ve kullanilmasi Onerilen tiim gida katki

maddelerine toksikolojik degerlendirme uygulanmalidir. Sadece Gida Katkilar1 Ortak



Uzmanlar Komitesi (Joint Expert Committee on Food Additives - JECFA) tarafindan
elde edilen veriler dogrultusunda onerilen diizeylerde kullanildiklarinda tiiketici
sagligina zarar vermeyecekleri belirlenen katki maddelerinin kullanimina izin
verilmelidir.

e Bir gida katki maddesinin tavsiye listesinde veya gida standardinda yer
alabilmesi i¢in, s6z konusu katki i¢in belirlenen kabul edilebilir giinliik alim miktar1
(Acceptable Daily Intake- ADI) veya buna benzer esdeger degerlendirme ile birlikte
tiim kaynaklardan giinliik olarak viicuda alimi miimkiin olan miktarmin da dikkate
alinmasi gerekmektedir.

e(Gida katki maddesinin 06zel tiiketici gruplar1 tarafindan tiiketilmesi soz
konusu oldugunda, giinliik olarak tahmini tiiketme miktar1 g6z Oniinde
bulundurulmalidir.

e(Gida katki maddeleri istenilen etkiyi olusturacak en diisiik miktarlarda
kullanilmalidir.

¢ Gida katki maddelerine ait pozitif listeler uluslararas1 gida mevzuatinda yer
almasinin yani sira ulusal mevzuatlarda da kabul edilmis olmalidir.

¢ Bu iiriinler gida maddesinin gériiniisiinii, kalitesini ve dogal besleyici degerini
diistirmemelidir.

eYeterli ve ilgili kurumlarca saptanmis biitiin teknik ozellikleri yapisinda
tasimalidir.

e Imalatc1 tarafindan rahatlikla satmn alinabilmeleri i¢in de ekonomik olmalidir.

eicine konuldugu gida maddesinin igcinde homojen olarak dagilabilmelidir
(16,18,21,23).

2.15. Gida Katki Maddelerinin Giivenli Kullamm ic¢in Calisan

Uluslararas1 Kuruluslar ve Yasal Diizenlemeler

Gida sanayinin hizla ilerlemesi nedeni ile katki maddelerinin kullanimindaki
artis, bu konuda yasal diizenlemelerin gergeklestirilmesini gerektirmistir. Tarihsel
siire¢ icerisinde gida katki maddeleri her zaman yararli amaglar i¢in kullanilmamustir.

Pek cok eski kaynakta un, ¢ay, sarap ve biranin yaygin bi¢cimde hile ile tagsis



(bozulma ve kotii kalitenin maskelenmesi veya iriiniin agirliginin  arttirilmast)
edildigi durumlar belirtilmektedir. Bu nedenle s6z konusu donemlerde de gida katki
maddelerinin zararli veya ucuz dolgu maddeleri olarak kullanilmalarin1 6nlemek
amaciyla yasalar ¢ikarilmistir. Gida mevzuatinin yer aldigi ilk bulgu, Anadolu’da
Hitit devrine ait bir siitunda yer almaktadir. Bundan yaklasik 3500 yil dncesine ait
olan bu siitunda, “Komsunun etini zehirleme ve komsunu aldatma” yazmaktadir (24).

Katki maddelerinin sistematik bir sekilde ele alinmasi ilk olarak 1956’da WHO
ve Gida Tarim Teskilati (Food and Agriculture Organization-FAO) tarafindan 43
diinya {ilkesini kapsayan bir tarama ¢alismasi ile gerceklesmistir. Bu calismada 200°e
yakin kimyasal maddenin gida maddelerinde kullanimda oldugu tespit edilmistir
(25).

Sonraki yillarda gida katki maddelerinin gilivenli kullanimi i¢in olusturulan
uluslararasi kuruluslarin 6nde gelenleri ve bu kuruluslarin gorevleri asagidadir:

1. CAC (Codex Alimentarius Commission- Uluslararasi Gida Kodeks
Komisyonu): WHO ve FAO’nun gida sanayisine rehberlik etmek ve tiiketici
saghgint korumak amaciyla 1963 yilinda mistereken olusturdugu Gida Standartlari
Programini yiiriitmek tizere kurduklart Birlesmis Milletlere bagh uluslararasi bir
kurulustur. Bu komitenin amaci, kaliteli ve giivenli {irlinlerin {retilmesi ve
tilketicilere sunulmasinin saglanmas: yaninda diinya gida ticaretinde yer alan gida
maddelerinin kalite ve hijyen kriterlerinin belirlenmesi, teknoloji ve saglk agisindan
standardize edilmesidir.

2. CCFAC (Codex Committee on Food Additives and Contaminants- Gida
Katkilar1 ve Kontaminantlart Kodeks Komitesi): CAC’1n biinyesinde olusturulan bu
komite, katki maddelerini ilgilendiren tiim konularda oneri ve tavsiyeler veren bir
kurulustur. Bu kurulusun sorumluluklari:

e Gida katkilan ile ilgili sinirlamalar getirmek ve bu maddelerin gidalarda
bulunmasina izin verilebilecek maksimum miktarlarini belirlemek,

e JECFA tarafindan toksikolojik degerlendirmeleri yapilacak olan katki
maddelerinin listelerini hazirlamak,

¢ Gida katki maddeleri ile ilgili tan1 ve saflik kriterlerini belirlemek,

e Gidalarda katki maddelerinin analizleri ile ilgili yontemleri gelistirmek

olarak Ozetlenebilmektedir.



3. JECFA: Birlesmis Milletlere baglh FAO/WHO biinyesinde miistereken
kurulan ve CCFAC’1in bir alt komitesi olan JECFA, gida katkilar1 konusunda
uzmanhk diizeyinde bilgiye sahip kisilerden olusmaktadir. Bu komite gida katki
maddelerinin  toksikolojik ac¢idan  giivenilirligi ile ilgili ¢alismalar ve
degerlendirmeler yapmaktadir. Genetik ve farmokokinetik ¢aligmalar ile mutajenik,
teratojenik ve kanserojenik arastirmalar da yiiriitmektedir. Ayrica bu kurum gida
katki maddelerinin kimyasal ozelliklerini belirlemekte ve ADI degerlerini tespit
etmektedir. JECFA’nin raporlart CCFAC tarafindan degerlendirilerek her gida iiriin
grubunda kullanilabilecek katkilar ve st limitleri belirlenmekte ve ilgili Kodeks
dokiimanina dahil edilmektedir.

4. IMPR (The Joint FAO/WHO Meeting on Pesticides Residues): Bu kurulus
gida iriinlerindeki bocek ilact kalintilarint degerlendiren ve gidalarda giinliik alimda
insan sagligina zarar vermeyecek maksimum pestisit miktarlarini belirleyen bir
kurulustur.

5. SCF (EU-Scientific Committe on Food- Avrupa Birligine Bagli Gida
Kontrol Komitesi): Avrupa Birligi’nin gidalarla ilgili toksikoloji, hijyen ve beslenme
konularinda yetkili olan komitesidir.

6. FDA (Food and Drug Administration- Birlesik Devletler Gida ve Ilag
Idaresi): Yukarida bahsedilen kuruluslar arasinda en eski tarihe sahip olan kurulustur.
ABD’nin ulusal kurulusu olsa da tiim diinyada referans olarak gosterilen bir
kurumdur (16,17,23,25).

WHO’nun tiim diinya iilkeleri tarafindan benimsenen ve imzalanan anlagmalari
geregi olarak, her lilke kendi ulusal mevzuatin1 hazirlarken CAC’1in dokiimanlarini
referans almak durumundadir. Avrupa Birligi’nde kullanimina izin verilen katki
maddelerine bir “E” kodu verilmektedir. “E” harfi Avrupa Birligi'ni temsil
etmektedir. “E” sistemi, iiye iilkeler icinde bu katkilarin giivenilir kabul edildigini
gostermekte olup, Amerika’daki GRAS (Generally Recognize as Safe) listesinin
Avrupa’daki karsiligidir. E numarast alan katki maddelerinin sayist siirekli
degismektedir. Halen kullanilmakta iken zararlar1 ortaya c¢ikmis olanlar iptal
edilirken yeni katki maddeleri de ilave edilebilmektedir. Bir maddenin "E"
numarasina sahip olmasi direkt olarak zararli veya zararsiz oldugu hakkinda bilgi

vermez. Ancak "E" numarasi olmayanlara gore bir olumlu 6zellik olarak
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degerlendirilebilir. E listesinden ayr1 olarak CCFAC, bagka bir numaralama sistemi
gelistirmistir. Uluslararast Numaralama Sistemi (International Numbering System -
INS) adi verilen bu siralama E listeleri esas alinarak hazirlanmistir. INS, E
listesinden daha genis kapsamlidir (16,18).

Ulkemizde katki maddeleri ile ilgili olarak ilk kez 1983 yilinda Saglik ve
Sosyal Yardim Bakanlig tarafindan bir yonetmelik ¢ikarilmis ve 1984°te buna ek bir
yonetmelik yiiriirliige girmistir. 1990 yilinda yine saglik bakanlig1 bu konu ile ilgili
olarak yeni bir yonetmelik ¢ikarmis ve bunu takip eden yillarda bu yonetmelige ekler
getirilmistir. Tarim ve Koy Isleri Bakanliginca hazirlanmis olan ve 16 Kasim 1997
tarihinde yayinlanan Resmi Gazete ile yiiriirlige giren TGKY ile katki maddelerinin
kullanimlar1 konusunda yeni diizenlemeler getirilmistir. S6z konusu kodekste gida
katki maddeleri tanimlanmis ve bu maddelerin E kodlar1, adlari, kullanilabilecekleri
gida gruplart ve izin verilen maksimum miktarlar1 listeler halinde agiklanmistir
(16,20).

Diinyadaki gelismelere paralel olarak Tirkiye'de de gida giivenligi zamanla
cok daha 6nem kazanmis 27.05.2004 tarihinde 5179 sayili "Gidalarmn Uretimi,
Tiiketimi ve Denetlenmesine Dair Kanun Hiikmiinde Kararnamenin Degistirilerek
Kabulii Hakkinda Kanun" kabul edilmis ve gida giivenliginin temini bu kanunun
dogrudan amaci olmustur. Bu kanun cergevesinde bir dizi yonetmelik ve tebligler

yayinlanmstir (26).

2.1.6. Gida Katki Maddelerinin Giivenilirligi ve Toksikolojik

Degerlendirme

Gida katki maddeleri ilaglar gibi viicuda disaridan alinarak metabolize edilen
maddeler olarak kabul edilmektedir ve tavsiye edilen dozlardan daha yiiksek
miktarda kullanildiklarinda toksik etki olusturmalari s6z konusu olabilmektedir.
Gerek katki maddeleri kullaniminda, gerekse genel anlamda gida tiiketiminde
toksikoloji biliminin onciilerinden Paracelcus’ un (1493-1541) "Her madde toksindir,
ancak toksin ile ilact birbirinden ayiran dozudur" sozii gida katki maddesinin

giivenilirliginin temelini olusturmaktadir (27).
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Gida maddelerinde herhangi bir nedenle yer alan ve son iiriinde varligi
saptanan bir kimyasal bilesigin saglik agisindan giivenilirligi konusuna, temelde
deney hayvanlar1 lizerinde gercgeklestirilen toksikolojik bazi testler ile karar
verilmektedir.

Toksikolojik ¢aligmalarda asagida verilen parametreler degerlendirilmektedir:

1. Maddenin biyokimyasal dézellikleri (Emilimi, dagilimi ve atilimi,
biyotransformasyonu ve enzimler iizerine etkileri)

2. Deney hayvanlart iizerindeki toksikolojik etkiler

Asagida belirtilen testler dogrultusunda mutajenik, karsinojenik, teratojenik
immiinotoksik, norotoksik ve lireme fonksiyonlari iizerine olan toksik etkiler ortaya

konmaktadir.

e Akut toksisite testi: En az ii¢ doz ve tek seferde uygulanan ve 1, 2, 24, 48,
72 ve 96 saat gibi kisa siireler i¢ginde uygulanan testlerdir.

e Subakut toksisite testi: Kimyasal madde deney hayvanlarina her giin bir
veya daha fazla tekrarlanan sekilde verilir. Test stiresi 1-3 haftadir.

e Subkronik toksisite testi: Sican ve kopek gibi deney hayvanlarinin secildigi
bu testte deney stiresi 3 aydir.

e Kronik toksisite testi: Deneyde kullanilan hayvanin tim omriince maruz
kaldig1 kimyasal maddenin yol agtig1 toksik etkilerin degerlendirildigi testlerdir. Bu
stire siganlarda yaklasik 2 y1l, kopeklerde ise 5-7 yil kadardir (18,25).

Ayrica toksikolojik degerlendirmeler kapsaminda maddenin alerji veya
tolerans yetersizligi gibi etkilerini aragtirmak tizere insanlar tizerinde de galismalar

gerceklestirilebilmektedir (16,18, 25).

Deney hayvanlar tizerinde gerceklestirilen toksikolojik testlerin genel hedefi,
NOAEL (No Observed Advers Effect Level- Gozlenebilir kotii bir etki olusturmayan
diizey) degerini belirlemektir. NOAEL, deney hayvanlarinda ters bir etki
olusturmayan, kilogram cinsinden viicut agirligi basina diisen maksimum mg madde
miktaridir. Diger bir ifade ile diyette ¢esitli konsantrasyonlarda yer alan bir
maddenin, daha yiiksek dozlarda gosterdigi olumsuz (toksik) etkiye neden
olmayacak minimum dozu olarak agiklanmaktadir. Deneysel toksikolojik

degerlendirmeler sonucunda elde edilen NOAEL dozu, insana yonelik olarak



12

hesaplanirken, “giivenlik faktor”lerine (GF) boliinmektedir. Insan gidalarinda katki
olarak kullanilmas: planlanan bir maddenin hayvan deneyleri sonucunda elde edilen
NOAEL degeri, 100 olarak kabul edilen GF’ye boéliinerek, s6z konusu maddenin
giinliik alinabilecegi miktar yani ADI degeri hesaplanmaktadir. ADI degeri yetiskin
bir insanin kilogram cinsinden viicut agirlig1 basina bir dmiir boyunca higbir zararl
etki gormeden tiiketebilecegi bir katki maddesinin miligram cinsinden degeridir
(16,18).

ADI (mg/kg insan viicut agirligl) = NOAEL (mg/kg hayvan viicut agirligi)/GF.

Gida toksikolojisi ile ilgili diger iki parametre MPI (Maximal Permissible
Intake Per Day- Giinliik alinmasina izin verilen madde miktar1) ve MPL (Maximum
Permissible Level in the Food- Gidada bulunmasina izin verilen en yiiksek diizey)
degerleridir. Bu degerler, ADI, gida faktorii ve 60 kg olarak kabul edilen yetiskin
viicut agirligr dikkate alinarak hesaplanmaktadir. Gida faktorii bir gida maddesinin
giinliik diyette kabul edilen ortalama alim miktaridir (18).

MPI (mg/giin) = ADI x 60

MPL (mg/kg) = MPI/ gida faktorii

Bir giinliik diyette, s6z konusu gida katki maddesini iceren et, sebze, meyve ve
icecekler gibi fazla sayida gida cesidi yer aliyorsa, diyeti olusturan her ¢esidin
tiketimdeki katkisinin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu durumda ise TMRI
(Therotical Maximum Residue Intake- Teorik maksimum kalinti miktari) degerinden
s0z edilmelidir. TMRI degeri, MPI” y1 ge¢mesine izin verilmeyen ve diyette yer alan
teorik maksimum kalinti miktaridir (16,18).

Bir kimyasalin gida katki maddesi olarak kullanilmasina izin verilinceye kadar

gecirdigi asamalar sekil 1°de verilmistir (18).

2.1.7. Gida Katki Maddelerinin Risk Yarar Dengesi

Amerikan gida, ilag¢ ve kozmetik yasasina gore, gida katki maddeleri beslenme
acisindan yararli bir etki saglamak zorunda olmayip beklenilen teknolojik
fonksiyonlar1 saglamalidir. Bu nedenle bir gida katki maddesinin fonksiyonlar1 onun

yararlar1 olarak kabul edilmektedir. Aksi halde gida katki maddelerini yararli ve
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zararli katki maddeleri olarak siniflamak gerekir ki bu da bilimsel olarak biiylik bir
hatadir. Clinkii zarar1 saptanan bir kimyasalin katki maddesi olarak kullanilmasi
zaten yasalara uygun degildir. Kimyasal katki maddeleri ya dogrudan ya da ambalaj
materyalinden gidaya gegebilmektedir. Bunun sonucu olarak da sahip oldugu
fonksiyonu gidada goéstermekte ve gidanin bazi Gzelliklerini etkileyebilmektedir.
Ancak genel bir ifade ile gida katki maddeleri, fonksiyonu dogrultusunda iiretici,
imalatgr ve tiiketiciye yararlar saglamaktadir. Gida endiistrisinde bilingli ve
teknolojik amaclara yonelik olarak kullanilan gida katki maddelerinin tiiketiciyi
ilgilendiren yonii kullanim miktaridir. Bu katki maddeleri fazla miktarda
tiikketildiginde ve duyarh risk gruplar tarafindan kullanildiginda toksikolojik ag¢idan
tehlikeli olabilmekte, kisa ve uzun vadede viicutta birikme olasiliklarindan dolay:1 da
bir takim riskleri beraberinde getirebilmektedir. Bu agidan risk kavraminin temel
unsurlar1 i¢inde Oncelikle tehlikenin belirlenmesi, doz etki iliskilerinin ortaya
konmasi, maruz kalma miktar1 ve risk smiflamasinin da ortaya konmasi

gerekmektedir (18,19).
Kabul edilebilir riski tanimlamak iizere FDA 4 durum belirlemistir:

1. Maddeye iliskin herhangi bir risk yoktur.

2. Maddeye iliskin kabul edilemez diizeyde risk bulunmustur.

3. Maddenin risk olusturdugu diizey kabul edilen esik degerin altindadir.
4

. Maddenin risk olusturdugu diizey kabul edilen esik degerin lizerindedir.

Tanimlanmig bir risk tasimayan maddenin kullaniminda herhangi bir sakinca
yoktur. Tanimlanmis risk tasiyan maddenin kullannomina higcbir kosulda izin
verilmemektedir. Ancak risk degeri esik degerin altinda olan maddeler icin
olusturdugu yararlar dikkate alinir ve buna gore izin verilir. Riski esik degerin
tizerinde olan maddeler i¢in ise sagladig1 yararin riskin ¢ok iizerinde olmas1 gerekir.
Ornegin kiirlenmis etlerde Clostridium botilinum toksinine karsi kullanilan nitritin
kanserojen  nitrozaminlere  doniistigii  iyi  bilinmektedir.  Ancak  nitritin
kullanilmamas1 durumunda bu gidalarin tiiketimi halinde tiiketici botulinum gibi ¢ok

tehlikeli bir toksine maruz kalacak ve sonug 6liim olacaktir (18).
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Fonksiyonu ortaya konulan madde
v
Benzer yapida bilegiklerin sentezi
Akut toksikligin belirlenmesi Teknik dzelliklerin belirlenmesi
Aragtirmamn devam igin bir bilesik segilmesi
v
Spesifikasyonlann belirlenmesi
v
Subkronik toksikligin belirlenmesi
Kronik toksikligin Metabolik Stabilitenin
belirdenmesi R belidenmesi
v . ¥
Karsinojenik etkinin Fammakolojik etkinin Analiz yonteminin
aragtmlmasi aragtinimasi geligtirilmesi
v !
Mutajenik etkinin Elde edilme tekniginin
aragtimlmasi geligtinilmesi
' v
Teratojenik etkinin Diger aynntih
araghinlmasi teknik denemeler
\ v /
Aragtirma bulgulanmn
toplu degerlendirilmesi
v
1zin i¢in bagvuru
v
Yetkili organ onayi
Gida katkasi

Sekil 1: Bir kimyasalin gida katki maddesi olarak kullanilmasina izin verilinceye kadar gegirdigi
asamalar
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2.1.8. Gida Katki Maddelerinin Siiflandirmasi

Gida katki maddelerine iliskin calismalar ve bunlarin simiflandirmasi
kronolojik bir siralama i¢inde incelendiginde; bu konu ile ilgili kavram ve
simiflandirmalarin, zaman iginde ilerleyen teknoloji, bulunan yeni formiilasyonlar ve
yeni hammaddeler nedeni ile siirekli bir degisme ve gelisme iginde oldugu
goriilmektedir. ik olarak Oser tarafindan 1960 yilinda yapilan siniflandirmaya gore
gida katki maddeleri; besleyici nitelikte olanlar, tazeligi koruyanlar, duysal
nitelikliler, imalat teknolojisinin geregini yerine getirici maddeler seklinde
gruplandirilmistir (19). CAC tarafindan 1979 yilinda yaymnlanan rehberde gida katki
maddeleri alfabetik sirayla siniflandirilmis ve ne miktarda kullanilabilecekleri
belirtilmistir. CAC’1n 1992 yilinda yayinladig rehberde ise gida katki maddeleri, 23
alt gruba ayrilarak ve INS numaralart ve fonksiyonlari esas alinarak yeniden
smiflandirilmistir (Tablo 1). Avrupa Birligi Bilimsel Komitesinin direktiflerine gore
2008 yilinda CAC’mn yaptig1 siniflandirmada bir takim degisiklikler yapilarak gida
katki maddeleri tekrar gruplandirilmistir. Buna gore yeni siniflamaya CAC’1in
siniflandirmasindan farkli olarak modifiye nisasta, ambalajlama gazlari, selat ajanlar
ve tastyicilar ayri bir katki maddesi sinifi olarak eklenmis, renk stabilizasyon ajanlari

ise bu siniflamadan ¢ikarilmistir (16,23,25).
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Tablo 1: Gida katki maddelerinin siniflandirilmasi

FONKSIYONEL SINIF

TANIM

ALT —SINIFLAR

Gidada yag acilagmasi ve renk
degisimleri gibi oksidasyon

Antioksidan,

ANTIOKSIDANLAR reaksiyonlari sonucunda olusan | antioksidan sinerjisti,
bozulmalari dnleyerek, raf selat ajant
Omrini uzatir.
. Gidanin asitligini arttirir veya . L
ASIT gidaya eksi bi% tat kazandlrl}r]. Asitlestirici
Gidanin asitligini veya Asit, alkali, baz,
ASIT DUZENLEYICI alkaliligini degistirir veya tamponlayicit madde,
kontrol eder. pH ayarlayici ajan
Gidada yag ve su gibi birbiri ile g.mulgatoz.p.las.“kles.t.m‘“
EMULGATOR karismayan iki veya daha fazla | O oPe oo CCI¢l ajan, yuzey
fazin karigmasini saglar. aktif aj an, surfgktan,
nemlendirme ajani
Islenmis peynirlerin {iretiminde
EMULSIFIYE EDICI | peynir proteinlerini yeniden Eritme tuz,
TUZLAR diizenleyerek yag ayrismasini selat ajan1
Onler.
Su veya hava digindaki bir
HACIM madde olup, gidanin enerji Hacim verici ajan,
ARTTIRICILAR degerini belirgin bir sekilde dolgunlastirict
artirmadan hacmini arttirir.
Gidanin iginde bulundugu
ITICI GAZLAR kaptan disar1 firlamasim Itici gaz
saglayan hava diginda bir gaz.
JELLESTIRME Gidaya jel olusumu ile doku Tellest .
AJANLARI kazandirir, crestirme ajanl
KABARTMA Gaz ac1ga ¢ikararak hamurun Hamur kabartma ajan,
AJANLARI hacmini arttirir. kabartma ajani
Kalinlastirma ajani, doku
KALINLASTIRICILAR | Gidanin viskozitesini arttirir. Verici,
yapiy1 diizeltici
Antimikrobiyal koruyucu,
Gidada mikroorganizmalar intlmlll(opk ajin’ bakt?“yOfaJ
KORUYUCULAR nedeniyle olusan bozulmalari ontro ani, kimyasa
Onleyerek raf Omriinii arttirir. sterlhzator/sarap,
olgunlastirma ajani,
dezenfeksiyon ajani
S1v1 veya kat1 bir gida
KOPURTME icerisinde gaz fazinin Cirpma ajani, havalandirma
AJANLARI olusumunu veya tekdiize bir ajant
sekilde dagilimimi saglar.
KOPURMEYT Kopiirmeyi Onler veya azaltir Kopiirmeyi onleyici ajan
ONLEYICI AJANLAR )
LEZZET Gidadaki mevcut tat veya Lezzet arttiric, lezzet
ARTTIRICILAR kokuyu arttirir. kuvvetlendirici
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Tablo 1 (devam): Gida katki maddelerinin simiflandiriimasi

NEM VERICILER Dusuk nerpli!.ik oranina sahip bir 1slatma Nem/su tutma ajant,
ajani iglevi gorerek, gidalarin kurumasini 1slatma ajani
Onler.
i\?ARIN_ﬁZgIIA Gidanin dis yiizeyinde parlak bir goriiniim I;iﬁ;?ﬂi?;iﬂ?:;ﬂa
veya koruyucu bir tabaka olusturur. ’
RENKLENDIRICILER | Gidaya renk kazandirir veya rengi onarir. Renklendirici
?51;\'1;( JLiZASYON Glflanln rengini stabilize eder, kaliciligini Renk.se‘l‘bi:tleyici, renk
AJANLARI saglar. stabilizorii
Meyve ve sebzelerin dokularini sikilagtirir
SIKILASTIRICI veya jellestirme ajanlariyla etkileserek jel Stkilastiric: ajan
AJANLAR olusumunu veya jelin saglamlastiriimasini
saglar.
Baglayici, sertlestirme
STABILIZOR Gidada birbiri il? kar1s£nayan iki Yeya daha aJ: ant, n?m"/ su tutma
fazla fazin tek diize dagilimini saglar. ajani, kopiik
stabilizorii
TATLANDIRICILAR Glflalara seker kullanmadan tat vermeyi ;l;?girggéil’ yapay
saglar. ..
besleyici tatlandirict
Topaklanmay1
TOPAKLANMAYI Gidanin partikiillerinin birbirine yapigmasint | dnleyici ajan,
ONLEYICILER onler. yapismay1 onleyici
ajan, kurutma ajani
X%ﬁfg%E Unun pigme kalitesini veya rengini korur. (?iigzeg{['drieil ajant, hamur

2.2. Gida Boyalarn

Gidalarda mikrobiyolojik kalitenin disinda kalan kalite kavrami igine iirliniin
rengi, tat-kokusu, goriiniimii ve besleyici 6zellikleri girmektedir. Gidanin albenisini
artiran Ozelligi rengidir ve hemen her gida maddesi i¢in alisilmis bir renk
istenmektedir. Bundan dolay: tiiketici agisindan fark edilen kalite daha ¢ok duysal
ozelliklere ve bunun da 6tesinde gidanin rengine dayanmaktadir. Duysal agidan renk
lezzet agisindan beklenti olusturmaktadir. Gidanin tiiketim Oncesi gozlenen bu
Ozelligi hammaddenin yetistirilmesi sirasindaki etmenler ile ve imalat silirecindeki
tiretim parametrelerinin etkisi ile degisime ugrayabilmektedir (16,28). Renkte
gorillen bu farklilagmalar, tiiketici tercihini  genellikle olumsuz yonde

etkileyebilmektedir. Bu nedenle renk maddeleri, teknolojik islem gormiis et, meyve-
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sebze, unlu mamiiller, siit iiriinlerinde ve sekerleme endiistrisinde kaybolan rengi geri
vermek, kismen kaybolmus olan veya hi¢ olmayan rengi yapiya kazandirmak amaci

ile cok sik kullanilan gida katki maddeleridir (28-30).

2.2.1. Gida Boyalarinin Siniflandirilmasi

Renklendirici maddelerin sayica ¢ok olusu, kimyasal yapilarinin, fiziksel
ozelliklerinin  ve elde edilis yontemlerinin farkli olusu bu maddelerin
siiflandirilmasinda giigliikler yaratmaktadir. Bu nedenle literatiirde renklendiriciler
ile ilgili ¢esitli siniflandirmalar ile karsilagilmaktadir. Elde edilis sekillerine gore
renklendiriciler dogal ve yapay renklendiriciler olarak siniflandiriimaktadir. Bununla
birlikte bazi dogal renklendiriciler yapay olarak da elde edilebilmektedir. Bu
durumda bu maddeler dogala 6zdes renklendiriciler olarak siniflandirilmaktadir. E
kodlama sistemine gore gida boyalarinin uluslar arast numaralandiriimas: E100 —
E180 araliginda belirlenmistir (Tablo 2) (18, 29-31).

2.2.1.1. Dogal Boyalar

Mikrobiyal, bitkisel, hayvansal ve mineral kaynaklardan elde edilen
pigmentlerdir. Renk araliklar1 sinirli ve dayanikliligi az olan bu maddeler, zayif bir
renklendirme O6zelligine sahiptir ve 1s1k, sicaklik, pH ve redoks ajanlarina daha
hassastirlar. Gidalarda 1800’lerin ortalarina kadar, sadece safran, havug, dut, ¢icek,
bakir ve demir cevherlerini igeren mineraller, hayvansal iriinler ve sebzeler gibi
dogal kaynaklardan elde edilen renklendiriciler kullanilmistir. Eski ¢aglardan itibaren
cesitli sekillerde kullanilan bu renk maddeleri, gliniimiizde gelisen teknolojilere bagl
olarak bir¢ok dogal kaynagin 6ziitii olarak hazirlanmaktadir. Bu grupta yer alan renk
maddelerinin ¢ok az bir kism1 suda ¢oziinebilmektedir. Bu da dogal renklendiricilerin
renk cesitliligi saglamasini sinirlamaktadir. Bu nedenle yagda ¢oziinen dogal renk
maddeleri, uygun bir emiilsifiye edici ajanla islenerek su esashi gidalarda
kullanilabilecek bir yapiya doniistiiriilebilmektedir. Dogal renklendiriciler organik ve

inorganik olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadir (28,30).
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Tablo 2: Gida boyalarinin uluslar arasi numaralandiriimasi

Numara Isim Fonksiyon Numara Isim Fonksiyon
E100 Kurkumin Turuncu-sari renk | E154 | Kahverengi FK Kahverengi
renk, azo boyasi
E100(ii) Turmerik Turuncu-sar1 renk E155 Kahverengi HT Kahverengi
renk, azo boyasi
. . . Alfa-, Beta- ve | Dogal, turuncu-
E101 Riboflavin Sar1 renk, vit. B2 E160a Gama- Karoten sart renk
.. Riboflavin- 5'- ) Annatto, Biksin, -
E101(ii) Fosfat Sar1 renk, vit. B2 E160b Norbiksin Dogal, sar1 renk
E102 Tartrazin Sarirenk,az0 | pieh0 | paprika ckstraku | D088k turuncu
boyasi renk
. Yesil-sar1 renk . Dogal, kirmizi
E104 Kunolin Sar1 sentetik E160d Likopen renk
Riboflavin- . Beta-apo-8'- Dogal, turuncu-
E106 5-Sodyum fosfat San renk, vit. B2 E160e karotenal sar1 renk
Sar1 renk, azo Etil esteri beta- Dogal turuncu-
E107 Sari2G ’ E160f apo-8'-karotenik &
boyast asit sar1 renk
E110 | Sunset yellow FCF Sarlbroe;alz’lazo El6la Flavoksantin Dogal, sar1 renk
E120 | Karmin, Kokhineal | Kirmizi renk, dogal | E161b Lutein Dogal, sar1 renk
E122 Azorubin Klrml;(l);zglk’ azo El6lc Kriptoksantin Dogal, sar1 renk
E123 Amarant Kirmiz renk, azo E161d Rubiksantin Dogal, sar1 renk
boyast
E124 Ponso 4R Klrml;é;zgf’ azo El6le Violaksantin Dogal, sar1 renk
E127 Eritrosin Kirmizi renk, E161f Rodoksantin Dogal, sar1 renk
sentetik
E128 Kirmiz1 2G Kirmiz1 r_enk, E161g Santhaksantin Dogal, turuncu
sentetik renk
E129 | Alura kirmizist AC Klrml;(l)}l;zglk, azo E161h Sitranaksantin Dogal, sar1 renk
E131 Patent Mavi V Mavi renk, sentetik E162 Pancar kokii Dogal, kirmiz1
kirmizisi renk
E132 Indigotin Mavi renk, sentetik E163 Antosiyaninler Dogal, karmiz-
mor renk
E133 Parlak Mavi FCF | Mavi renk, sentetik E170 Kalstyum Beyaz renk
karbonat
E140 Klorofiller Yesil renk, dogal E171 Titanyum dioksit Beyaz renk
Klorofil bakir . . . N Dogal kirmizi-
E141 kompleksleri Yesil renk, sentetik E172 Demir oksitleri kahverengi renk
E142 Yesil S Yesil renk, sentetik E173 Aliiminyum Metal renk
E150a-d Karamel Kahverengi renk E174 Glimiis Metal renk
E151 Parlak Siyah BN Styah renk, azo E175 Altin Metal renk
boyast
E153 Karbon Dogal siyah renk | E180 | Lithol Rubin BK | 1<zt renkl,
azo boyasi
E181 Tanenler Sari-beyaz renk



http://www.food-info.net/tr/e/e100.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e154.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e100.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e155.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e101.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e160a.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e101.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e160b.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e102.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e160c.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e104.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e160d.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e101.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e160e.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e107.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e160f.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e110.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e161a.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e120.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e161b.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e122.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e161c.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e123.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e161d.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e124.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e161e.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e127.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e161f.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e128.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e161g.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e129.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e161h.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e131.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e162.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e132.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e163.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e133.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e170.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e140.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e171.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e141.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e172.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e142.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e173.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e150.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e174.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e151.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e175.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e153.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e180.htm
http://www.food-info.net/tr/e/e181.htm
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2.2.1.2. Yapay Boyalar

Yapay renklendiriciler, kimyasal yapilar itibariyle dogada bulunmayan ancak
kimyasal sentez yoluyla {iretilebilen renk maddeleridir. Sentetik renklendiricilerin
gida sanayisinde kullanimi, giivenilirligi hakkinda herhangi bir bilgi olmaksizin
1800’lerin sonlarinda baslamustir. ilk sentetik boya organik kémiir katranindan
tiiretilmistir ve ilk olarak tereyagi ve peynirlerde kullanilmistir. Son yillarda tiiketici
sagligr agisindan izin verilen sentetik boyalarin sayilari azalmasina ragmen, ¢ok
cesitli sentetik gida boyalar1 digiik maliyetleri, yiiksek etkinligi ve miikemmel
dayanikliligina baglh olarak diinyanin her yerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(22,30).

Yapay renklendiricilerin hemen hepsinin sentezinde baslangi¢ materyali olarak
komiir kullanilmaktadir. Dogal renklendiricilerle karsilastirildiginda renk verme
giicleri, renk araliklari, dayanikliliklar1, kullanim kolayliklar1 ve fiyat uygunluklar
gibi faktorler agisindan istiinlitk saglamaktadirlar. Yapay renklendiriciler ¢ok yiiksek
oranlarda suda ¢Oziinme Ozelligine sahiptirler. Pek cogu 1siya, 1s18a, asitlere,
alkalilere ve koruyucu maddelere karsi dayaniklidir. Bu nedenle raf omiirleri de
olduk¢a uzundur. Uriine konulduklari miktarlarda zamana bagl bir azalma
goriilmemektedir. Bu konuda yapilan arastirmalara gore 15 yil siire ile depolanan
gidalara konulan renk katkilarinda miktar azalmasi ve bir degisme saptanmamigtir
(28-30).

Yapay renklendiricilerin simiflandirilmasinda kimyasal 6zellikleri agisindan
coziinlirliikleri 6nem kazanmaktadir. Buna gore yapay renklendiriciler suda
¢oziinenler, yagda c¢oOzlinenler ve lake renklendiriciler olmak {izere ii¢ grupta

toplanmaktadirlar (29).

2.2.2. Cahsmamzda Kullamlan Sentetik Renklendiriciler ve Ozellikleri

Eritrosin ( E127): Benzoat yapisinda ksanten sinifindan bir renklendiricidir.
Kirmizi renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda veya etanolde

¢oziinmektedir. ADI degeri 0,1 mg/kg olup molekiil agirhigi 897,88 g/mol’diir (32).
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Ponso 4R ( E124): Monoazo sinifindan bir renklendiricidir. Kirmizimsi toz
veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢6ziiniir nitelikte olup etanolde ¢ok az

¢oziinmektedir. ADI degeri 4,0 mg/kg olup molekiil agirhigi 631,51 g/mol’diir (33).

Allura Red AC (E129): Siilfonat yapisinda monoazo sinifindan bir
renklendiricidir ve koyu kirmizi renkte toz veya graniil halde bulunmaktadir. Suda
¢Ozliniir nitelikte olan bu madde etanolde ¢oziinmemektedir. ADI degeri 7 mg/kg

olup molekiil agirligi 496,43 g/mol’diir (34).

Sunset Yellow FCF (E110): Monoazo smifindan bir renklendiricidir.
Turuncu-kirmizi renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir

nitelikte olan bu madde etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir. ADI degeri 2,5 mg/kg olup
molekiil agirlig1 452,38 g/mol’diir (35).

Tartrazin (E102): Monoazo sinifindan bir renklendiricidir. Ag¢ik turuncu
renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir nitelikte olan bu
madde etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir ADI degeri 7,5 mg/kg olup molekiil agirlig
534,37 g/mol’diir (36).

Amarant (E123): Monoazo sinifindan bir renklendiricidir. Kirmizimsi
kahverengi/koyu kirmizimsi kahverengi toz veya graniil halde bulunmaktadir. Suda
¢Oziiniir nitelikte olan bu madde etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir. ADI degeri 0,5

mg/kg olup molekiil agirligi 604,48 g/mol’diir (37).

Brilliant Blue FCF (E133): Triaril metan sinifindan bir renklendiricidir. Mavi
renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir nitelikte olan bu
madde etanolde az ¢oziinmektedir. ADI miktar1 12,5 mg/ kg olup molekiil agirlig
792,86 g/moldiir (38).

Azorubin (E122): Monoazo sinifindan bir renklendiricidir. Kirmizimsi
kahverengi/koyu kirmizimsi kahverengi toz veya graniil halde bulunmaktadir. Suda
¢Oziiniir nitelikte olan bu madde etanolde ¢ok az ¢Ozlinmektedir. ADI miktar1 4

mg/kg olup molekiil agirligi 502,44 g/mol’diir (39).

Indigotin (E132): Indigoid sinifindan bir renklendiricidir. Mavi renkte toz

veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢oziinlir nitelikte olan bu madde
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etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir. ADI miktar1 5 mg/kg olup molekiil agirligir 466,36
g/mol’diir (40).

2.2.3. Sentetik Gida Boyalarinin Endiistriyel Kullanim Alanlari

Gida boyalar alkolsiiz i¢ecek endiistrisinde sik olarak kullanilmaktadir. Gazl
iceceklere vitamin aktivitesi ve antioksidan oOzelliginden dolayr askorbik asidin
eklenmesi sentetik boyalarin verdigi renkte agilmaya neden olmaktadir bu da dogal
boyalarin kullanilmasin1 gerektirmektedir. Meyve aromali birgok igecekte ise yapay

renklendiriciler kullanilirken, kola ve birada renk verici olarak karamel tercih

edilmektedir (29).

Gida boyalarmin bir diger sik kullanim alan1 da unlu mamullerdir. Hamurlarin
yiikksek nem igerigi nedeni ile boya katilmasinda fazla problem olmamakta ancak
istenen renk tonunu elde etmek zor olmaktadir. Bu da koyu renkli bazi iirlinlerde
fazla miktarda renklendirici kullanimina yol agmaktadir. Bu tip iiriinlerde yapay ve
dogal boyalarin birlikte kullanim1 6nerilmektedir. Ponso 4R, Allura Red AC, Sunset
Yellow FCF, Tartrazin ve Brown HT unlu mamullerde en sik kullanilan yapay
boyalardir (29,39).

Siit tirtinlerinde de gida boyalar1 kullanilmaktadir. Birgok dondurma gesidinde
yapay boyalar tercih edilmektedir. Peynir, margarin ve tereyaginda yapay boyalar
dayanikli olmadigi i¢in -karoten ve Anatto gibi dogal boyalar tercih edilmektedir.
Buz kremlerde, siitlii bazi soslarda ve meyveli yogurtlarda ise lake renklendiriciler
onerilmektedir (29).

Sekerleme firlinlerinde, kuru toz icecekler, tathilar, krema tozu, corba ve
soslarda daha ¢ok lake renklendiriciler tercih edilmektedir. Et ve balik iirtinleri ile
konserve meyve ve sebzelerde ise yapay renklendiricilerin yani sira dogal
renklendiriciler de kullanilmaktadir (29,30).
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2.3. Gida Katki Maddelerinin Sistemler Uzerine Etkileri

Gilinimiizde gida katki maddelerinin kullanim: kaginilmaz bir gereksinimdir.
Tiiketimdeki hizli tirmanmaya paralel olarak ve bilingsizce veya Onerilenden daha
fazla miktarda tiiketildiklerinde organizma tizerinde tehlikeli olabilecek bir takim
istenmeyen etkilere yol agabilmektedir. Bu etkiler iirtiker, anjiyoddem, anaflaksi,
makiilopapiiler dokiintii, astim, pruritus ve kutandz vaskiilit gibi akut alerjik
reaksiyonlardan ¢ocuklarda davranis bozuklugi, hiperaktivite, dikkat eksikligi,
algilama ve 6grenme zaafina ve hatta kromozomal anomalilerden kanser gelisimine
kadar degiskenlik gosterebilmektedir (1, 6,12,41).

Tim diinyada 2.000-20.000 arasinda katki maddesinin besin endiistrisinde
kullanildig1 tahmin edilmektedir. Bu kadar ¢esitlilik gosteren katki maddesi, duyarl
Kisilerde 6liime kadar varabilen ¢ok ciddi alerjik reaksiyonlara yol agabilmektedir.
Toplumdaki goriilme sikhigt kesin olarak bilinmiyorsa da katki maddelerine bagl
alerjik reaksiyonlar inanilanin aksine ¢ok yiiksek degildir. Cocuklarda yapilan
arastirmalarda prevalansin %1-2 arasinda oldugu gosterilmistir. Genel olarak katki
maddelerine bagl drtiker ve diger kutandz reaksiyonlar astimdan daha sik
goriilmektedir. Anafilaksi daha nadirdir. istenmeyen allejik reaksiyonlara en sik

neden olan 3 katki maddesi siilfit, monosodyum glutamat ve tartrazindir (1).

Antioksidan ve antimikrobiyal koruyucu ozellikleri nedeniyle kullanilan
stilfitler, besinlerde havayla temas edince ortaya c¢ikan renk degisikligini
(kahverengiye doniismeyi) onlerler. Genel popiilasyonla kiyaslandiginda astimlilarda
stlfit duyarlihg:r yaklasik 100 kat daha fazladir ve oral yolla alindiginda tip |
hipersensitivite aracili  veya IgE bagimsiz  mekanizmalar ile siklikla
bronkokonstriiksiyona neden olarak solunum sikintisina ve irtikere yol agmaktadir

(1,42).

Duyu tat reseptorlerini uyararak besinlere lezzet arttirict olarak eklenen
monosodyum glutamat 6zellikle Cin, Japon ve Dogu Asya yemeklerinde oldukga bol
miktarda bulunmakta ve bir 6giinde yaklagik 6 gr kadar tiiketilebilmektedir. Gida
alimini takiben 15- 20 dakika igerisinde ortaya ¢ikan ve flushing, bas agrisi, bulanti,
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terleme, gogiis sikismasi ve solunum sikintisint igeren Cin Restorani Sendromu en

Iyi bilinen ve en sik gozlenen yan etkisidir (1,6).

Besinlerde sar1 boya olarak yer alan tartrazin, 6zellikle aspirin intoleransi
olanlarda trtiker, makulopapiiler dokiintii, purpurik lezyonlar, kutanéz vaskiilit gibi

deri reaksiyonlarina ve solunum sikintisina neden olabilmektedir (1).

2.4. Hipokampiisiin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Hipokampiis, temporal korteksin lateral ventrikiiliiniin alt boynuzunun tabani

boyunca uzanan, kivrilmis bir gri cevher kabartisidir (43).

Hipokampiis, limbik sistem igerisinde 6nemli fonksiyonlariyla odak noktasini
olusturmaktadir. Hipokampiis ve ona bagli temporal lop yapilari; serebral korteks,
amigdala, hipotalamus, septum, mamiller cisimler gibi temel limbik sistem
bolgeleriyle sayisiz indirekt baglantilar gosterir ve "hipokampal formasyon" adim
alir. Ogrenme ve hafiza, limbik sistem de dahil olmak iizere, SSS’nin birgok
bolgeleri ile ilgili kompleks fonksiyonlardir. Yeni edinilen bilgilerin depolanmasinda
hipokampal formasyonun 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Hipokampiisii etkileyen
lezyonu olan hastalarda kisa siireli hafizanin uzun siireli hafizaya doniistiiriilemedigi
gozlemlenmistir. Lezyonun sol hipokampiiste oldugu zamanda daha ¢ok sozel hafiza
etkilenirken, sagda oldugu durumlarda gorsel hafiza etkilenmektedir. Hipokampiisiin
degisik alanlarmin uyarilmasi durumunda hiddet, edilgenlik, hiperseksiialite gibi
davranig bigimleri goriilir. Hipokampiis, hipereksitabilite 6zelligine sahiptir. Hafif
elektriksel uyarilmasinda, uyar1 bittikten sonra saniyelerce siiren bir epileptik nobet
gbzlenir. Bu da hipokampiisiin normal kosullarda bile uzun siiren sinyaller yaydigin

gosterir (44).

2.5. Glutamat Reseptorleri

Glutamat, memeli Santral Sinir Sistemi (SSS)’inde 6nde gelen eksitator

norotransmitterdir. Kortikospinal motor ndronlarin spinal motor ndronlara yaptigi
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sinapslarda major norotransmittertir. Normalde i{ist motor ndron eksitasyonu ile
glutamat molekiilleri sinaptik aralia diismekte ve spinal motor noronlardaki
(postsinaptik) reseptor yerlerine giderek spinal motor noéronlar1 depolarize
etmektedirler. Glutamat reseptorleri memelilerin SSS’deki ¢ogu uyarici sinir iletisini
diizenlemektedir. Glutamat reseptorleri hafiza ve 6grenme fonksiyonlarina katkida
bulunan sinaptik iletide rol alirken, bir yandan da sinir sisteminin gelisimi
esnasindaki ndronlar arasi baglantinin da olusturulmasina katkida bulunmaktadir
(45,46).

Glutamat reseptor ailesinin aminoasit dizilisi ACh, GABA ve glisin
reseptorlerine ¢ok az benzer. Glutamat ayri bir ailenin tiyesidir (47).

Glutamat reseptorleri, temelde postsinaptik membranda lokalizedir. Baslica 2
tipi vardir.

I- Iyonotropik glutamat reseptorleri (iGlur): Dogrudan iyon kanallarin1 kontrol
eder.

II- Metabotropik glutamat reseptorleri: Ikincil haberciler iizerinden dolayl
olarak iyon kanallarini kontrol eder (47-49).

Bugiine kadar memeli SSS’inde 16 adet i1GluR cDNA’st ve 8 adet
metabotropik glutamat reseptor cDNA’s1 tanimlanmistir. Simdiye kadar izole edilen
16 adet iGluR cDNA’sinin; 4 tanesi Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol
propionat (AMPA) reseptor alt birimi (GIuR1, GIuR2, GIuR3, GIuR4), 5 tanesi
kainat reseptor alt birimi (GIuR5, GIuR6, GIuR7, KA1, KA2) ve 7 tanesi NMDA
reseptor alt birimidir (NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A, NR3B).
Giliniimiizde glutamat reseptor genlerinin ekspresyonunu manipiile edici bir¢ok farkli
teknik kullanilarak, glutamat reseptorlerinin tiim fizyolojisi ve patolojisi genis bir
sekilde arastirilmaktadir. Birgok olguda iGluR alt birimleri degisik laboratuarlar
tarafindan ayr1 ayr1 ve de es zamanl olarak klonlandigi i¢in benzer alt birimlere her

biri farkli isimler vermislerdir (45).
L. Iyonotropik Glutamat Reseptorleri:

Presinaptik sinir terminallerinden salmman glutamat molekiilleri iGluR’e
baglandiginda bir elektriksel olaya dondiiriilen kisa bir kimyasal sinyal meydana

getirmektedir. Postsinaptik depolarizasyonla sonuglanan net bir i¢ akima izin veren
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bir integral katyon seg¢ici kanal i¢eren iyonotropik glutamat reseptorleri 3 genis gruba
ayrilir:

1. o-amino-3-hidroksi-5-metil izoksozol propionat tercih eden (AMPA)
reseptorler

2. Kainat tercih eden reseptdrler

3. N-metil D-aspartat tercih eden (NMDA) reseptorler (47-49).
I1- Metabotropik glutamat reseptorleri

Metabotropik reseptdrler GTP-baglayict proteinlerle (G  proteinleri)
baglantilidirlar ve intraseliiler mesajcilarin tiretimini kontrol etmektedirler (50-52).
Trans-(1S,3R)-1-amino-1,3-cyclopentanedicarboxylic asit (ACPD) ile selektif olarak
aktive olurlar. Glutamat, iyonotropik reseptorler ilizerinden eksitasyon yaparken,

metabotropik reseptorler lizerinden eksitasyon veya inhibisyon olusturabilmektir (47-

49).

2.5.1. N-Metil-D-Aspartat (NMDA) Reseptorleri

Iyonotropik glutamat reseptorleri sentetik agonistlere gore
isimlendirilmiglerdir. NMDA glutamat reseptorleri 2-amino-5-phaphono valerik asit
ile selektif olarak bloke olurken, AMPA ve kainat reseptorleri bu ajanla bloke
olmazlar. Her iki reseptor de 6-cyano-7-nitroquinoxalin-2,3 dione ile bloke olurlar.
Bu nedenlerde AMPA reseptorleri ve kainat reseptorleri non-NMDA reseptorii
olarak da isimlendirilmektedir (53).

NMDA reseptor agonistleri olan glutamat ve aspartat tipik olarak kisa zincirli
dikarboksilik aminoasitlerdir ve kuvvetli exitator norotransmitterlerdir. Aspartat da
glutamat gibi NMDA reseptorlerine baglanir ve aktivite gosterir. Ancak AMPA
reseptorleri ve kainat reseptorlerine baglandiginda olusturdugu etkiden daha az bir
etki gosterir. NMDA reseptorleri ile AMPA reseptorleri ve kainat reseptorleri
arasinda benzerlik az iken AMPA reseptorleri ve kainat reseptorlerinin kendi
aralarindaki benzerlikleri daha c¢oktur. Tim NMDA reseptor alt birimleri nétral
aminoasit i¢cermektedir. Bir tek M2 bdlgesinde polar asparajin rezidiisi

bulunmaktadir (49,54).
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Genelde postsinaptik bolgeler hem AMPA reseptorii hem de NMDA reseptorii
icerirken; bazi bolgelerde sadece NMDA reseptorleri bulunur. Gelisimin erken
evresinde sinapslar sadece NMDA tipi reseptorler igermektedir (15,55). Non-NMDA
iyonotropik reseptorler motor noéronlarda ve beyinde eksitatér postsinaptik
potansiyel’in (EPSP) biiyilkk erken komponentini olusturmaktadir. Yani bir¢ok
sinapsta AMPA reseptorleri eksitator asirim sirasinda ana baslangig; sarj edici gibi
etki etmektedir. Bu reseptorler goreceli olarak diisiik bir katyon iletkenligine
sahiptirler (< 20 pS). Na* ve K™a gegirgen iken Ca*®a gegirgen degildirler. Bu
sirada NMDA reseptorleri, intraselliiler enzimler ve ikincil mesajcilarin aktivelerini
modiile edebilen kati bir Ca*® komponenti ile birlikte daha yavas bir akim

saglamaktadir (49,54).

EPSP’nin ge¢c komponentini olusturan NMDA reseptor kanallarinin {i¢ 6zelligi
vardir:
1- Yiiksek iletkenlige sahip iyon kanallarini kontrol ederler (50 pS) ve Na" ile

K™ un yan1 sira Ca'”ada gecirgendirler.

2- Kanalin acgilmast bir ko-faktér olarak glisinin ekstraselliiler olarak
bulunmasina bagimlidir. Kanal sadece glisinin varliginda calisir. Normal kosullarda
ekstraselliiler glisin yogunlugu NMDA reseptor kanalinin ¢alisabilecegi miktarlarda
bulunmaktadir. Kintirenik asit ve aminoksalinedikarboksilik asit’in her ikisinin ¢ogu

tiirevleri glisin bolgesinin kompetatif antagonistleridir.

3- Agilmasi kimyasal haberciye bagli oldugu kadar membran potansiyeline de
baghdir. Bu, NMDA reseptorlerini diger voltaj kontrollii kanallardan ayiran bir
Ozelliktir (45,49).

Voltaja bagimlilik diger kanallarda olmayan farkli bir mekanizmadan
kaynaklanmaktadir. Diger kanallarda, membran potansiyelindeki degisiklikler,
intrensek voltaj sensoriiniin sayesinde kanalda konformasyonel degisikliklere neden
olurken NMDA ile aktive olan kanalda ekstrensek bloker olan Mg*? (ekstraselliiler
Mg*?) acik olan kanal kapayan bir tika¢ gibi davranir ve iyon akisina engel olur.
Istirahat membran potansiyelinde (-65 mV’da) Mg*? kanala sikica baglanir. Ancak
membran depolarize oldugunda (6rnegin, non-NMDA reseptorleri glutamat ile aktive

+2

oldugunda), Mg elektrostatik etkiyle kanaldan uzaklastirilir ve Na* ile Ca™’un
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gecisine izin verir. Bu nedenle NMDA reseptorlerinde en yiiksek iyon akimi her iki
kosulun da gerceklesmesiyle ortaya c¢ikmaktadir. Bu ozellikleri nedeniyle NMDA
reseptOrii sinapstaki presinaptik aktivite ve postsinaptik depolarizasyonu es zamanli
olarak saptayan bir ara¢ gibi davranmakta ve postsinaptik hiicreye yeterli miktarda
ikincil haberci iyon olan Ca**’un girisine imkan vermektedir. Bu da sinaptik

baglantinin kuvvetindeki plastik degisiklikleri baslatmaktadir (45,49,54).

Bir¢ok hiicrede hem non-NMDA reseptorler hem de NMDA reseptorler
bulunmaktadir. Mg*?, istirahat membran potansiyelinde NMDA reseptor kanalini
bloke ettigi icin, NMDA reseptorlerinin EPSP’lerin olugmasinda énemli bir katkisi
yoktur. Bu nedenle istirahat durumunda olusan EPSP’lerde biiyiikk oranlarda non-
NMDA reseptorlerinin katkis1 bulunmaktadir. Depolarizasyon arttik¢a Mg+2 NMDA
reseptor kanalindan uzaklagmakta ve NMDA reseptor agilarak bu kanallardan iyon

akis1 gergeklesmektedir (47-50).

NMDA reseptor kanalinin diger bir farki goreceli olarak daha yavas agilip
yavas kapanmasi ve bu oOzelligi nedeniyle EPSP’lerin ge¢ fazina katkida
bulunmasidir. EPSP’nin ge¢ fazi, Mg+2’un kanali1 bloke etmesi nedeniyle, tek bir
presinaptik sinyalden sonra zayif bir yanit olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Oysa
presinaptik noron ard arda sinyaller gonderirse postsinaptik hiicrede EPSP’ler
toplanarak 20 mV veya daha fazla bir depolarizasyon olusturmaktadir. Bu durumda
NMDA reseptorii biiyiik olciide Ca*®un katkisi ile daha biiyik akimlara yol
agmaktadir. NMDA reseptor aktivasyonu sonucu, post-sinaptik hiicrelerde, Ca*®’a
bagimli enzimler ve bazi ikincil haberciler devreye girmektedir. Bu biyokimyasal
reaksiyonlar, sinapsta bazi uzun vadeli modifikasyonlara katkida bulunan sinyal
yollarin1 tetiklemektedir. Ogrenme ve bellek olusumunda, sinapsta gerceklesen
degisikliklerin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu
presinaptik aktiviteye bagl oldugu ve uzun siireli sinaptik modifikasyonlar ile ortaya
ciktig1 icin ¢ogu kez bu duruma aktiviteye bagimli sinaptik modifikasyonlar

denmektedir (47,49).

Gen knockout teknikleri kullanilarak 6grenme ve hafizada rolii olan NMDA
reseptoriine bagli sinaptik plastisite kesfedilmistir. Yapilan bu deneyler, CAIl

hipokampal NMDA reseptoriiniin  hipokampusa bagimli mekéansal hafiza ve



29

mekansal olmayan hafizanin olugmasi i¢in gerekli oldugunu ortaya koymustur (15).
Ogrenmenin degisik formlarmin meydana gelmesinde rolii olan hipokampusta
sinaptik plastisitenin bir tiirii olan “uzun siireli potansiyalizasyon-long term potention
(LTP)” 6grenme ve hafizanin néronal mekanizmalarini arastirmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (49,53). LTP, sinaptik kuvvetteki aktiviteye bagimli uzamis
potansiyel olarak tanimlanabilir (54). Daha 6nceki c¢alismalar hipokampal sinaptik
plastisitenin LTP benzeri formlarinin mekansal 6grenme ve hafiza ile iliskili
olabilecegini gostermistir (49). Hipokampusun CA1 bolgesindeki LTP’nin
indiiksiyonu bir dizi olayr igermektedir. Ilk olarak NMDA reseptor kanalmin
presinaptik glutamat salinimina cevap olarak agilmasi igin postsinaptik membranin
yeterince depolarize olmas1 gerekmektedir. Kanalin acilmasi postsinaptik hiicre i¢i
Ca*? konsantrasyonunun énemli  derecede yiikselmesine olanak vermektedir.
Ca'®daki bu artis metabotropik glutamat reseptoriiniin  aktivasyonuna bagh
fosfoinozitid diizeylerindeki yiikselmeyle birlikte proteinkinaz C (PKC) ve
CAMKII’nin de dahil oldugu proteinkinazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
proteinkinazlar daha sonra sinaptik kuvvette uzun siireli modifikasyonlara yol agacak

proteinleri diizenlemektedirler (54).

Homosinaptik “uzun siireli depresyon-long term depression-(LTD)” ise
sinaptik kuvvetin aktiviteye bagimli uzamis zayiflamasi olarak tanimlanir ve bir
anlamda LTP’nin fonksiyonel karsitidir. CA1l alanindaki LTP gibi LTD’nin
indiiksiyonu da NMDA reseptorlerinin aktivasyonuna ihtiyag duymaktadir (15,54).

Sinaptik  aktivitenin  regiilasyonunda  protein  fosforilasyonu  ve
defosforilasyonunun énemli mekanizmalar oldugu diisiiniilmektedir. NMDA reseptor
kanalinin alt birimleri farkli proteinkinazlar ve protein fosfatazlar tarafindan
dogrudan fosforile ve defosforile edilmektedir. NR1, NR2A ve NR2B alt birimleri
hem cAMP bagimli protein kinaz A (PKA) hem de PKC tarafindan farkli
bolgelerden fosforile edilebilmektedir. CAMKII, NR2B alt biriminin karboksi
terminal ucundaki spesifik bir kalintiyr ve/veya onun NR2A alt birimindeki
karsiligin1 fosforile etmektedir. Protein tirozin kinaz da NR2A ve NR2B alt

birimlerini fosforile etmektedir (56).
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2.5.2. NMDA Reseptor Tipleri

NMDA reseptorlerinin su ana kadar tanimlanan yedi tane alt birimi vardir.
Bunlar; NR1, NR2A-B-C-D ve NR3A-B. NMDA reseptorleri beynin tiimiinde
yaygin olarak bulunmaktadirlar ancak baskin olarak 6n beyine lokalize olmuslardir.

En yiiksek diizeyde bulunduklari yer ise hipokampiisiin CA1 bolgesidir (45).

NRI1: Glisin baglayici bdlgeyi igerir. 938 aminoasittenten meydana gelmistir.
105,5 kDA agirhigindadir. NR1 reseptor alt birim ekspresyonu SSS’de hemen hemen

her yerde bulunmaktadir.
NR2: Glutamat baglayici bolgeyi igerir. 4 alt birimi bulunur:

NR2A: Beyinde postnatal eksprese edilir. 1464 aminoasitten meydana gelir ve
165,5 kDA agirligindadir. Ekspresyonu i¢in ylizeyde NR1 N-terminalinin bulunmasi
gereklidir. NR2A mRNA’s1 tiim beyinde yaygin olarak bulunur; fakat serebral

korteks, hipokampiis ve serebellumda daha yogun olarak bulunmaktadir.

NR2B: Tim embriyonik beyinde eksprese edilir. Ayrica embriyonik ve
neonatal kardiyak myositlerde eksprese edilir. Postnatal olarak yalniz 6n beyinde
eksprese edilir. 1482 aminoasitten olusur ve 165,9 kDA agirligindadir. NR2B’nin
ekspresyonu 6nbeyinde, serebral korteks, hipokampiis, septum, kaudat ve putamende

secici olarak yiiksek diizeyde bulunmaktadir.

NR2C: Postnatal olarak serebellumda eksprese edilir. 1239 aminoasitten olusur
ve 135,4 kDA agirhgindadir. NR2C’nin ekspresyonu ise serebellumda dominant

olarak bulunurken, talamusda ve olfaktér bulbusda daha az olarak bulunmaktadir.

NR2D: Diencephalon ve beyin sapinda embriyonal ve neonatal olarak eksprese
edilir. 1323 aminoasitten olusur ve 142,9 kDA agirligindadir. NR2D’nin
ekspresyonu ortabeyin ve arkabeyinde yiiksek iken; diisiik diizeyleri talamusda,
olfaktor bulbusda ve beyin sapinda bulunmaktadir. NR2A ekspresyonununa

tamamlayicidir.

NR3: Silik fonksiyon gosteri. NR3A ve NR3B olarak iki tiptir. Ca*?
permeabilitesi yavas ve uzun siirer. NR3A; Serebellum hari¢ korteks, hipokampiis
(CAl1), ortabeyin, arkabeyin ve spinal kordda eksprese edilir. Neonatal

ekspresyonlari ¢ok gii¢liidiir, sonra azalmaya baglamaktadir (48,49).
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2.5.3. NMDA Reseptoriiniin Yapisi

Su anda genellikle hemfikir olunan nokta; NMDA reseptorlerinin NR1 alt
birimleri ve beraberinde NR2 alt birimlerinin en azindan bir tipinden olusan
heteromerik yapilar oldugu seklindedir. NR2 alt birimlerinden gelen domainler glisin
baglanma bolgesini olusturmaktadir. Membrana dogru dizilmis her glutamat reseptor
alt birimi, farkli yaklasimlarin bir bileskesinden ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢aligmalar
kaginilmaz bir kanit ortaya koymustur: NMDA reseptér, AMPA reseptor ve kainat
reseptor alt birimleri 3 adet membrana uzanan domain igermektedir (M1, M3 ve
M4). M2 domaini membrana sitoplazmik kenardan daldirilmis sekilde bir biikliim
olusturmaktadir. Her NMDA reseptor alt birimi genis bir ekstraselliiler N-terminal

domaini ve intraselliiler C- terminali igermektedir (48,49,54).

NMDA reseptor poru Ca*?a yiiksek derecede gecirgenlik saglar ve Mg+2 ile
bloke olur. NMDA reseptor, voltaja bagimli tek iyonotropik reseptordiir. Normal
miktarlarda Ca*? bazi bellek tiplerinin olusmasinda gerekli sinyal yollarim
tetiklemektedir. NMDA reseptorlerinin aktivitesi, Mg* ile voltaja hassas blokaji ve
Ca'%a gecirgenligi, pora uzanmis olan M2 segmentindeki aminoasit kalintilarina
dayanmaktadir. Katyon seciciligi, M2 segmentinin kritik bir alanina (N alani)
dayanmakta, bu alan NR1 ve NR2 alt birimlerinde bulunan bir asparajin kalintisi
tarafindan olusturulmaktadir. NR2 alt birimi, membranin ekstraselliiler yiiziinden
gelen MgJ'2 iyonlart i¢in temel baglanma bdlgesini igermektedir. Yani Mg+2 bloklar1
M2’deki kritik asparajin kalintilar1 veya onlara ¢ok yakin olan aminoasit
kalintilarinin etkilesimine dayanmaktadir. Bu baglanma bolgesi; N bolgesi, yiiksek
Ca'? gecirgenligi igin kritiktir. NR1 kalntilari, kanalm dis vestibiiliinii
olusturmaktadir. Bu vestibiil M3 (C-terminal ucunda) ve M4 (N-terminal ucunda)

segmentlerinin M1’den 6nce gelen pargalari tarafindan olusturulmustur (47-49,54).

2.6. ACh Reseptorleri

Kolinerjik Sistem, sempatik ve parasempatik sistemin 1. sira noéronlarindan ve

parasempatik sistemin 2. sira ndronlarindan olusur. Bu néronlarin ganglionlardaki
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veya noroefektor kavsaklardaki akson uclarindan saliverilen ve sinaptik asirimdan

sorumlu olan nérotransmitteri asetilkolindir (57).

ACh reseptorleri, farmakolojik oOzelliklerine gore smiflandirilmistir.
Smiflandirma nikotin ve muskarin adli iki alkaloidin reseptordeki farmakolojik
aktivitesi iizerine kuruludur. Muskarinik ACh (mACh) reseptorlerinin antagonisti
atropin ile nikotinik ACh (nACh) reseptorlerinin antagonisti d-tiibokiirarin adl
ajanlarin tamamen farkli aktiviteleri vardir. Bu da ACh i¢in birden fazla reseptor

oldugunu desteklemektedir (57-58).

Noromuskiiler — kavsaktaki nACh  reseptorleri,  Ni/N,  reseptorler;
ganglionlardaki nACh reseptorleri Nao/Ng reseptorler olarak bilinir. SSS’de bulunan
¢ok sayida farkli noéronal nACh reseptor vardir. Bunlar kaslardakilerden ¢ok
ganglionlardaki nACh reseptorlerine benzerler. Giiniimiizde SSS’de en az 10 farkli
nikotinik reseptor o alt birimi ve 4 farkh [ alt birim geni tammlanmis ve
Klonlanmistir (59). Nikotinik ve muskarinik reseptorlerin alt birimleri periferik sinir
sisteminde ayn anatomik lokalizasyonlar gosterirler ve bu da simflandirmay:
kolaylastirir. Iskelet kaslarinin reseptédrleri ndromuskiiler kavsak veya postsinaptik

motor son plak bolgesinde birlikte bulunmaktadir (57).

Adrenal bezde parasempatik ve sempatik ganglionlarda postsinaptik noronlarda
ganglionik nikotinik reseptorler bulunur.  Ganglionik nikotinik reseptorler
embriyonik néral krestten orijin alan dokularda bulunur. Sempatik ve parasempatik
ganglionlarda benzer ozellikler gosterir. Muskarinik reseptorler postganglionik
parasempatik transmisyondan sorumludur. Ancak terleme, piloereksiyon gibi
sempatik sinir sisteminden kaynaklanan olaylar muskarinik reseptorlerce yonetilir
(57).

2.6.1. Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri (nAChR)

Ik olarak Electrophorus Californica adli baligin elektrik organindan

(elektroplaktan) sodyum dodecyl siilfat gibi bir anyonik deterjan kullanilarak
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¢cozlinmesi saglanan NACh reseptorleri ayrigtirtlip saflagtirilarak ayritili sekilde

incelenmis, aminoasit sekanslar1 saptanmistir (58).

NACh reseptorleri, yapica ligand kapili katyon kanallaridir. nACh reseptor
proteini bes polipeptid alt birimden olusan pentamerik bir yapiya sahiptir. Bu alt
birimlerin aminoasit kalintilarinin %30 ila 40’1 homologtur. Alt birimler a, 8, Y, 6 ve
¢’dur. Kaslarda o alt biriminin 2 kopyasi vardir, diger 3 alt birim §3, y ve & tek kopya
seklindedir. Nikotinik reseptdr protein kompleksinin molekiil agirligi 280 kD’dur. Bu
alt birimler bir merkezi kavite gevresinde yerlesmislerdir. Reseptoriin ¢ok biyiik bir
kismi ekstraselliller ylizdedir. Bu merkezi kavite bir iyon kanalidir. Dinlenim
durumunda iyonlara gecirgen degildir. Aktive oldugunda 6,5 A° acilmakta ve acik
kanal Kkatyonlara selektif hale gelmektedir. Kanal temelde Na®, Ca™ ve K
katyonlarim1 gecirmekle beraber, ACh ile aktive edilip agildiginda Na* kanali gibi
calisir ve depolarizasyona yol agar. iki a alt birimi ve y ile § alt birimlerinin o alt
birimine bakan yiizleri agonist ve kompetitif antagonist baglanma bdlgelerini
olusturur. Dolayisiyla o alt birimine ligand baglanirken, 8 alt birimi reseptore ligand
baglanmasini ve reseptdriin desensitizasyon hizin1i modiile eder. Ligand kapili katyon
kanali yapisindaki reseptor ailesinin hepsinde o alt biriminde 128. pozisyondaki
sistein ile 142. pozisyondaki sistein arasinda disiilfid kopriisii vardir. Yine o alt
birimini tanitan yapisal 6zellik olarak 192-193. sistein aminoasitleri arasinda disiilfid
kopriisiti vardir. Son ¢alismalar géstermistir ki o alt birimindeki 185. ve 200.
rezidiiler agonist ve antagonist baglanma yiizeylerinin bir kismini olusturdugu igin
onemlidir. Agonist baglayan bolgeler tirozin ve triptofan gibi aromatik yan zincirler

icerirler ki bunlar agonistlerle katyonik etkilesim saglarlar (57,58).

Her bir alt birim polipeptid zinciri 4 tane membrani kateden 4 hidrofobik
segmentten olusur. Bu transmembran bolgeler 210. kalintidan sonradir ve molekiil
ekstraselliiler ylizeyde amino terminal kisimla son bulur. Bu 4 segment, M;, M, M3
ve M, olarak isimlendirilmektedir. M3 ve M, arasinda genis stoplazmik bir loop
vardir. Bu intraselliiler loop serin/treonin kinazlar i¢indir. My iyon kanalina gore
proksimaldedir. a helikal yapidadir ve kanal liimenine dogru serin ve treonin
kalintilar1 igerir. Reseptoriin iyon kanalinin, kanalin derinliklerinde stoplazmik
bolgede yer alan bir kapisi oldugu diisiiniilmektedir. Iyon selektivitesini kanalin

cevresinde yerlesim gosteren her 5 alt birimin yiiklii aminoasitlerinin olusturdugu
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halka kontrol eder. Bu kontrol bdlgesi ekstraselliller kisimda o-Glu 262’den
stoplazmik kisimdaki a-Glu 241°e kadardir. a-Thr 244’e denk gelen pozisyondaki
amidlerin hidrojen iskeletleri ve karbonil gruplar1 ve hidroksillenmis aminoasitlerin

olusturdugu halka ile iyon selektivitesi ve permeabilitesi ayarlanir (58).

NACh reseptorleri dinlenim konumundayken ACh’e goreceli olarak diisiik
affinite gosterir. Agonist baglandiginda, iyon kanali kapali-dinlenim konumundan
actk konuma gecer, Na*, K, ve Ca*? akimi olur. Aktivasyon esnasinda ACh’e ilgi
artmistir, allosterik etkilesimle diger bir ACh molekiiliiniin baglanmas1 artmaktadir.
Yiiksek konsantrasyonlarda ACh varliginda ACh’e affinite de artmaktadir. Agonistin
ortamdaki varliginin devam etmesiyle iyon kanali kapanir ve reseptor desensitize
olur. Bu durumda, nACh reseptorleri agonist baglanmasina yiiksek affinite gosterse
de aktivasyona direnglidir. Desensitize haldeki reseptoriin bir¢gok durumu vardir.
Desensitizasyon ve geri doniis oran1 nACh reseptdr alt birimine gore degisir. Orn: a7
NACh reseptor ¢ok hizli desensitize olur. Uzayan agonist uygulamasi reseptorii
inaktive duruma gegcirebilir ve geri donlisii ¢ok yavas olur. a4 ve 32 néronal nACh
reseptorleri kronik nikotin tedavisiyle inaktivasyona egilimlidir. Dinlenim, agik ve
desensitize konumlar arasi1 gegisler reversibldir. Agonistler, reseptorii aktive (agik)
konuma getirirler, antagonistler ise tercihen nACh reseptorlerini dinlenim veya

desensitize konfigiirasyonlardan biri seklinde kapali konumda tutarlar (58, 60).

NACh reseptorleri, daha 6nce deginildigi gibi bir katyon kanalinin intrinsik bir
boliimiinii teskil ederler veya baska bir deyisle bu kanalla direkt olarak
kenetlenmislerdir. nACh reseptorlerinin ACh ve diger nikotinik reseptor agonistleri
tarafindan aktive edilmesi kanalin kisa bir siire i¢in a¢ilmasina neden olur; bu sirada
kanalin iletkenligi nisbeten fazlaca artar (gangliyon alt-tipinde 35-40 ve c¢izgili kas
alt-tipinde 35-50 pikoSiemens). nACh reseptoriiniin kenetlendigi katyon kanali tipi
esas olarak Na**u ve daha az derecede olarak Ca*® ve K'u geciren kanallardir. Bu
kanallarin agilmasi hiicreleri depolarize eder; gangliyon ve iskelet kasi hiicrelerinde
EPSP olusturur. Bu potansiyel ¢izgili kasin ndéromiiskiiler kavsaginda son plak

potansiyeli diye adlandirilir (57).

a’larin en az 10 ve ’larin en az 4 alt birimi vardir (a1’den a10’a kadar, $1’den

B4’c kadar). Reseptoriin yerine ve tipine gore igerdigi alt birim tiirleri degiskenlik



35

gosterir. nACh reseptorleri otonom ganglionlarda, adrenal kromaffin hiicreleri,
primer duysal noronlarda ve iskelet kas liflerinde olmak {izere periferde genis bir
dagilim gosterir (58,59). Kas son plaktaki nNACh reseptorleri (01)2180 seklindeki alt
birim kombinasyonu gosterir halbuki ekstrajunctional nACh reseptorleri (o)231Y0
seklindeki alt birim kombinasyonundan olusur (Fetal ve denerve kaslarda) (58).
Beynin hemen her bolgesinde hem presinaptik hem postsinaptik olarak

yerlesmislerdir. nACh reseptorleri daha ¢ok prejunctionaldir (57).

2.6.2. Nikotinik Asetilkolin Reseptorlerin Alt Birimleri

Cizgili kaslarin ndromuskiiler kavsaklarindaki nACh reseptorleri ve otonomik
ganglionlarla, adrenal medullanin kromaffin hiicrelerindeki nACh reseptorleri belirli
blokor ilaglara kars1 duyarliliginin farkli olmasina bakarak ayirt edilmistir. Bunlardan
1. tip, cizgili kas tipi (N1/Npy) reseptorler ve 2. tip, ganglion tipi (N2/Ng)
reseptorlerdir. Daha sonra SSS noronlarinda noéronal nACh reseptorleri
tanimlanmistir. Cizgili kas tipi (Ny) reseptorler a-tiibokiirarin, pankuronyum ve
benzeri ¢izgili kas fel¢ edici ilaclar tarafindan selektif ve giiclii bir sekilde bloke
edilirler. Ganglion (Ng) tipi reseptérler heksametonyum, mekamilamin ve diger
gangliyon bloke edici ilaglar tarafindan selektif bir sekilde bloke edilirler;
dimetilfenilpiperazinium (DMPP) maddesi bu reseptorlerin selektif bir agonistidir.
Bir yilan zehiri olan a-bungarotoksin ¢izgili kas tipi reseptorleri selektif olarak bloke
eder, fakat gangliyon tipi reseptorlere etkisizdir. Diger bir yilan zehiri K-
bungaratoksin (diger adiyla noronal bungarotoksin) gangliyon tipi reseptdrleri
selektif olarak bloke eder. ACh ve nikotin, ¢izgili kas ve gangliyon tipi kolinerjik
reseptorlerin non-selektif agonistleridir. Noronal SSS tipi reseptorlerin altbirim
bilesimi digerlerinden farkli olmakla beraber, yukarida sayilan toksin ve ilaclara
duyarliklar1 gangliyon tipi reseptorlerinki ile aynmidir. Ny, reseptorler, erigskin kasinda
2 tane al ve birer tane 31, € ve 9 alt birimlerinden olusur, iletkenligi 35-50 pS’dir.
Embriyonik kasta & alt biriminin yerini y alt birimi almistir. Ng’ler genellikle sadece

a3 ve [34 alt birimlerinden olusan pentamerlerdir (57)
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2.6.3. Noronal Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

1980°de [*H]-Nikotinin sigan beyninde baglanma bélgeleri oldugu ve bu
bélgelerin essiz nikotinik farmakolojiye sahip oldugu rapor edilmistir. [*H]-Nikotin,
a-bungarotoksin ile bloke olmaz. Bildirilen klonlanmis ilk néronal nACh reseptor alt
birimi 1986°da a3’diir. Giiniimiizde memelilerde saptanan noronal nACh reseptor alt
birimleri 11 (02—a7 a9, al0 B2—f4) tanedir. Buna ek olarak kus tiirlinde o8 alt
birimi tanimlanmistir. o ve [ alt birimleri ayr1 fakat iligskili gen familyasindandir
(58).

nACh reseptorleri daha once de belirtildigi gibi santral ve periferik sinir
sisteminin  her yerinde bulunurlar. Otonomik ndrotransmisyon ve kas
kontraksiyonunun baglatilmasi1 seklindeki asil roliine ek olarak, SSS’de nACh
reseptorleri daha ¢ok modiilator rolii oynar. Noronal nACh reseptorleri, AH, PH,
Sizofreni, Tourette Sendromu, Dikkat Bozuklugu gibi hastaliklarla iligkisi nedeniyle
Oonem kazanmaya baglamistir. Néronal nACh reseptorleri bu hastaliklarin tedavisinde

ilaglar igin hedef olarak algilanmaktadir (58).

Noronal nACh reseptorleri o ve [ alt birimlerinin  pentamerik
kombinasyonlarindan olusur, bu da noéronal nACh reseptorlerine cesitlilik saglar.
Xenopus Oocytes ve memeli hiicre dizisinde nACh reseptorlerinin  heterolog
ekspresyonu bazi kurallarla diizenlenir bu da dogal nACh reseptorlerinin alt
birimlerini sinirlar. a2, a3 ve a4 alt birimlerinin 2 ve B4 alt birimleriyle ikili
kombinasyonlart fonksiyonel nACh reseptorlerini olusturur, ancak o5 ve (3 alt
birimleri genellikle fonksiyonel nACh reseptorlerini olusturamaz. Bunlar da en
azindan diger alt birimlerle bir araya gelerek heteromerler olustururlar. a6 alt birimi,
B4 ile fonksiyonel nACh reseptorii olusturabiliyor. Yine a6 alt birimi (3 ile
kombinasyon olusturuyor. a6 alt birimi biyojenik amin igceren ndronlarda lokalizedir.
a7, a8 ve a9 alt birimleri saglam homomerik reseptorler olustururlar. o10 alt birimi
sadece fonksiyonel a9 alt birimi ile birlikte reseptor olusturacak sekilde eksprese

edilir. 09 alt birimi i¢eren reseptorler muskarinik reseptorlerin bazi 6zelliklerini tagir
(60).

Dogal sistemlerde, nACh reseptorlerinin alt birim kombinasyonu hakkinda

bilgi yetersizdir. Sadece birkag major alt birim tanimlanmistir. Bunlardan biri
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a4B2’dir. SSS’de goreceli olarak ¢ok miktardadir, SSS’nin predominant
kombinasyonudur. Diger major alt birim a7’dir. Genellikle santral ve periferik sinir
sisteminde homomerik nACh reseptorii seklinde bulunur. Invivo sartlarda o7 alt
birimi iceren reseptériin yiiksek Ca*? permeabilitesi vardir. o3 alt birimi genellikle
B2, B4 ve a5 alt birimleriyle daha ¢ok periferik ganglionlarda bulunmaktadir.
SSS’deki nACh reseptorleri presinaptik lokasyonlarda fonksiyon gostermekte ve bazi
norotransmitterlerin salinimini diizenlemektedirler. Elektrofizyolojik ve mikrodializ
caligmalar1 sonucunda elde edilen kanitlar gostermektedir ki glutaminerjik,
dopaminerjik, seratonerjik, peptiderjik ve kolinerjik yolaklar presinaptik nikotinik

reseptorlerin kontrolii altindadir (58,60).
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3. MATERYAL ve METOT

Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Arastirma Projeleri Yénetim Birimi
tarafindan 1860-TU-09 proje numaras1 ile desteklenen c¢alismamiz, SDU Tip
Fakiiltesi Hayvan Uretimi ve Deneysel Arastirma Merkezi ve Biyokimya Anabilim
Dali  Arastirma Laboratuvarinda  gerceklestirilmistir.  Calismamiz, deney
hayvanlarmin bilimsel amagla kullanilabilmesi igin SDU Tip Fakiiltesi Hayvan Etik
Kurulundan 10.03.09 tarih ve 03 sayili karari ile onay alinarak etik kurul kurallarina

uygun bir sekilde yapilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda genetik ¢esitliligin saglanmasi i¢in baslangigta Wistar Han cinsi
toplam 30 adet disi si¢an kullanildi. Bu sayede daha ¢ok anneden yavru alinarak daha
karma gruplar olusturulmasi saglandi. Sicanlar Kontrol ve Gida Boyasi gruplari
olarak 15’erli 2 gruba ayrilmistir. Calismada her bir sigcan ayr1 bir kafese
konulmustur. Gida boyast grubuna gida boyasi karisimi deney hayvanlarinin gebe
kalmalarindan 1 hafta 6ncesinden itibaren verilmeye baslanmis ve doguma kadar
devam edilmistir. Boya karisimi her bir sigana maksimum 1 ml olacak sekilde her
giin oral gavaj ile verilmistir. Verilen gida boyalari asagida belirtilen boyalar
kullanilmak suretiyle igme suyunda ¢ozdiiriilerek haftalik olarak hazirlanmig ve hafta

boyunca buzdolabinda saklanmistir.

Kullanilan boyalar ve ADI degerleri: Eritrosin 0,1 mg/kg/giin (32), Ponso 4R 4
mg/kg/giin (33), Allura Red AC 7 mg/kg/giin (34), Sunset Yellow FCF 2,5
mg/kg/giin (35), Tartrazin 7,5 mg/kg/giin (36), Amarant 0,5 mg/kg/giin (37) Brilliant
Blue FCF 12,5 mg/kg/giin (38), Azorubin 4 mg/kg/giin (39), ve Indigotin 5
mg/kg/giin (40).
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ADI degerleri temel alinarak her bir sicanin agirligina gore giinliik alabilecegi
maksimum doz hesaplanmistir. Gida boyasi grubuna es zamanli olarak kontrol
grubuna da oral gavaj ile her giin 1 ml igme suyu verilmistir. 1. haftanin sonunda her
bir kafese ciftlesmenin saglanmasi i¢in birer erkek sican 5 giin siireyle birakilmustir.
Gida boyast ve kontrol grubu sicanlarinin gebe kalmalari bu sekilde saglanmustir.
Erkek sicanlarin kafeslere konuldugu giin gebeligin 1. giinii kabul edilmistir. Gida
boyasi grubundan 8 sican, kontrol grubundan da 8 si¢an dogum yapmistir. Dogum
sonrasinda yavrular 1 ay slireyle anneyle beraber kaldiktan sonra gida boyasi ve
kontrol gruplar1 da kendi iginde erkek ve disi olmak iizere 2 gruba ayrilmistir. Tim
sicanlar standart 151k (12 saat aydinlik / 12 saat karanlik) ve 1s1 (23°C) kosullarinda
yasatilmis, yeteri kadar su ve yem (Korkutelim Yem, Standart Sigan Yemi) ile
beslenmiglerdir. Yavru si¢anlar 3 aylik olduklarinda her bir gruptan 12’ser adet sigan
secilmigtir. Siganlar secilirken her anneden en az bir erkek, bir disi yavru alinmasina
Ozellikle dikkat edilmistir. Erkek ve disi yavrular arasindan se¢im rastgele
yapilmistir. Sonucta her biri 12 sigandan olusan dort grup olusturulmustur: Gida
Boyas1 Disi (GBD), Kontrol Disi (KD), Gida Boyasi Erkek (GBE) ve Kontrol Erkek
(KE).

Daha sonra intraperitoneal olarak uygulanan % 10’ luk ketamin (Alfamin,
Alfasan IBV.) - %2’lik ksilazin (Alfamin, Alfasan IBV) anestezisi altinda si¢anlarin
basi govdesinden ayrilarak beyin dokulari alinmistir. Beyindeki hipokampiislerin
izolasyonu i¢in, buz paketlerinin {izerine fosfat tamponuyla 1slatilmis filtre kagitlari
yerlestirilerek bir diizenek hazirlanmistir. Beyin dokulart alinir alinmaz bu diizenek
tizerinde hipokampiisler ¢ikarilmis, 6nceden hazirlamis ve etiketlenmis 50 mM fosfat
tamponu iceren ependorf tiiplerine konulmus ve analizin yapilacag: tarihe kadar -

20°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1- Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2- Santrifiij: Jouan B4[ (Fransa)
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3- Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

4- Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvicre)

5- Vorteks: Niive NM 100 (Tirkiye)

6- Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

7- pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

8- Manyetik karigtirici: Niive (Tiirkiye)

9- Elektroforez cihazi: EC Apparatus Corporation 250-90 (ABD)
10- Biyokimya analiz6rii: Olympus AU2700 (Japonya)

11- Kodak Image Station 2000 MM (USA)

12- Cam-Teflon homojenizator

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

SDS-PAGE ve Western Blot i¢in Kullanilanlar:

1- Akrilamid: bisakrilamid % 30 T, % 2,6 C; Sigma (Almanya)
2- Tris, Merck (Almanya)

3- Gilisin, Merck (Almanya)

4- SDS, Merck (Almanya)

5- APS, Merck (Almanya)

6- TEMED, Merck (Almanya)

7- 2-Merkaptoetanol, Merck (Almanya)

8- Brom Fenol Blue, Merck (Almanya)

9- Sodyum Klortir, Merck (Almanya)

10- Tween 20, Merck (Almanya)

11- Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)
12-EDTA, Merck (Almanya)

13-EGTA, Merck (Almanya)

14- Leupeptin, Sigma (Almanya)
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15- Aprotinin, Sigma (Almanya)

16- Benzamidin, Sigma (Almanya)

17-Triton X-100, Sigma (Almanya)

18- Immobilon-P, Sigma (Almanya)

19- Kromotografi filtre kagidi, Whatman (ingiltere)

20- Metanol, Merck (Almanya)

21- Hidroklorik Asit, Merck (Almanya)

22- Anti NR2A, Millipore (Avustralya)

23- Anti NR2B, Millipore (Avustralya)

24- Anti AchRa7, Santa Cruz (ABD)

25- Anti AchRo4, Santa Cruz (ABD)

26- Anti AchRB2, Santa Cruz (ABD)

27- Monoklonal anti-rabbit 1gG, Sigma (ABD)

28- BCIP/NBT Phosphatase Substrate, Sigma (Almanya)
29- Prestained Molecular Weight Marker, Sigma (ABD)

3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

SDS-PAGE ve Western-Blot i¢in Kullanilanlar:
1- 4 X Coziicii Tampon: 1,5 M Tris HCI, pH: 8,8

36,3 g Tris 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH: 8,8'e ayarlanir. Sogutulup

pH tekrar 8,8’e ayarlanir. 200 ml'ye distile suyla tamamlanir.
2- 4 x Paketleyici Tampon: 0,5 M Tris HCI, pH: 6,8

12,1 g Tris, 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH: 6,8 e ayarlanir. Sogutulup

pH yeniden 6,8'e ayarlanir. 200 ml'ye distile suyla tamamlanir.
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3- Cozicii jel: (% 7,5’luk)

Distile su 4450 nul
Acril : bisacril % 30 T, % 2,6 C 2500 pl
4 x ¢oziicii tampon (tris HCI, pH: 8,8) 2500 pl
% 10 SDS 100 pl
% 10 APS 450 pl
TEMED 10 pl

4- Paketleyici jel: (% 4’lik)

Distile su 3050 ul
Acril : bisacril % 30T, % 2,6 C 650 ul
4 x paketleyici tampon (tris-HCI, pH: 6,8) 1250 ul
% 10 SDS 50 ul
% 10 APS 50 pl
TEMED 5ul

5- Homojenizasyon Tamponu: pH: 7,5 50 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 1 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 25 pg/ml Leupeptin, 25 pg/ml Aprotinin, 10 uM benzamidin
ve % 1’lik Triton X-100 bulunacak sekilde total hacim 30 ml’ye tamamlandi.

6- Numune Tamponu:

Paketleyici tampon (0,5 M Tris-HCI, Ph: 6,8) | 2,0 ml
Gliserol 1,6 ml
% 10 SDS 3,2ml
2-Merkaptoetanol 0,8 ml
% 0,1(w/v) Brom fenol blue 0,4 ml

7- Yiriitiicti Tampon: 15 gr Tris, 72 gr Glisin, 5 gr SDS, pH: 8,3’¢ ayarlanip

distile su ile 1 litreye tamamlanir. 5 kat sulandirilarak kullanilir.
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8- Transfer Tamponu: 0,606 gr Tris, 2,882 gr Glisin ve 1 ml % 10 SDS, distile

suile 160 ml’ye pH: 8,2-8,4 olacak sekilde tamamlanir. 40 ml metanol eklenir.

9- TTBS (Tris-Tween-Buffer Saline): 18,15 gr Tris, 26,25 gr NaCl, 3 ml
Tween 20 (yogun bir madde oldugu i¢in pipetle yavasca cekilir) pH: 7,5 olarak

ayarlanip 3 litreye distile suyla tamamlanir.

10- Primer antikorlar: NR2A 1/500, NR2B 1/500, AchRa7 1/200, AchRa4
1/200, AchR2 1/200 oraninda, taze % 1 BSA-TTBS ile diliie edilerek hazirlandi.

11- Sekonder antikor: Antirabbit 1gG (Alkalen fosfataz konjuge) 1:10000
oraninda, taze % 1 BSA-TTBS ile diliie edilerck hazirlandi.

3.2. Metot

3.2.1. Hipokampiis Orneklerinin Homojenizasyonu

Ayni gruptaki farkli sicanlara ait hipokampiis ornekleri tartilip yeterli protein
konsantrasyonunu saglamak amaciyla 4 hipokampiis 1 6rnek olusturacak sekilde
birlestirilmis ve ardindan 1/5 oraninda homojenizasyon tamponu ile karistirilarak
homojenize edilmistir. [lk adimda buz iizerinde teflon-cam homojenizator ile 18-20
darbede homojenizasyon yapilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 10000 g’de +4
°C’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Siipernatantlarinda Olympus AU2700
cihazina uyumlu ticari kit ile spektrofotometrik yontem ile protein Ol¢iimii
yapilmustir. Son olarak siipernatanlar1 yedeklenerek calisilincaya kadar -20 °C’ye

kaldirilmistir.

3.2.2. SDS-PAGE Yontemi

Laemmli’nin yontemi esas alinarak ¢alisilmistir (61). % 7,5°lik ¢oziicti jel ve %
4’liik paketleyici jel hazirlandi. Kuyucuk basina son konsantrasyonu 50 ugr protein

ekmek i¢in numunelerin proteinleri ol¢lildi. Buna gore 50 pgr proteinin kac pl
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¢ozeltide bulundugu hesaplanarak her kuyucuga ekilecek numune hacmi belirlendi.

Doku homojenati numune tamponu ile 1/1 oraninda karistirilarak uygulanmustir.

3.2.3. Western Blot Yontemi

SDS-PAGE prosediirii ile 6rneklere elektroforez uygulanarak protein bantlar
elde edildi. Daha sonra polyvinylidene difluorid (PVDF) membrana (immobilon-P)
transfer edilmek tizere transfer tankina alindi. Transfer prosediirii sonrasi anti NR2A,
anti NR2B, anti nAChay, anti nAChoy4 ve anti NAChf3; iceren soliisyonlarda bir gece
boyunca bekletildi. Daha sonra sekonder antikorla 1 saat siire ile inkiibe edilen
membranlar, taze hazirlanan BCIP/NBT soliisyonunda yeterli boyanma saglanana
kadar bekletildi. Olusan bantlar Kodak Image Station 2000MM cihaz1 kullanilarak
tarandi. Elde edilen bant yogunluklar1 her bir reseptor alt birimi i¢in kendi arasinda
karsilagtirildi (62).
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirmeler SAWP Statistic programi kullanilarak yapildi.

Gruplarin verileri ortalama ve standart sapma dagilimlari ile gosterilmistir.

Gruplar kontrol disi- gida boyasi disi ve kontrol erkek- gida boyasi erkek
olmak tizere 2’li karsilastirildi. Levene Homojenite testi yapildi. Dagilim homojen
olmadig1 i¢in non-parametrik test olan Mann-Whitney U testi ile 2’li karsilastirmalar
yapildi.

Istatistik anlamlilk degeri %95 giiven araliginda %35 hata pay1 ile p<0,05
olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Western Blot Analizi ile NR2A, NR2B, nAChR a7, nAChR 04 ve

NAChR B2 Reseptor Duzeyleri

Tablo 3’te reseptorlerin optik dansiteleri toplu olarak verilmistir. Sekil 2-6’da

her reseptoriin western blot goriintii 6rnekleri, grafik 1-5’te ise reseptorlerin optik

dansiteleri verilmistir.

Reseptér konsantrasyonlar1  degerlendirilirken her

cins kendi

icinde

karsilastirilmistir. Kontrol grubu optik dansite ortalamasi 100 kabul edilmis ve optik

dansiteler her iki grupta da kendi kontroliine gore hesaplanmustir.

Tablo 3. Western Blot analizi ile NR2A, NR2B, nAChR a7, nAChR a4 ve nAChR
B2 reseptorlerinin optik dansiteleri. Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

Gruplar NR2A NR2B

nAChR a7

nAChRo4

nAChR p2

Kontrol
Erkek (KE) 100+0 100+0
(n=12)

Gida Boyas
Erkek (GBE) 100,67£13,05 117,00£3,61%*
(n=12)

Kontrol Disi
+ +

(KD) (n=12) 1000 1000

Gida Boyasi

Disi (GBD) 103,33+7,09 86,00+6,56*

(n=12)

100+0

95,67+12,74

1000

103,33+4,16

100+0

94,33+6,35*

1000

111,67+£22,48

100+0

106,70+5,98%*

1000

105,00+6,08

*: Kendi kontrolleriyle karsilagtirildiklarinda anlamli gruplar (p<0,05, Mann-Withney U

testi).

Tablo 3’te goriildiigii gibi, gida boyast verilenlerde NR2B reseptor
konsantrasyonlar1 erkek sicanlarda kontrol grubuna gore %17°lik bir artig gosterirken

(p<0,05) dist siganlarda % 14°liik bir diisiis (p<0,05) gostermistir.
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Gida boyast verilen erkek siganlarda NAChR o4 reseptér konsantrasyonu
%S35,67 azalirken, nAChR B2 reseptorii %6,70 artmistir (her ikisi i¢in p<0,05). Gida
boyasit verilen disi sicanlarda ise her iki reseptérde de anlamli bir degisiklik

bulunmamustir (p>0,05).

NR2A ve nAChR a7 reseptorlerinde de her iki cinste kontrolleriyle

karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05).
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EE GBE ED GBED

Sekil 2. NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi (KE: Kontrol Erkek, GBE: Gida Boyasi Erkek,
KD: Kontrol Disi, GBD: Gida Boyas1 Disi).

NR2A (Erkek)
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£ 08 HGidab
-§> 106 - 1da boyasi
S 104 -
E 102 -
] 100 -
a 98 -
2 100
&= 96 -
94
Kontrol Gida boyasi

Grafik 1. NR2A’ya ait optik dansite sonuglar
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GBD KD GBE KEE

Sekil 3. NR2B’ye ait Western Blot drnegi (KE: Kontrol Erkek, GBE: Gida Boyasi Erkek,
KD: Kontrol Disi, GBD: Gida Boyasi Disi).

NR2B (Erkek)
140 - %
g 120 - O Kontrol
% 100 -
_N
£ 80 -
§ 60 - 0 Gida
§ 40 | 100 boyasi
&
é 20 -
0 .
Kontrol Gida boyasi
NR2B (Disi)
105 ~
g 100 - OKontrol
o - *
g 95 -
':.g
g 90 - 100 B0 Gida
)
2 85 - boyasi
2
2 80 -
=
75 -
Kontrol Gida boyasi

Grafik 2. NR2B'ye ait optik dansite sonuglari (*: Kontrolle karsilastirldiginda anlamlilig
gosterir, p<0,05, Mann-Withney U testi).
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EF GBE ED GED

sekil 4. nAChR a7’ye ait Western Blot 6rnegi (KE: Kontrol Erkek, GBE: Gida Boyasi
Erkek, KD: Kontrol Disi, GBD: Gida Boyas1 Disi).

NAChR a7 (Erkek)
110 ~
_ O Kontrol
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%
S 100 ® Gida
: boyasi
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E‘ 100
é 90 A 95,67
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Kontrol Gida boyasi
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O
- 108 - Kontrol
X
= 106 B Gida
z boyasi
S 104 -
<=
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z
2 100 -
&
v B
= 98 100 103,33
96
Kontrol Gida boyasi

Grafik 3. nAChR a7’ye ait optik dansite sonuglari.
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Sekil 5. nAChR 04 Western Blot 6rnegi (KE: Kontrol Erkek, GBE: Gida Boyasi1 Erkek, KD:
Kontrol Disi, GBD: Gida Boyasi Disi).

NAChR o4 (Erkek)
102 -
*

X 100 -
et O Kontrol
z |
55 98 B Gida boyasi
g 96 -
> 100
£ 94 -
&
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90 . .

Kontrol Gida boyasi
NAChR o4 (Disi)
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O Kontro
& 140 -
1
E 120 - B Gida boyas1
é 100 -
= 80 -
=
~ 60 -
2 100
= 40 -
-5
= 20 -
0 .
Kontrol Gida boyasi

Grafik 4. nAChR o04’e ait optik dansite sonuglar1 (*: Kontrolle karsilastinldiginda
anlamhligi gosterir, p<0,05, Mann-Withney U testi).
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GBE KE GBD KD

Sekil 6. NAChR (32’ye ait western blot drnegi (KE: Kontrol Erkek, GBE: Gida Boyasi Erkek,
KD: Kontrol Disi, GBD: Gida Boyas1 Disi).

NAChR B2 (Erkek)
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nAChR B2 (Disi)
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102 -+
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@ Gida boyasi
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100

94 T
Kontrol Gida boyasi

Grafik 5. nAChR B2’ye ait optik dansite sonuglar1 (*: Kontrolle karsilastinldiginda
anlamhligi gosterir, p<0,05, Mann-Withney U testi).
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6. TARTISMA

Yaptigimiz ¢alismada anne karninda gida boyalarina maruz kalan yavrularin,
eriskin hale geldiklerinde hipokampiis bdlgesindeki NMDA reseptor alt
birimlerinden NR2A ve NR2B ile nACh reseptér alt birimlerinden nAChR o4,
NAChR B2 ve nAChR a7 diizeyleri aragtirilmistir. Sonugta bazi reseptor diizeylerinde
farkliliklar tespit edilmistir. Bu farkliliklar cinsiyete gore de degiskenlik gostermistir.
Gida boyalar1 erkek siganlarda NR2B ve nAChR P2 reseptor alt birimlerinin
ekspresyonlarinda artisa sebep olurken, nAChR o4 alt biriminde azalmaya yol
acmustir. Disi siganlarda ise sadece NR2B ekspresyonunu azaltmistir.

Calismamizda inceledigimiz NMDA ve nACh reseptorleri hipokampuste
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu reseptorler 6grenme, hafiza ve kavrama
fonksiyonunda 6nemli rol oynamaktadir (15).

Gebeligin 6.ayindan dogumdan birkag¢ yil sonrasina kadar olan kritik gelisme
doneminde SSS disaridan gelen uyarilara daha duyarhidir. Bu donemde gida
katkilarina maruziyet, 6grenme ve davranis iizerine olumsuz etkilere neden
olabilmektedir (4,5,14). Yapilan deneysel ve Kklinik calismalar, cesitli katki
maddelerinin noéropsikiyatrik ve norotoksik etkilerine isaret etmektedir. Ancak bu
etkilerin SSS’de hangi mekanizmalar tzerinden gergeklesiyor olabilecegi agik
degildir. Bu yolagin NMDA reseptorleri ve nACh reseptorleri tizerinden olabilecegi
ya da bu reseptorlerin kismen rol oynayabilecegi distincesiyle bu ¢alisma
gergeklestirilmistir.

Literatiir taramalarinda gida katki maddelerinin reseptor diizeylerine etkisinin
arastirildigl benzer bir ¢alismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla tartigma, reseptorlerin
ise karisabilecegi 6grenme ve DEHB gibi konularla iliskili literatiirler ilizerinden
yapilmaya calisilmistir.

Katki maddeleri ile 6grenme ve hiperaktivite iliskisi deneysel modellerde ve
hiperaktif ¢cocuklar {izerinde gergeklestirilmistir.

Sicanlar ile yapilan deneysel c¢alismalardan birinde, neonatal donemde maruz
kalman monosodyum glutamatin hipotalamusta noronal nekroza yol agarak

davranigsal anomalilere neden oldugu ve 6grenme kabiliyeti ve biligsel fonksiyonlar
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azalttig1 gosterilmistir (63). Bir diger arastirmada, Narayanan ve ark. 3 hafta siire ile
oral monosodyum glutamat verilen periadelosan donemdeki siganlarda hafiza ve
davranigsal performansin olumsuz yonde etkilendigini gozlemlemis ve eszamanl
verilen oral askorbik asidin, noroprotektif etki gostererek hafiza ve davranigsal
performans {izerine olan istenmeyen etkileri azaltici yonde etki ettigini rapor
etmislerdir (64).

Sobotka ve ark. gebelik ve laktasyon doneminde %1-2 oraninda tartrazin alan
sicanlarin disi yavrularinda hafif siddette gecici néromotor gelisimsel gecikmeler
oldugunu gostermislerdir (65).

Tanaka iki nesil iizerinde bir ¢alisgma gergeklestirmiglerdir. Bu g¢alismada, 5
haftalik disi farelere bazi gida katki maddeleri vererek deneye baslamislardir.
Sicanlar 9 haftalik olduklarinda gebe kalmalar1 saglanmis, gebelik siiresince katki
maddeleri verilmeye devam edilmistir. Dogan yavrulara da 9 hafta oluncaya kadar
katki maddeleri verilmeye devam edilmistir. Bu g¢alismada katki maddelerinin
annelerde tiiremeye etkileri, yavrularda ise gelisimsel ve davranigsal etkileri
aragtirtlmistir. Bunun i¢in labirent testi, yiizme testi, sirt {istii pozisyondan diiz
pozisyona ge¢me testi ve koku oryantasyonu testi gibi diizenekler kullanilmistir.
Calismada eritrosin, ponso 4R, sunset yellow FCF, amarant ve allura red AC’nin
cesitli konsantrasyonlart ayri1 ayr1 uygulanarak bireysel etkileri ortaya koyulmaya
calisilmistir. Sonugta eritrosin, ponso 4R, sunset yellow FCF, amarant ve allura red
AC farelerin davranigsal parametrelerini ve Ogrenme yetilerini olumsuz olarak
etkilemistir. Bu etkiler cinsiyete ve tiiketilen katki maddeleri miktarina gore farklilik
gostermistir (66-70).

Gida katki maddelerinin davranis ve biligsel etkilerinin arastirildigir en
kapsamli klinik arasgtirma 1997 yilinda Ward tarafindan yapilmistir. Yaslart 7-13
arasinda degisen 486 hiperaktif cocugun dahil edildigi bu calismada anket
degerlendirme sonuglarina gore hiperaktif ¢cocuklarin %60°inda gida katki maddeleri
ile davranig bozuklugu arasinda bir iligski oldugu gosterilmistir. Kontrol grubunda ise
bu oran %12 olarak tespit edilmistir (71).

Mattes ve Gittelman, 11 hiperaktif ¢ocuga birer hafta siire ile sirasiyla
Feingold’un katkilardan arindirilmis diyeti, gida boyasi ihtiva eden diyet ve gida

boyasi ihtiva eden ancak goriintii ve koku olarak gida boyasi i¢erdigi belli olmayan
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diyet (plasebo) vermistir. Belirti skorunu dgretmen, ebeveyn ve psikiyatrist verileri
ve psikolojik testler ile degerlendirdiklerinde Feingold diyetinin belirtilerde belirgin
bir degisiklige neden olmadigini gézlemlemislerdir (72). Mattes, 1976 -1983 yillar1
arasindaki gida katki maddeleri ve hiperaktivite iligkisini arastiran tiim raporlari
gbzden gegirmis ve Feingold diyeti ile hiperaktif belirtilerde azalma arasinda belirgin
bir iliskinin olmadigini iddia etmistir (73).

Borris ve Mandel, DEHB tami kriterlerine uyan 26 c¢ocugun 19’unda
Feingold’un katkilardan arindirilmig diyeti ile DEHB belirtilerinde belirgin gerileme
gbzlemlemislerdir. Atopinin eslik ettigi DEHB olan cocuklarin arindirilmis diyet
tedavisine daha iyi yanit verdiklerini rapor etmislerdir (14).

Bateman ve ark. tarafindan yapilan plasebo kontrollii ¢ift kor bir ¢aligmada,
cocuklara baslangicta bir hafta kimyasal renklendirici ve koruyuculardan arindirilmig
gida ve sonra {i¢ hafta boyunca rastgele secilen guruplara ayri ayr giinliik 20 mg
renklendirici (sunset yellow FCF, tartrazin, karmosin, ponso 4R), 45 mg koruyucu
(sodyum benzoat) ve plasebo verilmistir. Calismanin sonunda kimyasal renklendirici
ve koruyucularin diyetten ¢ekilmesiyle hiperaktif davranislarda belirgin bir azalma,
bu maddelerin diyete eklenmesi ile anlamli bir yiikselme ortaya ¢iktigi ve bu
degisikligin altta yatan hastaliktan bagimsiz oldugu gosterilmistir (74).

McCann ve ark. 3 yas ve 8-9 yas grubundaki toplam 267 cocugun diyetlerine
farkli oranlarda katki maddesi ihtiva eden iki ayr1 karisimi (karisim A, B) ¢ift kor ve
randomize olarak eklemisler. (Karigim A: Tartrazin, ponso 4R, sunset yellow FCF,
karmosin ve sodyum benzoat; karisim B: Kinolin sarisi, sunset yellow FCF, allura
red, karmoisin ve sodyum benzoat). Arastirmacilar bu calismada 6gretmen gozlemi,
ebeveyn gozlemi ve simf i¢i gozlemi esas alarak sentetik renklendiricilerin ve
koruyucularin davranis modelleri {izerine olan etkilerini degerlendirmislerdir.
Karigim A verilen 3 yasindaki ¢ocuklarin davranis modellerinde plaseboya kiyasla
belirgin etkilenim goriiliirken, karistm B alanlarda anlamli  bir degisiklik
saptanmamistir. Ancak 8 yasindaki hasta grubunda her iki karistmin da davranig
modelleri tlizerine olumsuz etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu etkilesimin doz ve
yasa bagli olarak degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir (75).

Pelsser ve ark. DEHB tanis1 almis 27 ¢ocuk hastada katki maddelerinden

arindirilmig diyetin hastalik belirtileri {izerine etkisini arastirmis ve sonuclar ebeveyn
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ve Ogretmenler tarafindan degerlendirilmistir. Ebeveyn degerlendirmesine gore
cocuklarin %73’linde, Ogretmen degerlendirmesine gore ise %70’inde hastalik
belirtilerinde gerileme oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise bu oranlarin
strastyla %12 ve % 0 oldugu saptanmistir (76).

Ogrenmenin degisik formlarinm meydana gelmesi ve bellegin olusmasinda
sinaptik plastisitenin bir formu olan LTP rol oynamakta, LTP’nin indiiksiyonu i¢in
ise NMDA reseptorlerine ihtiya¢ bulunmaktadir (49,54). NMDA reseptor kanalinin
presinaptik glutamat salinimina cevap olarak agilmasi sonucu postsinaptik hiicre igi
Ca'? konsantrasyonu yiikselmektedir. Ca**daki bu artis fosfoinozitid diizeylerindeki
yukselmeyle birlikte gesitli protein kinazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
protein kinazlar daha sonra sinaptik plastisitede uzun vadeli modifikasyonlara
katkida bulunan sinyal yollarmi tetiklemektedir. Ogrenme ve hafizada sinapsta
gerceklesen bu degisikliklerin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (54).

NMDA reseptor alt birimlerinin ekspresyonlari reseptorin fonksiyonunu
belirlemede 6nemlidir. Farkl dizeyde eksprese olmalari farkl etkiler ortaya gikarr.
Farkh klinik tablolarda farkli alt birimlerin ekspresyonu gerceklesmektedir. Ogrenme
ve bellegin bozuldugu yash siganlarda NR2B alt birimi ekspresyonunun énemli
olctide azaldig fakat NR2A alt birim ekspresyonunun degismedigi goralmustar (77).
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde hem néronal nACh reseptorlerinin hem de
NMDA reseptérlerinin asagr dogru duazenlendigi (down regulasyona ugradigi)
goralmustar (78). NMDA reseptorlerinin, o6zellikle de NR2B alt birimlerinin
azalmasinin, hafiza bozukluguna katkida bulundugu dusuntlmektedir. NR2B alt
biriminin artmig ekspresyonunun mekansal o6grenme ve hafizayr arttirdig
goralmustir (79). Bizim c¢alismamizda NR2B erkeklerde artarken disilerde
azalmistir. Bu sonuglar erkeklerde Ogrenmenin lehine, disilerde aleyhine gibi
degerlendirilebilirse de, bu ¢aligmada hafiza ve 6grenme deneyleri yer almadigindan
NR2B ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler ile 6grenme ve hafiza olgusunun
direkt iliskilendirilmesi dogru olmayabilir.

Diger yandan, NMDA reseptorlerinin asir1 ekspresyonu ise eksitotoksisiteye
yol acarak sinir harabiyetine neden olabilmektedir (80). Postsinaptik eksitator

membran reseptorlerinin asir1 uyarilmasi sonucu Ca* bagimli voltaj kanallar
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acilarak protein kinaz, fosfolipaz, proteaz, nitrik oksit sentaz gibi enzimlerin
aktivasyonlarini igeren bir olaylar dizisi baslar ve sonugta hiicre Sliimii gergeklesir.
Eksitotoksisitenin gelistigi bu olaylarda NMDA reseptorleri, Ca*?a Karsi yiiksek
gecirgenliginden dolay1 diger eksitatdr aminoasit reseptorlerine gore daha baskin rol
oynamaktadir (81) Eksitotoksisitenin olusmasinda ikinci bir mekanizma da eksitatr
aminoasit reseptdrlerinin yetersiz uyarilmasi sonucu apoptozisin tetiklenerek sinir
harabiyetinin gelismesidir (82).

Bizim ¢alismamizda erkek si¢canlarda NR2B ve nAChR B2 artmis, nAChR a4
ise azalmigtir. Disi sicanlarda ise NR2B azalmistir. Bu sonuglar reseptor
diizeylerinde  farkli  etkilenmeler = oldugunu  gostermektedir. = Reseptor
ekspresyonlarinda olusan degisiklikler, yukarida anlatilan mekanizmalar tizerinden
eksitotoksisite meydana getirerek daha onceki galismalarda da ortaya konan katki
maddeleri aracil norotoksisiteden sorumlu olabilir.

NR2A dogumdan sonra sentezlenmeye baslamaktadir (48,49). Bu ¢alismada
NR2A diizeylerinde hem erkek hem de disilerde bir farklilik bulunmamustir.
Embriyonik donemde NR2A sentezi olmadigi i¢in bu dénemdeki bir maruziyetten
NR2A diizeylerinin etkilenmemesi beklenilen bir sonugtur.

Lau ve ark. sinir hiicresi kiiltiirlerine cesitli gida katki maddelerini uygulayarak
norotoksisite gelistigini saptamislardir. Calismalarinda aspartam ve L glutamik asit
kaynakli norotoksisitenin NMDA reseptor antagonisti verilerek onlendigini ancak
kinolin saris1 ve brilliant blue FCF kaynakli norotoksisitenin geri donmedigini ortaya
koymuslardir. Sonugta kinolin sarisi ve brilliant blue FCF’nin sebep oldugu
norotoksisiteden NMDA reseptorlerinin sorumlu olmadiginm savunmuslardir (83). Bu
sonuglar bizim yorumlarimizla bir geliski olusturuyor gibi goriinmektedir. Ancak bu
arastirma, oncelikle in vitro bir deney olmasi, uygulama siire ve doz farkliliklan
acisindan bizim calismamizdan ayrilmaktadir. Ayrica arastirmacilar calismalarinda
direkt olarak NMDA reseptor diizeylerini 6lgmemislerdir. Yorumlarim NMDA
reseptor antagonistleri tzerinden dolayh olarak yapmaya calismislardir. Bizim
calismamiz ise in vivo olarak diizenlenen ve direkt reseptor ekspresyonlarinin
olcildiigii bir calismadir. Bu yiizden NMDA reseptor ekspresyonlarindaki degisiklik

norotoksisite lehine yorumlanabilir.
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Calismamizda erkek ve disilerde aym katki maddelerine farkli cevaplar elde
ettik. Bir etkenin erkek ve disiler {lizerinde farkli etkiler gosterebilmesi birgok
nedenden dolayr miimkiindiir. Nitekim Tanaka cesitli katki maddelerini farelere
uygulamis ve 6grenme ve davranis testlerinde cinsiyetler arasinda farklar oldugunu
tespit etmislerdir (66-70).

Biyolojik sistemler, diizenleyici bir isarete karsi {i¢ tip zamansal yanit verir. A
tip yanit, uyarici igaretin siirekli varligia bagimli olarak, gen ifade hizinda bir artigla
karakterizedir. Uyarict ortadan kalktiginda gen ifade hizi bazal diizeye iner. B tip
yanit, diizenleyici isaret devamli kalsa dahi gen ifadesinde gegici bir hiz artist
olmasini gosterir. Diizenleyici isaret sonlandiktan ve hiicreye kendi haline donmesine
izin verildikten sonra, tekrar diizenleyici bir isaret verilmesine ikinci bir gegici yanit
verildigi gozlenebilir. C tip yanit, diizenleyici bir igarete karsi, hatta bu isaret ortadan
kalktiktan sonra dahi gen ifade hizinda siirekli kalan bir artig1 belirler (84). Bizim
calismamizda, anne karninda maruz kalinan Kkatki maddelerinin bazi olumsuz
etkilerinin eriskin donemde ortaya ¢ikmasi veya eriskin donemde de devam etmesi,
genlerin bu maddelere verdigi C tip zamansal yanitla iligkili olabilir.

Anne karninda gida boyalarina maruziyet eriskin donemde 6grenmede rol
oynayan reseptorlerin bazilarinin diizeylerini etkilemektedir. Bu etki cinsiyete gore
farklilik gostermektedir. Reseptor diizeyindeki ekspresyon degisiklikleri katki
maddelerinin sebep oldugu one siiriilen norotoksisite ile iligkili olabilir. Ancak bu
degisikliklerin fonksiyonel olarak bir etki olusturup olusturmadiginin tam olarak
tespit edilebilmesi i¢in 6grenme deneyleri; ndrotoksisitenin ortaya konmasi icin ise
noron sayimi ve histopatolojik diizeyde incelemeleri igeren daha kapsaml
calismalara ihtiyac vardir. Bunun yani sira ortaya ¢ikan etkinin, karisim halinde
verilen gida boyalarinin hangilerinden kaynaklandiginin ve bu boyalarin
sinerjistik etki gosterip gostermediginin belirlenmesi agisindan her bir renk
maddesinin hem ayr ayr1 hem de farkli kombinasyonlarinin degerlendirildigi ileri

caligmalar planlanmalidir.
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OZET

Dogum Oncesi Maruz Kalinan Sentetik Gida Boyalarimin Ogrenmede Rol
Alan Reseptérler Uzerine Etkisinin Aragtirilmasi

Son yillarda gida katki maddelerinin kullaniminda belirgin artis vardir.
Gebeligin altinci ayindan dogum sonrasi ilk birka¢ yila kadar olan donem insanlar
icin kritik gelisme donemidir. Bu donemde gida katki maddelerine maruziyetin,
cocuklarda bazi davranissal ve gelisimsel rahatsizliklara ve 6grenme problemlerine
yol acgtig1 iddia edilmektedir. Katki maddelerinin 6grenme {izerine etkilerinin hangi
mekanizma ile gergeklestigi tam olarak bilinmemektedir. NMDA ve nACh
reseptorlerinin 6grenme ve hafizada rol oynadigr diisiiniilmektedir. Bu amagla,
calismamizda dogum 6ncesi maruz kalinan sentetik gida renklendiricilerinin NMDA
reseptorii alt birimlerinden NR2A ve NR2B ile nACh reseptorii alt birimlerinden
NAChRS; a7, a4 ve 32 lizerine etkilerini arastirdik.

Calismamizda 30 adet disi sigan kontrol grubu ve gida boyasi grubu olmak
tizere iki esit gruba boliindii. Gida boyasit grubuna, gebe kalmalarindan bir hafta 6nce
baslanarak gebelik sonlanincaya kadar dort hafta boyunca, sik kullanilan dokuz
sentetik renklendirici karigim halinde giinliik olarak verildi. Kontrol grubuna da es
zamanl olarak igme suyu verildi. Dogan yavrular ii¢ aylik olduklarinda, her bir
gruptan 12 disi ve 12 erkek yavru sican rastgele secildi. Secilen sicanlarin
hipokampiisleri ¢ikarilarak homojenatlarinda NR2A, NR2B alt birimleri ve nACh
reseptorii a7 , o4, B2 alt birimleri Western Blot yontemi ile calisildi. NR2A ve
NAChR a7 reseptor ekspresyonu agisindan her iki cinsiyette de kontrol grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Gida boyasina maruz
kalan erkek siganlarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda NR2B ve nAChR (2
reseptor ekspresyonunda sirasi ile %17’lik ve %6,70’lik artis, NAChR a4 reseptor
ekspresyonunda ise %5,67 azalma saptandi (p<0,05). Gida boyasina maruz kalan disi
sicanlarda ise NR2B reseptor ekspresyonunda % 14’luk azalma gozlendi (p<0,05).

Anne karninda gida boyalarina maruziyet eriskin donemde 6grenmede rol alan
reseptoOrlerin bazilarinin diizeylerini etkilemektedir. Bu etki cinsiyete gore farklilik
gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Sentetik gida renklendiricileri, NMDA reseptor, NACh reseptor
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Artificial Food Colorings, Exposed During
Prenatal Term Via Mothers Diet, On The Receptors Involved in Learning And
Memory

Recently, there has been a significant increase in the use of food additives.
Exposure to food additives during the critical development window, which in
humans extends from the sixth month of gestation to several years after birth, has
been implicated in the induction and severity of some childhood behavioral and
developmental disorders and learning disabilities. However, the mechanism of these
effects of food additives on learning remains unclear. NMDARs and nACHRs are
thought to be effective at learning and memory process. In this study, we aim to
investigate the effects of intrauterine exposure to synthetic food colors on subunit
concentration of NMDARs; NR2A and NR2B and nAChRs; a7 , a4f2 isoforms in
rats.

Thirteen female rats were equally divided into two groups as control group and
food color group. A mixture of nine food colors was given daily to the food color
group during period of four weeks from the preconception to birth. The control group
was given tap water during the same period. Three months after birth 12 male and 12
female offspring from the each group were selected randomly. Their hippocampi
were extracted and NR2A, NR2B subunits and nAChR a7, a4f2 isoforms were
assessed by Western Blotting analysis. NR2A and nAChR a7expression of the
groups were not statistically significant (p>0,05). NR2B and nAChR B2 expression
were significantly increased (respectively 17% and 6.70%) in male offspring
exposured to food colors compared with the control, whereas nAChR o4 was
significantly decreased (5.67%) (p<0,05). In female offspring exposured to food
colors, only NR2B expression was significantly decreased compared with the control
(14%) (p<0,05).

The results indicate that exposure to synthetic food colors during fetal period in
rats may lead to alterations of expression of NMDA and nACh receptors in
adulthood. These alterations differ according to sex.

Keywords: Artificial food colourings, NMDARs and nACHRs



=

@

10.

11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.

61

KAYNAKLAR

Yilmaz O, Tiirktas I. Besin katki madde reaksiyonlar1. T Klin Allerji-Ast:m 2003; 5:91-95.
Mantovani A, Maranghi F, Purificato I, Macri A. Assessment of feed additives and
contaminants: an essential component of food safety. Ann Ist Super Sanita 2006;42(4):427-
32.

Wiithrich B. Adverse reactions to food additives. Ann Allergy 1993; 71: 379-84.

Feingold BF: Hyperkinesis and learning disabilities linked to the ingestion of artificial food
colors and flavors. J Learn Disabilities 1976; 9:19-27.

Feingold BF: Food Additives andHyperkinesis: Letter to the editor. J Learn Disabilities
1977; 10:64-6.

Eigenmann PA, Haenggeli CA. Food colourings and preservativesallergy and hyperactivity.
Lancet 2004; 364:823-4.

Conners CK, Goyette CH, Southwick DA, Lees JM, Andrulonis PA. Food additives and
hyperkinesis: a controlled double-blind experiment. Pediatrics 1976;58(2):154-66.

Conners CK. Food Additives and Hyperactive Children. (New York: Plenum Press, 1980),
pp. 45-54.

Harley JP, Matthews CG. The hyperactive child and the Feingold controversy. Am Pharm.
1978 ;18(6):44-6

Harley JP, Matthews CG, Eichman P Synthetic food colors and hyperactivity in children: a
double-blind challenge experiment. Pediatrics 1978 ;62(6):975-83.

Spring C, Vermeersch J, Blunden D, Sterling H. Case studies of effects of artificial food
colors on hyperactivity. J Special Education 1981;15:361-372.

Dogruyol H. Gidalardaki Katki Maddeleri ve Zararlari; Cocukluk Hiperaktivitesi. Giincel
Pediatri 2006; 2: 42-8.

Mattes JA, Gittelman R. Effects of artificial food colorings in children with hyperactive
symptoms. A critical review and results of a controlled study. Arch Gen Psychiatry
1981;38(6):714-8

Boris M, Mandel FS. Foods and additives are common causes of the attention deficit
hyperactive disorder in children. Ann Allergy 1994;72(5):462-8.

Yakamura T, Shimoji K. Subunit and site spesific pharmacology of the NMDA receptor
channel. Progress in Neurobiology 1999; 59:279-298.

Altug T. Gida Katki Maddeleri. In: Altug T, 3. Baski, izmir: Sidas Medya Ltd Sti, 2009:1-
16.

Calisir ZE, Caliskan D. Gida katki maddeleri ve insan saghg tizerine etkileri. Ankara Ecz
Fak Derg 2003;32 (3):207-206.

Saldaml: I, Uygun U. Gida katki maddeleri. In: Saldaml: i, Ankara: 2007: 533-577.
Saldaml: 1. Gida Kimyasi. Ankara: Hacettepe Universitesi Yayinlari, 1998: 489-495,
http://www.kkgm.gov.tr/yonetmelik/560.html (Erisim tarihi 07.08 2010).
http://www.kimyaevi.org/TR/Genel/Arama.aspx?F6E10F8892433CFFAAF6AA849816B2E
F4376734BED947CDE (Erisim 10 Agustos 2010).

Griffiths JC. Coloring Foods and Beverages. Food Technology 2005; 59: 38-44.

Erdogan Y. Cesitli Gida katki Maddelerinden Allium Cepa L.’de Mitoz béliinme,
Kromozomlar ve DNA Miktar1 Uzerine Etkileri. Yiiksek Lisans Tezi, Sivas, Cumhuriyet
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 2008.
http://www.zmo.org.tr/resimler/ekler/1c542dfe6edfc3d _ek.pdf?tipi=14&sube= (erisim tarihi
07.08.2010)

Yilmaz S. Gida katki maddeleri ve genotoksik etkileri. Doktora Tezi, Ankara, Gazi
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 2008.

http://www.kkgm.gov.tr/kanun/5179.html (Erisim tarihi, 06.07.2010)

Atman CU. Gida katki maddeleri ve gida kontolii STED 2004;13(3):86-8.


http://www.zmo.org.tr/resimler/ekler/1c542dfe6e4fc3d_ek.pdf?tipi=14&sube
http://www.kkgm.gov.tr/kanun/5179.html

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,
43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

62

Ding M. Gidalara Katilan Bazi Suda Coziinen Sentetik Boyalarin Belirlenmesi, Yiiksek
Lisans Tezi, Tekirdag, Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 2007.

Demirdag K, Uysal V. Renklendiriciler. In: Altug T, 3. Baski, izmir: Sidas Medya Ltd Sti,
2009:169-191.

Erdogan S. Ankara Piyasasinda Satisa sunulan Bazi Gidalarda Sentetik Boya Miktarlarinin
Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi,
2007.

http://www.food-info.net/tr/e/e100-200.htm (Erisim tarihi 07.08.2010)
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/Additive-174.pdf (Erisim
tarihi 15.08.2010).
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/Additive-329.pdf (Erigim
tarihi 15.08.2010).
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/Additive-011.pdf (Erisim
tarihi 15.08.2010).
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/monograph5/additive-450-m5.pdf ~ (Erisim
tarihi 15.08.2010).
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/Additive-458.pdf (Erigim
tarihi 15.08.2010).
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/Additive-018.pdf (Erisim
tarihi 15.08.2010).
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/additive-059-m1.pdf  (Erisim
tarihi 15.08.2010).
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monographl/Additive-050.pdf (Erisim
tarihi 15.08.2010).
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/monograph10/additive-234-m10.pdf (Erisim
tarihi 15.08.2010).

Wilson BG, Bahna SL. Adverse reactions to food additives. Ann Allergy Asthma Immunol
2005 ;95(6):499-507.

Simon R. Update on sulfite sensitivity. Allergy 1998;53: 78-9.

Yildinm M. Tip Ogrencileri i¢in Klinik Noroanatomi, 4. Baski (geviri), istanbul: Nobel Tip
Kitabevleri Ltd Sti, 2000.

Dere F. Noroanatomi ve Fonksiyonel Noroloji. Birinci baski, Adana: Okullar Pazar
Kitabevi, 1990.

Ozawa S, Haruyuki K. Glutamate receptors in the mammalian central nervous system.
Progress in Neurobiology 1987;54: 581-618.

Heresco U. Glutamatergic neurotransmission modulation mechanisms of antipsychotic
atypicality. Neuropsychopharmacology & Biological Psychiatry 2003;23: 1113-1123.
Goebel DJ, Poosch MS. NMDA receptor subunit gene expression in the rat brain: a
guantative analysis of endogenous mRNA levels of NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D and
NR3A. Molecular Brain Research. 1999; 69: 164-170.

Cull-Candy S, Brickley SG. NMDA receptors. Encyclopedia of Life Sciences. 2001.

Carroll RC, Zukin RS. NMDA-receptor trafficking and targetting: implications for synaptic
transmission and plasticity. Trends in Neuroscience. 2002; 25: 571-577

Meldrum BS, Akbar MT, Chapman AG. Glutamate receptors and transporters in genetic and
acquired models of epilepsy. Epilepsy Research 1999; 36(2-3): 189-204.

Anwyl R. Metabotropic glutamate receptors: electrophysiological properties and role in
plasticity. Brain Research Reviews 1999; 29(1): 83-120.

Smith Y, Charara A, Paquet M, Kieval JZ, Paré JF, Jesse E. lonotropic and metabotropic
GABA and glutamate receptors in primate basal ganglia. Journal of Chemical
Neuroanatomy 2001; 22(1-2): 13-42.

Petrie RXA, Reid IC, Stewart CA. The N-methyl-D-aspartate receptor, synaptic plasticity
and depressive disorder. Pharmacology and therapeutics 2000; 7:11-25.


http://www.food-info.net/tr/e/e100-200.htm
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/monograph5/additive-450-m5.pdf
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monograph1/Additive-458.pdf
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monograph1/Additive-018.pdf
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monograph1/additive-059-m1.pdf
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/Monograph1/Additive-050.pdf
http://www.fao.org/ag/agn/jecfa-additives/specs/monograph10/additive-234-m10.pdf

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.
74.

75.

63

Wittenberg GM, Tsien JZ. An emerging molecular and cellular framework for memory
processing by the hippocampus. Trends in Neurosciences. 2002; 25:571-577.
Candelario-Jalile E, Gonza’'lez-Falco’'na E. Wide therapeutic time window for nimesulide
neuroprotection in a modelof transient focal cerebral ischemia in the rat. Brain Research
2004; 1007:98-108.

Khanduja KL, Sohi KK. Nimesulide inhibits lipopolysaccharide-induced production of
superoxide anions and nitric oxide and iNOS expression in alveolar macrophages. Life
Sciences 2006; 78: 1662-1669.

Kayaalp SO. Tibbi Farmakoloji, 9. Baski. B6liim 6: Santral sinir sisteminin farmakolojisinin
temelleri, Boliim 7: Kolinerjik Sistem. 2000.

Kara Y. Kronik asetil salisilik asit ve ¢ vitamini uygulamasinin yasl si¢anlarda uzamsal
hafiza, NMDA reseptorlerinden NR2a, NR2b ve nikotinik kolinerjik asetilkolin
reseptorlerinden a7, a4B2 subtiplerine etkileri, Uzmanhk Tezi, Isparta. Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya anabilim Dali, 2009.

Newman MB, Arendash GW, Shytle RD, Brickford PC, Tighe T, Sanberg PS. Nicotine’s
oxidative and antioxidant properties in CNS. Life Sciences 2002; 71.

Wonnacott S. Presynaptic nicotinic ACh Receptors, Trends in Neurosciences 1997; 20: 92-
98

Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 1970; 227:680-689.

Delibas N, Doguc DK, Sutcu R, Eroglu E, Gokalp O. Effect of Nicotine on hippocampal
nicotinic acethyl choline alfa7 receptor and NMDA receptor subunits 2A and 2B expression
in young and old rats. International Journal of Neuroscience 2005;115 (8):1151-1163.

Ali MM, Bawari M, Misra UK, Babu GN. Locomotor and learning deficits in adult rats
exposed to monosodium-L-glutamate during early life. Neurosci Lett 2000;284(1-2):57-60.
Narayanan SN, Kumar RS, Paval J, Nayak S. Effect of ascorbic acid on the monosodium
glutamate-induced neurobehavioral changes in periadolescent rats. Bratisl Lek Listy
2010;111(5):247-52.

Sobotka TJ, Brodie RE, Spaid SL. Tartrazine and the developing nervous system of rats. J
Toxicol Environ Health 1977;2(5):1211-20.

Tanaka T. Reproductive and neurobehavioral effects of Sunset yellow FCF administered to
mice in the diet. Toxicol Ind Health 1996 Jan-Feb;12(1):69-79.

Tanaka T Reproductive and neurobehavioural toxicity study of Ponceau 4R administered to
mice in the diet. Food Chem Toxicol 2006 ;44(10):1651-8.

Tanaka T. Reproductive and neurobehavioral effects of amaranth administered to mice in
drinking water. Toxicol Ind Health 1993;9(6):1027-35.

Tanaka T. Reproductive and neurobehavioral effects of Allura Red AC administered to mice
in the diet. Toxicology 1994;92(1-3):169-77.

Reproductive and neurobehavioural toxicity study of erythrosine administered to mice in the
diet. Food Chem Toxicol 2001;39(5):447-54.

Ward NI. Assessment of chemical factors in relation to child hyperreactivity. J Nutrition
Environ Med 1997;7:333-342.

Mattes JA, Gittelman R. Effects of artificial food colorings in children with hyperactive
symptoms. A critical review and results of a controlled study. Arch Gen Psychiatry
1981;38(6):714-8

Mattes JA. The Feingold diet: a current reappraisal. J Learn Disabil 1983;16(6):319-23.
Bateman B, Warner JO, Hutchinson E, et al . The effects of double blind, placebo controlled,
artificial food calorings and benzoate preservative challenge on hyperactivity in a general
population sample of preschool children. Arch Dis Child 2004; 89:506-11.

McCann D, Barrett A, Cooper A, Crumpler D, Dalen L, Grimshaw K, Kitchin E, Lok K,
Porteous L, Prince E, Sonuga-Barke E, Warner JO, Stevenson J. Food additives and
hyperactive behaviour in 3-year-old and 8/9-year-old children in the community: a
randomised, double-blinded, placebo-controlled trial. Lancet 2007;370(9598):1560-7.



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

64

Pelsser LM, Frankena K, Toorman J, Savelkoul HF, Pereira RR, Buitelaar JK. A randomised
controlled trial into the effects of food on ADHD. Eur Child Adolesc Psychiatry
2009;18(1):12-9.

Mishizen-Eberz AJ, Rissman RA. Biochemical and molecular studies of NMDA receptor
subunits NR1/2A/2B in hippocampal subregions throughout progression of Alzheimer’s
disease pathology. Neurobiology of disease 2004; 15:80-92.

Narahashi T, Marszalec W. Unique mechanism of action of Alzheimer’s drugs on brain
nicotinic acetylcholine receptors and NMDA receptors. Life Sciences 2003; 74:281-291.
Mesches H, Gemma C. Sulindac improves memory and increases NMDA receptor subunits
in aged Fischer 344 rats. Neurobiology of aging 2004; 25: 315-324.

Rothman SM, Olney JW. Excitotoxicity and the NMDA receptor--still lethal after eight
years. Trends Neurosci 1995;18(2):57-8.

Beal MF. Mechanisms of excitotoxicity in neurologic diseases. FASEB J 1992;6(15):3338-
44,

Ikonomidou C, Bosch F, Miksa M, Bittigau P, Vockler J, Dikranian K, Tenkova TI,
Stefovska V, Turski L, Olney JW. Blockade of NMDA receptors and apoptotic
neurodegeneration in the developing brain. Science 1999; 283(5398):70-4.

Lau K, McLean WG, Williams DP, Howard CV. Synergistic interactions between commonly
used food additives in a developmental neurotoxicity test. Toxicol Sci. 2006; 90(1):178-87.
Murray RK, Granner DK, Rodwell VW. Regulation of Gene Expression, Harper’s Illustrated
Biochemistry 28th ed, New York: McGraw Hill, 2009: B6lim 39.



