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ONSOZ

Insanoglu, tarihoncesi ¢aglardan beri, aralarinda gida maddeleri de olmak
lizere giindelik hayatinda kullandigi malzemeleri boyamaktadir. Ilk gida boyasi
kayitlar;, hemen hemen ayni donemden, M.O. 1500 yilindan baslamak iizere Cin,
Hindistan ve Misir’dan kalmadwr. O zamandan beri gida boyalariyla gidalarin
renklendirilmesi 1lgi ¢ekmistir. Gida maddelerinin se¢imi ve tiiketilebilir oldugunun
tespitinde rengin onemli ve gii¢lii bir etkisi vardir. Renkler gida maddelerini daha
lezzetli gosterir. Gidalarin renklendirilmesinde on dokuzuncu ylizyilin ortalarmna
kadar dogal gida boya maddeleri kullanilmaktaydi. Bunlarin c¢ogunlugu dogal
kaynaklardan elde edilmekte ve baslica kaynaklar da sebze ve hayvanlardan elde
edilen ekstraktlardi. Fakat bunlarin yliksek fiyatli olmalari, temindeki zorluklarla
renklendiricilerin modern batili {ilkelerin gida teknolojilerinde uydurulmasindaki
zorluklara bagli olarak sentetik yani yapay gida boyalarma dogru bir kayma

olmustur. Ticari gida boylarinin hemen hemen tamami sentetik maddelerdir.

Glinlimiizde diinya genelinde gida boyalarmin kullanimimnin kontrolu, Kodeks
Komitesi’nin uluslararasi arastirma ve tavsiyeleri esas almarak belirlenen Ortalama
kabul edilebilir Giinlik Alim (ADI) dozu esas alinarak yapilmaktadir. Bununla
birlikte, farkli {tlkelerin kendi kanun ve yoOnetmeliklerine gore yapilan siki
kontrollere ragmen, farkli gida endiistrisi tireticileri, ¢ekiciligi artrmak i¢in ADI’y1
dikkate almadan gida boyalarmi belirlenen miktarlardan fazla kullanabilmektedir.
Sentetik gida boyalar1 6zellikle gidalarin rengine aldanan ¢ocuklar tarafindan ¢ok

fazla tiiketildiklerinden, bu grupta bazi toksikolojik problemlere yol acabilmektedir.

Sentetik gida boyalar1 en tehlikeli gida katki maddesi olarak kabul
edilmektedir. Sentetik gida boyalarinin son yillarda dikkati ¢eken en Onemli
muhtemel tehlikelerinden biri, bu maddelerle dikkat yetmezligi hiperaktivite
bozuklugu (ADHD) arasinda bagint1 kurulmasidir. Sentetik gida renklendiricileriyle;
ozellikle ¢cocuklarda davranis bozukluklari, alerjik reaksiyonlar ve diger yan etkiler
arasinda da bagint1 kurulmustur. Sunset Yellow FCF (E110), diinyada ve tlilkemizde
yaygin olarak kullanilan bir gida boyasidir. Sunset Yellow FCF (E110) bir azo
boyast oldugundan, salisilatlara duyarli bireylerde duyarlilik reaksiyonlar:

gelisebilmektedir. Ek olarak, bu boya bir histamin serbestlestiricisidir ve astim
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semptomlarint giliclendirebilmekte, benzoatlarla birlikte alindiginda c¢ocuklarda

hiperaktiviteyi tetikleyebilmektedir.

Bu ¢aligmada, kulucka baslangicinda, dolli tavuk yumurtasina hava kamarasi
yoluyla verilen Sunset Yellow FCF’nin (E110), tavuk embiyosunda dalagin
embriyonik gelisimi iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Caligmada,
kulugka baslangicinda kuluckalik yumurtalarin hava kamarasina enjekte edilen farkl
dozlardaki Sunset Yellow FCF’nin (E110), tavuk embriyolarinda perifer kan
lenfositlerinin enzimatik aktiviteleriyle dalagin embriyonik gelisimi iizerindeki
etkileri histolojik, histomorfometrik ve enzim histokimyasal yOntemlerle

belirlenmistir.

Bu calismayla Sunset Yellow FCF’nin (E110),perifer immiin sistem
organlarinin en bliyii§ii ve en Onemlisi olan1 olan dalagin embriyonik gelisimi
iizerindeki etkilerinin morfolojik bulgularmin ortaya konmasi ve konu iizerinde daha
sonra yapilacak olan ¢aligmalara hem yontem ve hem de bulgu acisindan temel veri

saglanmas1 hedeflenmistir.

Bu calismanin gergeklestirilmesinde bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim
Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ogretim Uyesi ve
Danigsmanim Prof. Dr. Ilhami Celik’e, Anabilim Dali Ogretim Uyelerine; bu
calismanin gerceklesmesinde yardimlarmi esirgemeyen aileme ve projeyi maddi
olarak destekleyen Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)

Koordinatorliigii'ne tesekkiirii borg bilirim.
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Kulucka baslangicinda Yumurtaya Verilen Sunset Yellow FCF’nin (E110),
Tavuklarda Dalagin Embriyonik Gelisimi ile Perifer Kan T ve B-Lenfosit
oranlar1 Uzerindeki Etkisinin Histolojik ve Enzim Histokimyasal Yontemlerle
Belirlenmesi
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Bu ¢alismada, kulugka baglangicinda kulugkalik yumurtalarin hava kamarasina enjekte edilen
farkli dozlardaki Sunset Yellow FCF’nin (E110), tavuk embriyolarinda perifer kan lenfositlerinin
enzimatik aktiviteleriyle dalagin embriyonik gelisimi {izerindeki etkileri histolojik, histomorfometrik
ve enzim histokimyasal yontemlerle belirlendi.

Calismada, ticari bir igletmeden temin edilen Ross 508 hatti broyler anaglardan elde edilen
250 adet kulugkalik yumurta kullanildi. Yumurtalar her birinde 50 yumurta bulunan 5 gruba ayrildi.
Tim enjeksiyonlar kulugka baglangicinda, hava kamarasi yoluyla gergeklestirildi. Kulugka islemleri
S.U. Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda bulunan 1,000 yumurta
kapasiteli kulucka makinesinde (Veyisoglu, Istanbul, Tiirkiye) optimum kosullarda (37.8°C sicaklik
ve %65 nispi nem ) gerceklestirildi.

Deney gruplarindan 500ng/yumurta ve 1.000 ng/yumurta dozlarinda verilen Sunset Yellow
FCF’nin (E110), tavuk embriyosunda dalagin embriyonik gelisimini baskiladigi, ANAE ve ACPaz-
pozitif lenfosit oranlarindan onemli diisiislere yol agtigi tespit edilmis ve bu nedenle etkilenen
hayvanlarin immiin sistem fonksiyonlarinda dnemli bozukluklara neden olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Dalak; sunset yellow FCF(E110); T ve B-Lenfosit



SUMMARY
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Determination of the Effects of in ovo Given Sunset Yellow FCF (E110) on the
Embryonic Development of the Spleen, and Peripheral Blood T- and B-
Lymphocyte Frequencies by Means of Histological and Enzyme Histochemical
Methods
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In this study, the effects of Sunset yellow FCF (E110 ), which was injected at different doses
into the chicken eggs via air sac prior to incubation, were evaluated on the enzymatic activities of
peripheral blood lymphocytes and embryonic development of chicken spleen by means of
histological, histomorphometrical and enzyme histochemical methods.

In the study, 250 broiler hatching eggs obtained from a commercial broodstock were used.
Eggs were divided into 5 groups with 50 eggs each. All injections were performed prior to incubation
through the air sac. Incubation procedure were carried out in 1.000 egg- capacity incubator
(Veyisoglu, Istanbul, Turkey) in the Department of Histology and Embryology of S.U. Faculty of
Veterinary Medicine under optimum conditions (temperature 37.8°C and 65% relative humidity).

In the experimental groups, in which Sunset Yellow FCF (E110) was injected at the doses of
500ng/egg and 1.000 ng/egg, embryonic development of the spleen retarded, ANAE and ACPaz-
positive lymphocyte rates were significantly depressed. The refore, it was concluded that significant
disturbances in the immune system function of the affected animals might be occurred.

Key Words: Spleen; sunset yellow FCF(E110); T and B Lymphocyte
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1. GIRIS

Gidalarin cazibesini artirmak amaciyla kullanilan gida boyalari, gida katki
maddeleri icerisinde ¢cok onemli bir gruptur. Gida boyalarindan iilkemizde en fazla
ve en yaygin olarak kullanilanlarm tartrazin ve Sunset Yellow FCF (E110) oldugu
bilinmektedir. Pek ¢ok hazir gida ve gida katki maddesinde renklendirici olarak uzun
siiredir kullanilmakta olan Sunset Yellow FCF (E110) bir azo boyadir. Kimyasal
formiilii C;6H;9oN2Na,O7S,, molekiil agirligi ise 452,38 g/mol’diir. Sunset Yellow
FCF’nin (E110) en fazla ilave edildigi gidalar portakal suyu, jel sekerlemeler, tahil
irlinleri, pasta, tatl, c¢erez, dondurma ve konserve balik bulunmaktadir.
Renklendirici olarak ilaglara da katilmaktadir. Kabul edilebilir giinliik alim miktar1

2,5 mg/kgviicut agirligidir (Yentiir ve Karakaya 1985, FAO 2001).

Izin verilen giivenli limitler asilmadiginda gida boyalarinin ve bu arada
Sunset Yellow FCF’nin (E110) 6nemli yan etkilerinin olmadigi belirtilse de,
uygulamada bu limitler ¢ogunlukla asilmaktadir. Ayrica, Sunset Yellow FCF (E110),
muhtemel karsinojen olarak kabul edilen Sudan I’in siilfonath versiyonu oldugundan,
arzu edilmemekle birlikte, {iretim prosesi sonunda hazirlanan iirtinde belirli miktarda
Sudan I de bulunmaktadir. Sunset Yellow FCF’nin (E110) kendisiyse aspirin
intolerans1 olanlarda g6zlenen alerjik reaksiyonlardan sorumlu tutulmaktadir.
Gozlenen allerjik reaksiyonlar arasinda, ishal, kusma, iirtiker, derinin anjiyo édemi,
nadir olarak da anaflaktik sok ve bas agrisi en 6nemlileridir. Bahsedilen reaksiyonlar,
aralarinda Sunset Yellow FCF’nin (E110) de bulundugu azo grubu gida boyalarinin
sebep oldugu rahatsizliklarin ortak belirtileridir. Bunlara ek olarak azo grubu
boyalarinin neden oldugu reaksiyonlar arasinda astim, rhinitis, anjiyoddem,
vaskiilitis, tromboksan sentezi inhibisyonu, purpura ve nadir olarak da anaflaktik sok,
bas agris1 ve diger gastrointestinal bozukluklar da bulunmaktadir. Klinik tarama
calismalarinda frtikerli veya anjiyoddemli hastalarin bazilarinda Allura Red AC,
Amaranth, Sunset Yellow FCF (E110), Ponceau 4R ve tartrazine karsi hassasiyet
tespit edilmistir. Son yillarda, Sunset Yellow FCF’nin (E110) c¢ocuklardaki
hiperaktiviteyle de iliskisi oldugu ileri striilmiistiir. Boyanin allerjik reaksiyonlar1
artirabilecegi ve c¢ocuklarda saldirganligi tetikleyebilecegi de ifade edilmektedir.
Gergekten de hiperaktif ¢ocuklarin iceceklerinden yapay renklendiriciler (tartrazin,

azorubin, Sunset Yellow FCF (E110), Ponceau-4R), koruyucu maddelerden de



sodyum benzoat c¢ikarildiginda, cocuklar normale donmekte fakat bu maddeleri
iceren igeceklerin tekrar verilmesiyle davranis bozukluklar1 yeniden ortaya
cikmaktadir. Ayni zamanda, kronik veya kroniklesmenin niiksettigi tirtikerli
hastalarin %4’linde intolerans tanimlanmis ve bunun gida katki maddelerinden
(benzoatlar, sorbik asit, tartrazine, sunset yellow) kaynaklandigi agiklanmistir

(Schultz-Ehrenburg ve Gilde 1987, Sardi ve ark 2010).

1.1. Sunset Yellow FCF (E110)

Orange Yellow S,FD&C Yellow 6,C.1. Food Yellow 3, C.I. 15985 veya INS
No. E110 (CAS No. 2783-94-0) olarak da bilinen ve gida boyasi olarak E110
koduyla tanman bu madde, gida boyalarinin en 6nemlilerinden biri olup, suda iyi
coziinen sar1 renkli toz formunda sentetik kimyasaldir. Olduk¢a kompleks kimyasal
yapiya sahip bir azo boya olan Sunset Yellow FCF’nin (E110) kimyasal adi
disodyum 6-hidroksi-5-(4-siilfofenil)azo)-2-naftelen siilfonik asidin disodyum
tuzudur (Sekil 1.1). Azo bilesikleri, bir azo kopriisiiyle birbirine bagl iki aromatik
halka icerdiklerinden, genelde koyu renklidirler (Islam ve ark 2012)

Sunset Yellow FCF’nin (E110) iiretimi sirasinda diisiik miktarda 3-hidroksi-
4[(4-siilfofenil)azo]-2,7-naftalen siilfonik asitin trisodyum tuzu ilave edilebilir.
Yapisinda bulunan diazo ¢ekirdegi, (-N=N-) p-siilfonik asit grubuyla yer degistirmis
bir benzen halkasi ile o-hidroksi ve p’-siilfonik asit gruplariyla yer degistirmis bir
naftalen halkasi igerir. Boyanin endiistriyel iiretimi, diazotize siilfanilik asitin 2-
naftol-6-siilfonik asitle birlestirilmesiyle gerceklestirilir. Boya sodyum tuzu halinde

saflastirilir ve kurutulur.

NaSO;, SO_',Na

Sekil 1.1. Sunset Yellow FCF (E110)’un molekiil yapisi.



Sunset Yellow FCF’nin (E110) 25°C’de sudaki ¢oziiniirligii 190,000 mg/L,
60°C’deki ¢oziniirligi ise 200,000 mg/L, saf (%100) gliserinde 25°C’de 200,000
mg/L, 60°C’deki etil alkolde 10 mg/L’dir. Yiiksek konsantrasyonlarda faz
degistirerek, izotropik sivi fazindan nematik likit kristal fazina geger. Bu durum, oda
sicakliginda 0,8 M-0,9 M arasinda ger¢eklesmektedir. Sunset Yellow FCF (E110);
suda hidrolize olan ester, amid, asetal, epoksit, lakton gibi fonksiyonel gruplari
icermediginden, sudaki reaksiyon potansiyeli, aromatik siilfonik asitin veya bunun
muadili olan siilfonik asit tuzunun desiilfonasyonuna baghdir. Aromatik siilfonik
asitler, sulu siilflirik asitte 100-175°C arasinda desiilfone olduklar1 ve bu kosullar
dogal ortamda ger¢eklesmediginden, Sunset Yellow FCF (E110) ve bunun muadili
tuzlar dogal kosullarda biyobozunur olmayip, suda kararli yapilarini siirdiirme

egilimindedirler (Marmion 1991, Shaul ve ark 1991).

Sunset Yellow FCF (E110), ABD’de ilk defa 1929 yilinda FD&C Yellow No.
6 olarak gida boyasi listesine alnmustir. Diinya Saglik Orgiitii’ne bagh Gida ve
Tarim Orgiitii'niin  Birlesik Gida Katki Maddelerini Degerlendirme Uzmanlar
Komitesi (WHO/FAO JECFA), 1982 yilinda Sunset Yellow FCF’nin (E110)
giivenilirligini degerlendirmis ve ortalama giinliik tiikketim miktarimi (Average Daily
Intake, ADI) 0-2,5 mg/kg viicut agirligi/giin olarak belirlemistir. Sunset Yellow FCF
(E110) siklikla Amaranth (E123) ile birlikte, ¢ikolata ve karamelde kahverengi renk
elde etmek igin kullanilmaktadir. Ulkemizde alkolsiiz i¢ceceklerde en fazla kullanilan
gida boyalarinin tartrazin ve Sunset Yellow FCF (E110) oldugu saptanmistir (Ding
ve Aric1 2008)

Sunset Yellow FCF (E110)’nin farmakokinetigi ve metabolizmasi lizerinde
yapilan caligmalar kisa ve uzun donem c¢alismalar1 olmak iizere 2 bolimde ele

alinmaktadir;

1.1.1. Sunset Yellow FCF’nin (E110) Metabolizmasi ve Kisa Donem Maruziyet

Cahsmalan

Metabolizma c¢alismalarinda siganlara agiz yoluyla verilen 100 mg tek dozun
sadece %0,8’1 diskida gozlenmistir. Ag1z yoluyla alinan miktarin %3,6’s1 sindirim
kanalindan emilmektedir. Boyanin pargalanmasindaki en O6nemli metabolik yol,

muhtemelen aromatik amin ve aminosiilfonik asitlerin yikimmi saglayan bagirsak



bakterilerinin faaliyetidir ve olusan {iriinler bagirsaktan kismen emilmektedir.
Sicanlara damar i¢i yolla verilen boyanin %22’si (%20-30) 6 saat sonra
yikimlanmadan safrayla atilmaktadir. Idrarla atilan miktarlar incelendiginde; 2-25
mg arasinda verilen Sunset Yellow FCF’nin (E110) 72 saat sonra %0,3 ve %1,5’1
orijinal molekiil halinde, %37’s1 de siilfanilik asitin muadilleri halinde idrarla
atilmaktadir. Radyoaktif karbonla ('*C) isaretli 2,7 mg (4.62 pCi) Sunset Yellow
FCF (E110) verilmesinden 96 saat sonra idrarla atilan radyoaktivitenin; %8,5’nin 1-
amino-2-naftol-6-siilfonik asit eslenigi, % 37,4’nilin siilfonik asit eslenigi ve %
0,3’niin de yikimlanmamis boya oldugu bulunmus; Sunset Yellow FCF’nin (E110)
safrayla atilma oraninm %1,5 oldugu tespit edilmistir. Sunset Yellow FCF (E110)
verilen siganlarin 24 saatlik idrarinda %40 oraninda siilfanilik asit muadilleri
bulunmustur. Bu oran da, yikimlanmamis dozun %1-2’sine karsilik gelmektedir

(Ryan ve Wright 1961, Radomski ve Mellinger 1962, Honohan ve ark 1977).

Sunset Yellow FCF (E110)’nin (E110) LDsy dozu olarak ifade edilen en
diisiik seviyeli oral akut toksik dozu farelerde >6,000 mg/kg, siganlarda>2, 000 ve
>10,000 mg/kg olarak belirlenmistir (Gaunt ve ark 1967).

Sunset Yellow FCF’nin (E110) hiicre metabolizmas1 iizerindeki etkilerini
inceleyen, boyanm in vitro kosullarda gercek ve yalanci kolinesterazlari (ChEs)
inhibe ettigini gostermistir. Bu etki karisik etki tarzinda olup; kompetitif ve non-
kompetitif olmak tizere her iki tip inhibisyon da gerceklesmektedir. Boyanin

inhibisyon etkisi geri doniistimliidiir (Osman ve ark 2002).

Sunset Yellow FCF’nin (E110) mutajenite ve klastojenitesi tizerinde yapilan
cok sayida caligma vardir. Mutajenite ve DNA hasar1 ¢aligmalarindan uyumlu ve
negatif sonuclar elde edilmistir. Cin hamster fibroblastlar1 {izerinde yapilan
calismada klastojenik aktivite testi ve mikroniikleus testiyle pozitif sonug
bulunmustur. Farkli laboratuar hayvanlar1 iizerinde yapilan in vivo ¢aligmalardaysa
boyanin klastojenik etkisi gozlenmemistir (Garner ve Nutman 1977, Price ve ark
1978, Bonin ve Baker 1980, Haveland-Smith ve Combes 1980, Ishidate ve ark 1984,
Roychoudhury ve Giri 1989, Wever J 1989).

Boyanin kromozomlar iizerindeki etkileri konusunda yapilan bir ¢alismada

bircok kromozom bozuklugu gdzlenmistir. Genotoksisite belirleme amaciyla yapilan



in vitro kromozom hasar1 test sonuclar1 olduke¢a celiskilidir. Bu konuda yapilan bir
calismada, metabolik aktivasyona ugramamis Sunset Yellow FCF (E110), 6.000
pg/mL konsantrasyonda pozitif sonu¢ vermis olmakla birlikte, bagka bir testte
metabolik aktivasyona ugramis ve ugramamis formlarmm 5000 pg/mL
konsantrasyonlarinin genotoksik etkisi gozlenmemistir. Sunset Yellow FCF (E110)
ile yapilan kardes kromatid degisimi analizinde (sister chromatid exchange, SCE
assay) boyanin 5.000 pg/ml’ye kadarki konsantrasyonlar1 ¢eligkili sonucglar vermistir

(Ivett ve ark 1989, Kumar ve Srivastava 2011).

Kemiricilerde yapilan in vivo genotoksisite testlerinden mikroniikleus (MN)
indiiksiyon testinde, erkek sicanlara 10 ml/kg viicut agirligi hacminde olacak sekilde
500 veya 1,000 mg/kg dozunda oral yolla verilen Sunset Yellow FCF (E110), kemik
iligindeki polikromatofilik eritrositlerdeki MN frekansinda artisa neden olmamastir.
Sunset Yellow FCF’nin (E110) 500 mg/kg viicut agrrhiginda agiz yoluyla verilen
dozu, DNA sentezi zamanlamasinda degisiklige yol agmamistir. Tekrarlayan dozlarla
yapilan in vivo ¢aligmalarda; gidayla O ppm, 6.000 ppm, 12.500 ppm, 25.000 ppm,
50.000 ppm veya 100.000 ppm miktarinda Sunset Yellow FCF (E110) 12 hafta
sireyle verilmistir. Erkek farelerden 100.000 ppm Sunset Yellow FCF (E110)
alanlarda ortalama canli agwrhik kazanci kontrollerden diisiik bulunmustur.
Disilerdeki canli agirlik kaybi 12.500 ve 100.000 ppm gruplar1 arasinda da
gozlenmistir. Higbir grupta Sunset Yellow FCF (E110) ile ilgili makroskopik
histopatolojik degisiklik gézlenmemistir. Kabul edilen yan etki gézlenmeyen dozun
(No Observed Adverse Effect Level, NOAEL), disi sicanlar i¢in 6.000 ppm ve erkek
sicanlar i¢in de 12.500 ppm oldugu belirtilmistir (NTP 1981). Agiz yoluyla verilen
Amaranth, Sunset Yellow FCF (E110) ve Tartrazinin, genotoksik etkisiyle apoptozis
iizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir calismada, s6z konusu gida boyalar1 2.000
mg/kg viicut agirligi dozunda 24 saat araliklarla iki kez verilmistir. Kolon epitel
hiicrelerinde mitoz siklig1 artmis olmakla birlikte, mikroniikleus siklig1 artmamistir
(Westmoreland ve Gatehouse 1991, Sasaki ve ark 2000). Embriyotoksisite
denemelerinde, Charles River CD siganlarma mide sondasiyla 100, 300 veya 1,000
mg/kg viicut agirhigr/giin dozunda verilen Sunset Yellow FCF (E110)’nin
embriyotoksisiteye neden olmadig: ifade edilmistir. Benzer sekilde, Sunset Yellow
FCF’nin (E110) reprodiiktif sistem Tlizerinde olumsuz etiklerinin olmadig1 da

bildirilmistir Siganlarda Sunset Yellow FCF’nin (E110) 0Ostrojenik etkisi



bulunmamistir. Bununla birlikte, 250 ve 1.500 mg /kg viicut agirligi/giin Sunset
Yellow FCF (E110) dozu karsihigindaki boyanin 90 giin boyunca verildigi
siganlardan her iki grubun testislerinde 6nemli etkiler gézlemistir. Bu iki dozdan 250
mg/kg viicut agirligi/giin Sunset Yellow FCF (E110) dozunun, zararli etkinin
gozlendigi en diisiik doz (The lowest dose tested is a Lowest Observed Adverse
Effect Level, LOAEL) oldugu sonucuna varilmistir. Bu doz daha once JECFA
tarafindan kabul edilebilir gilinliik alim seviyesinin (ADI) hesaplanmasinda
yararlanilan 500 mg/kg viicut agirlig1 olarak kabul edilen yan etki gozlenmeyen doz
(No Observed Adverse Effect Level, NOAEL) seviyesinden daha diisiiktiir (IRDC
1972a, Mathur ve ark 2005a, Mathur ve ark 2005b).

Icme suyuyla 10 ay siireyle %2’lik Sunset Yellow FCF (E110) verilen 16
sigan grubunda geng¢ hayvanlarin biiylimesinin hizlandigini, yasama kabiliyetlerinin
arttigm1  bildirmistir.  Hayvanlarmm  karacigerinde  histopatolojik  degisiklik
gozlenmemistir. Bir baska calismada doksan giin siireyle Sunset Yellow FCF (E110)
verilen 15’1 erkek, 15’1 de disi toplam 30 sicanin biiyiime ve gida doniistiirme
oranlarinda fark go6zlenmezken, %3’linde calisma boyunca, %?2’sinde de ilk
haftalarda hafif ishal olusmustur. Hematolojik verilerde normalden sapma
olusmamis, hayvanlarin karaciger ve bobrek fonksiyonlar1 bozulmamistir. Otopside,
sekum %?2-3 oraninda, testisler %3 oraninda biiylimiistiir. Bununla birlikte, Sunset
Yellow FCF (E110)’den kaynaklandig1 diisiiniilen histolojik  degisiklikler
gozlenmemistir. Kobayda Sunset Yellow FCF’ye (E110) karst asiri1 duyarhilik
goriilmemistir (Bar ve Griepentrog 1960, Manchon ve Lowy 1964, Gaunt ve ark
1967).

1.1.2. Uzun Donem Maruziyet Calismalari

Erkek ve disi sicanlarda yapilan yiiz ii¢ hafta siiren ve 12,500 ppm ve 50,000
ppm dozundaki yedirme denemelerinde Sunset Yellow FCF’nin (E110)
karsinojenitesinin olmadig bildirilmistir (NTP 1982). Derialt1 yolla 7 ay boyunca, 1
ml miktarinda %1°lik Sunset Yellow FCF (E110) soliisyonu verilen 22 sicana toplam
55 enjeksiyon yapilmis ve hayvanlarin sadece birinde periton tiimorii gelismistir

(DFG 1957).



Bir baska deneysel calismada, otuz hayvandan olusan fare grubuna igme
suyuyla %0.05’lik Sunset Yellow FCF (E110) 52 hafta siireyle verilmis ve hayvanlar
yasam slireleri boyunca yasatilmigtir. Hayvanlarin haftalik boya tiiketimi 17 mg,
toplam boya tiiketimiyse 884 mg/fare olmustur. Hayatta kalan 7 hayvanda 9 lenfoma
timori ve bir malign bagirsak tiimorii gelismistir. Kontrol olarak kullanilan 60
hayvandan 13’lindeyse 5 lenfoma ve 1 bagirsak tiimorii gelismistir. Boyanin timor
olusumunda etkisi olmadigin1 gosteren bildirimler de vardir. Seksen haftalik bir
baska yedirme denemesinde ise, Sunset Yellow FCF’nin (E110) canli agirhik
kazanma hizi ve organ agrrliklar1 Uzerinde olumsuz etkisi bulunmamistir.
Histopatolojik degisiklikler ve tiimor sekillenmesi bakimidan da kontrol grubuyla

deney grubu arasinda onemli fark bulunmamistir (Gaunt ve ark 1974).

Hamsterlerde yapilan bagka bir calismada ise, derialt1 veya periton igi
enjeksiyonla verilen 1,0 mg Sunset Yellow FCF (E110), 330 giinliik donemde

mortaliteyi degistirmemis ve timor olusumuna yol agmamaistir (Price ve ark 1978).

Sicanlarin yemine %4 oraninda katilan Sunset Yellow FCF (E110) 18 ay
boyunca yedirilmis ve mide bez epitel hiicrelerinde boyanma ve ince bagirsakta
graniiler birikmeler gézlenmekle birlikte, tiimor olusumuna rastlanmamistir. Gida ile
64 hafta siireyle 4 farkli dozda (%0, %0,03; %0,3 ve %1,5) Sunset Yellow FCF
(E110) verilen sicanlarda gida tiiketimi, biiylime, organ agirliklar1, histopatoloji ve
kan tablosu degismemis, timor goriilme sikligi artmamustir. Bununla birlikte, daha
yiliksek miktarlarda (%0, %0,5; %1,0; %2,0 ve %5,0) Sunset Yellow FCF (E110)
verilen 24 siganda meme timori goriilme sikligr artmistir. Tiimdr goriilen hayvan
sayis1 gruplara gore swrasiyla 2, 1, 6, 3 ve 6 olarak bulunmustur (Willheim R 1953,
Mannell ve ark 1958).

Kopeklerde yapilan yedirme caligmalarinda, hayvanlar %1 ve %5’lik boya
ilave edilen gidayla 2-3 ay beslenmistir. Beagle ki 4’er hayvandan olusan iki
gruptan %5’lik grupta 2, %1’lik grupta da 1 hayvan ilerleyici sekilde canli agirlik
kaybetmis ve 2-3 ay sonunda Gtenazi edilmek zorunda kalmmustir. Genel olarak,
gidada %35 oraninda bulunan Sunset Yellow FCF (E110) orta derecede, %1
oranindakiyse hafif derecede toksik olarak degerlendirilmistir. Kilo kaybi ve ishal
ana belirtilerdir. Kaba ve mikroskobik degisiklikler goriilmekle birlikte, bulgular
karakteristik degildir. Bununla birlikte, 5 Beagle irk1 kopekte yapilan calismada 7 yil



siireyle verilen %2,0 oranindaki boyanin toksik etkisi bulunmamis ve histopatolojik

degisikliklere yol agmadigi tespit edilmistir (FDA 1964).

Stok gidada %35 oraninda bulunan Sunset Yellow FCF’nin (E110), sicanlarda
makroskobik olarak tespit edilebilen toksik etkilerinin olmadigini bildirmis; ancak,
purifiye yemde ayni oranda bulunan Sunset Yellow FCF’nin (E110) 14 giinliik
deneme siiresinde biiyiimede belirgin gerileme, tiiylerin diizensizlesip diklesmesi,
%350’den fazla sicanin 6limiiyle sonuglandigini tespit etmistir. Gozlenen bu toksik
etkilerin sar1 psillium tohumu (Plantago ovata) tozu, havug kokii tozu, yonca yapragi
ve bugday kepegiyle zit etkilesim sonucu ortaya ¢iktigi ileri striilmiistiir (Ershoff

1977).

Onerilen dozlarda kullanildiginda, Sunset Yellow FCF’nin (E110) hayvan ve
insanlarda karsinojenik etkisinin olmadigi, sican ve kopeklerde Onerilen dozun
katlarinm (1X, 10X, 30X ve 100X), nesiller boyu lireme iizerinde yan etkisinin
olmadigi, E. coli ve Salmonella typhimuriumla yapilan ¢aligmalarda mutajenik ve
teratojenik etkilerinin olmadig: ileri siiriilmiistiir. Tavsanlarda 100, 300 ve 1000
mg/kg/glin dozunda ve gebeligin 6-18. gilinlerinde agizdan verilen Sunset Yellow
FCF’nin (E110); viicut agirhigi, corpus luteum gelisimi, erken ve ge¢ embriyo
rezorpsiyonu, canli ya da 6lii ortalama fetiis canli agirligi, cinsiyet orani, genel organ
ve iskelet anomalileri tizerindeki etkileri incelenmis ve sadece 1000 mg/kg/giin
Sunset Yellow FCF(E110) verilen hayvanlarda tam olmayan yapisik ikizlik oraninda
artis dikkati ¢ekmistir (IRDC 1972a).

1.1.3. insanlar Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Ulkemizde, gidalarda yapilan bir tarama ¢alismasinda incelenen 29 dondurma
orneginin 16’sinda Gida Tiiziigli’ne gore izin verilmeyen ¢esitli sentetik boyalara
(Tartrazin, Sunset Yellow FCF (E110), Ponceau 4R, Ponceau SX) rastlanmistir
(Yentiir ve Karakaya 1985).

Sunset Yellow FCF’yle (E110) yapilan deri testinde, p-fenilendiamine karsi
ekzematdz asir1 duyarliligi olan kisilerin Sunset Yellow FCF’ye (E110) karsi da
capraz duyarhlik gosterdikleri tespit edilmistir. Bu c¢apraz reaksiyon, boya
molekiiliiniin, yapisal molekiillere baglanan kinon yapisindaki bilesiklere kolayca

dontisebilmesiyle agiklanmaktadir (Baer ve ark 1948).



1.2. Dalak

Kanatlilarda plasenta bariyeri bulunmadigindan, tavuk yumurtasi, bagisiklik
sisteminin embriyonik gelismesi tiizerinde dis etkenlerin olumsuz etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan deneysel caligmalarda sikga tercih edilen bir test
materyali haline gelmistir. Dalak, ergin memeli ve kanathi hayvan tiirlerinde en
biiyiik lenfoid organidir. Sekonder, yani perifer bir lenfoid organ olan dalak, kandaki
yabanci organizmalarin ve yash alyuvarlarin dolasim kanmndan uzaklastirilmasini
saglar. Organin kapsiilii ve bundan ¢ikan bag dokusu trabekiillerinden olusan destek
sistemi, organin stromasini olusturur. Memeli dalagmnin kapsiil ve trabekiillerinde bol
miktarda diiz kas teli bulundugundan, gerekli oldugunda kasilarak dolasima kan
destegi saglayabilir. Organ paransimi, lenf folikiilleri ve lenfatik kordonlarin
olusturdugu "beyaz pulpa" ile kirmizi pulpa alanlar1 ve vendz sinuslarin olusturdugu
"kirmiz1 pulpa"dan meydana gelir. Beyaz pulpa, buradaki damarlar1 saran lenfatik
kordonlarla, arteria sentralisleri saran lenfatik kordonlardan olusurken; kirmiz1 pulpa,
bol miktarda kan hiicresi iceren vendz siniisler ve kirmizi pulpa alanlarindan olusur.
Heriki pulpanin da catisini retikulum hiicreleri ile retikulum ipliklerinin olusturdugu

ag sekillendirir (Kelly ve ark 1984).

Dalakta farkli kan hiicresi tiplerinin tamamina rastlansa da en bol miktarda
bulunan hiicreler lenfositlerdir. Diger sekonder lenfoid organlarda oldugu gibi
dalakta da T ve B lenfosit bolgeleri ayirdedilir. T lenfositler arteria sentralis etrafinda
yerleserek periarteriyoler lenfoid kilifi (periarteriolar lymphoid sheat, PALS)
olustururken, B-lenfositler lenf folikiillerinin germinal merkezlerinde yerlesirler.
Tavuklarda lenf yumrularmin gelismemis olmasi ve sadece servikal, torakal ve
lumbal bdlgelerde bulunmalari, dalagin tavuk immiin sistemindeki Gnemini
artrmaktadir. Bu nedenle, embriyonik gelisim sirasinda dalagin gelisiminde
meydana gelen bozukluklar, kulugkadan ¢ikistan sonraki donemde hem hiicresel ve
hem de humoral bagisiklik fonksiyonlarinda 6nemli yetmezliklerlerle sonuglanabilir

(Kelly ve ark 1984)
1.2.1. Dalagin Embriyonik Donemdeki Gelisimi

Dalagin periton Ortiisii, embriyonik donemde dorsal mezogastriyumdan kdken

alan dalak taslagmin {zerindeki solom epitelinden gelismektedir. Organin



stromasmin olusumuna katilan retikulum hiicreleri ve diiz kaslar bolge
mezenkiminden gelisirken; parangimi olusturan lenfoid hiicreler olan T ve B
lenfositler merkezi lenfoid organlar olan timus ve bursa Fabricii'den kan yoluyla
organ taslagina gelerek buradaki retikulum iplikleri ve retikulum hiicrelerinin
olustirdugu agin gozeneklerine yerlesir. Arteria sentralis etrafinda kiimelenen bu
hiicreler lenf folikiillerini (Malpighi cisimcikleri) olusturur T ve B lenfositlerin dalak
ve diger perifer lenfoid organlara gocii karnivorlarda gebeligin 40-48.giinlerinde,
atlarda ise 120.giiniinde baglamaktadir. Tavuk embriyosunda ise B-Ienfositlerin
bursa Fabricii'den dalaga gocleri kulugkanin 14.giinlinde basladig1 bildirilmisse de,
daha sonra kanatlilarda timusun embriyonik gelisimi iizerinde yapilan bir calismada
organin medullasinda tipik lenfosit morfolojisine sahip hiicrelere kulugkanin
10.glinlinde rastlandigi ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte, olgun T lenfositlerine
O0zgli bir enzim olan alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) pozitivitesinin timus
medullasindaki lenfositlerde kulugkanin 13.giintinde ortaya ¢iktig1 dikkate almarak,
timustan perifer lenfoid organlara T-Ienfosit gd¢iiniin kuluckanm 10-14.giinlerinde

basladig1 kabul edilmektedir (Kocadz ve ark 1997a, 1997b, Sandik¢1 ve Celik 2000).

Embriyonik gelisim sirasinda kan dolasmmiyla dalak taslagima gelen
lenfositler, organa 6zgii lenf folikiillerinin ¢atisim1 olusturan retikiiler iplik agmin
perifer bolgelerine yerlestiklerinden, histolojik kesitlerde folikiillerin merkezi
bolgeleri hiicreden fakir goriiniir ve soluk boyanir. Kulugkadan ¢ikistan sonra
gerceklesen antijenik uyarimlara karst olusan bagisiklik yanitinin  erken
donemlerinde, buradaki hiicreler hizla ¢cogaldiklarindan, lenf folikiillerinin merkezi
bolgeleri "germinal merkezler (GC)" ya da "reaksiyon merkezleri" olarak da
bilinirler. Lenf folikiillerinin; germinal merkezleri ¢evreleyen, hiicreden zengin ve
koyu boyanan bdlgeleri folikiil korteksi olarak bilinmektedir. Germinal merkezlerin
B lenfositlerin yerlestigi B bolgeleri, folikiil korteksinin ve 6zellikle de PALS’in T
bolgeleri olduklar1 bilinmektedir (Kelly ve ark 1984).

Fotal veya kuluckanm ileri doneminde, bir yandan gocle gelen lenfositler
dalaga vyerlesirlerken, diger yandan kok hiicrelerden monositler, graniilositer
lokositler, eritrositler ve megakaryositlerin yapimi gerceklesir. Dalakta eritrosit ve
graniilositer 10kositlerin yapimi dogumdan ve kulugkadan c¢ikistan sonra sona
ererken; megakaryositlerden trombositlerin yapimi erigkin dénemde yalnizca rat ve

kedilerde s6z konusudur. Dalakta lenfosit ve monosit yapimi hayat boyunca siirer.
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Beyaz pulpay1 olusturan lenf folikiillerinin germinal merkezleriyse, canli antijenle

karsilastiktan sonra sekillenir (Kelly ve ark 1984).

1.3. Alfa-Naftil Asetat Esteraz Enzimi

Alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) enzimi lizozomal bir enzimdir. Pratikte,
bazi tiirlerin gerek doku kesitleri ve gerekse de perifer kan frotilerinde T lenfosit, B-
lenfosit ve monositlerin birbirlerinden aywrt edilmelerinde yararlanilan ANAE,
timusta gerceklesen T lenfosit olgunlagsmasi sirasinda son dénemde kazanilan bir
enzimdir (Knowles ve Holck 1978b, Basso ve ark 1980, Knowles ve Halper 1980a,
Zicca A 1981).

Fetiislerde yapilan bir ¢alismada, fotiislerin perifer kanlarinda ANAE pozitif
lenfositlere gebeligin 60.giinlinde rastlanmis, gebeligin ilerlemesiyle birlikte ANAE
pozitif lenfosit oraninin da arttig1 tespit edilmistir. Bu enzimin, 6teki esteraz grubu
enzimler gibi, aktive olan T lenfositlerin sitotoksik fonksiyonlariyla makrofajlarin
fagosite ettikleri materyalleri par¢alamalarinda etkinlik gosterdigine inanilmaktadir.
Basta insan olmak {iizere, sigir, tavuk, kopek ve farede T lenfositlerin histolojik
ayriminda yararlanilan bir enzimdir. ANAE pozitivitesi; lenfosit, monosit ve
makrofajlarda farkli sekillerde ortaya ¢ikmaktadir. Insan perifer kan lenfositlerinde;
ilki, bir ya da birka¢ adet kirmizi-kahverengi graniilden ibaret olan nokta tarzindaki
(Dot Like-Positivity) T lenfositlere 06zgii olan pozitivite digeri ise lenfosit
morfolojisine sahip olan ve “Null Cells” olarak da adlandirilan hiicrelere 6zgii
oldugu ifade edilen ince-graniiler pozitivitedir. Monosit ve makrofajlarda ise
sitoplazmada diffiiz ve gii¢lii bir pozitivite gozlenmektedir (Mueller ve ark 1975,

Kajikawa ve ark 1983, Celik ve ark 1991).

ANAE pozitif hiicreler, lenf diigimlerinde parakortikal ve interfolikiiler
bolgelerde, tonsillalarda interfolikiiler bolgelerde, dalakta arteriya sentralisi saran
PALS’ta ve timus lopguklarinin medulla bolgesinde lokalize olmaktadir. Lenf
yumrulari, dalak ve tonsillalarin lenf folikiillerinin germinal merkezlerindeki
lenfositler ile kortikal timositler ANAE negatif reaksiyon vermektedir (Mueller ve

ark 1975, Wulff ve ark 1981).
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Farkli tiirlerin perifer kanindaki ANAE pozitif lenfosit oranlar1 oldukca
degisiklik gostermekte; insanda perifer kan lenfositlerinin %69-%75’1, kopeklerin
perifer kan lenfositlerinin %56-%78’1, tavuklarin perifer kan lenfositlerinin %35°1 ve
sigirlarin perifer kan lenfositlerinin %47.7s1 ANAE-pozitiftir (Ranki 1978, Wulff ve
ark 1981, Kajikawa ve ark 1983, Pruthi ve ark 1987, Celik ve ark 1991).

1.4. Asit Fosfataz Enzimi

Asit fosfataz (ACPaz) enzimi, miyelositler, polimorf niikleer lokositler
(PMNL), lenfositler, plazma hiicreleri, megakaryositler, kan pulcuklar1 ve
mononiikleer fagositik sistem hiicrelerinde bulunan lizozomal bir enzimdir. Ozellikle
makrofajlar ¢ok giiclii ACPaz aktivitesi gosterirler. Insan timositlerince erken fotal
donemde kazanilan ACPaz pozitivitesinin, dogumdan sonra da perifer kan T
lenfositlerinde gii¢lii bir sekilde varligini siirdiirdiiglinii bildirmislerdir (Li ve ark

1972, Basso ve ark 1980, Catowsky 1981).

Insan perifer kanindaki lenfositlerin birkag adet iri graniilden olusan graniiler
enzim pozitivitesi, monositlerin ise soluk ve sitoplazmaya dagilmis haldeki ince
graniillerden olusan diffiiz pozitivite goterdiklerini belirlemislerdir. Enzimin
memelilerde T lenfositlere spesifik oldugu bildirilirken, kanatlilarda B-lenfositler
icin spesifik oldugu ileri siiriilmektedir. Neoplastik ve non-neoplastik insan lenf
yumrularmda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, ACPaz i¢in biri hem lenf yumrusu ve
hem de kan frotilerindeki T lenfositlerinde gdzlenen globiiler pozitivite ile digeri
sadece lenf yumrularindaki T lenfositlerinde tespit edilen graniiler pozitivite tiplerini
gozlemislerdir. Kobay, fare ve rat timositlerinde, bir ya da birkag iri graniil halinde
veya sitoplazmanin bir kutbunda toplanmis kiiciik graniiller tarzinda ACPaz
pozitivitesi gozlenirken; dalak ve lenf yumrularindaki lenfositlerde ise diffiiz
nongraniiler pozitivite gozlenmektedir. Bazi arastiricilar, neo-natal donemde
bursektomize ettikleri civcivlerin kan dokular: ile dalaklarindaki lenf folikiillerinin
GC’lerinde ACPaz pozitif lenfosit oranlarinda 6nemli diisiisler meydana geldigini
bildirmektedir. Bu nedenle ACPazin kanatli olgun B lenfositlerine 6zgii bir oldugu
kabul edilmektedir (Kaplow ve Burstone 1964, Yadav ve ark 1982, Slowik ve ark
1990, Graczyk 1994).
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Bu c¢alismada, yaygin olarak kullanilan bir gida boyasi olan SunsetYellow
FCF’nin (E110), tavuk T ve B lenfositlerinin yapimi ve olgunlasmasi ile dalagin
embriyonik gelismesi iizerindeki etkisinin histolojik ve enzim histokimyasal

yontemlerle incelenmesi amaclanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Yumurta Materyali

Bu calisma, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onay1yla
(2013/044) gerceklestirildi. Calismada, Bursa Has Tavuk Isletmesinden temin edilen
Ross 508 hatt1 broyler anaclardan elde edilen 250 adet kuluckalik yumurta kullanild:.

Yumurtalar, m® basma 130 ml 40%’lik formaldehit soliisyonuna atilan 80 g
potasyum permanganat karigimiyla fumigasyona tabi tutularak dezenfekte edildi.
Enjeksiyon islemlerinden 6nce tiim yumurtalar hassas terazi (Sartorius, PT 120,
Germany) ile tartildi. Agirhigi 50-60g arasinda olan yumurtalar calismaya dahil

edildi. Her yumurta kursun kalemle isaretlendi.

Tim enjeksiyonlar kulugka baslangicinda, hava kamarast yoluyla
gerceklestirildi. Bu amagla her yumurtanin kiit ucu %96’lik etil alkolle silindi ve 6zel
yumurta delicisiyle delindi. Delikler enjeksiyonu takiben hemen sivi parafinle
kapatildi. Enjeksiyonlar steril u¢lu mikro pipetle (Sealpette, Jencons, Finland)
gerceklestirildi. Kulugka islemleri S.U. Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal’nda bulunan 1,000 yumurta kapasiteli kulucka makinesinde
(Veyisoglu, Istanbul, Tiirkiye) optimum kosullarda (37.8°C sicaklik ve %65 nispi

nem ) gerceklestirildi. Yumurtalar 2 saatte bir kez ¢evrildi.

2.1.2. Sunset Yellow FCF (E110)

Calismada, kristalize haldeki boya oran1 %90 (465224-25G, Sigma-Aldrich,
USA) olan Sunset Yellow FCF (E110) kullanildi.

2.2. Metot
2.2.1. Sunset Yellow FCF (E110) Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Kristalize haldeki saf Sunset Yellow FCF (E110) standardi, steril distile su
icinde c¢ozdiiriilmek suretiyle, 10 pg/ml konsantrasyonunda Sunset Yellow FCF

(E110) stok soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyon, ¢alismada kullanilacak olan her bir
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konsantrasyon grubu icin gerekli olan Sunset Yellow FCF (E110) icerecek sekilde
falcon tiiplere konuldu ve tiipler aliminyum folyoya sarilarak, kullanincaya kadar
buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi. Kullanimda 6nce soliisyonlar 0,2 um’lik

seliiloz membran filtreden (WWR International, USA) gecirildi.

2.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Sunset Yellow FCF (E110)

Soliisyonlarinin Yumurtalara Verilmesi

Bu amagla 250 yumurta, her birinde 50 yumurta bulunan 5 gruba ayrildi ve
gruplara asagidaki ¢izelgede aciklanan islemler uygulandi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Calismada olusturulan gruplar ve bu gruplardaki yumurtalara uygulanan
islemler.

Gruplar n=50

Yumurtalara Uygulanan islem

Kontrol-1 grubu
Kontrol-2 grubu

Deney-1 grubu (100
ng/yumurta Sunset Yellow
FCF enjekte edilen grup

Deney-2 grubu (500
ng/yumurta Sunset Yellow
FCF (E110) enjekte edilen

grup)

Deney-3 grubu (1000
ng/yumurta Sunset Yellow
FCF enjekte edilen grup)

Higbir islem uygulanmad.

Yumurtalarin hava kamarasma 20 pL
hacminde distile su enjekte edildi.
Yumurtalarin  hava kamarasma 20 pL

hacminde 100 ng/yumurta Sunset Yellow FCF
(E110) igeren test soliisyonu enjekte edildi.

Yumurtalarin  hava kamarasma 20 pL
hacminde 500 ng/yumurta Sunset Yellow FCF
(E110) igeren test soliisyonu enjekte edildi.

Yumurtalarin  hava kamarasma 20 pL
hacminde 1.000 ng/yumurta Sunset Yellow
FCF (E110) igeren test soliisyonu enjekte
edildi.

2.2.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Kulugkanmm 11, 15, 18 ve 21. giinlerinde kontrol ve deney gruplarmin
gruplarmin her birinde 8’er embriyo elde edilinceye kadar gereken sayida yumurta
makineden alinarak dijital teraziyle (Sartorius, PT 120, Germany) tartildi ve agild.
Cikarilan embriyolar tartildi ve embriyo agirliklar1 belirlenerek sonuglar kaydedildi.

Her yumurta i¢in acildig1 andaki yumurta agirligi ve bundan ¢ikan embriyo agirligi
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degeri kullanilarak rolatif embriyo agirhigi hesaplandi. Bu amagla “embriyo

agirhigr/'yumurta agirligir X 100 formiiliinden yararlanildi.

Embriyonik gelisme Hamburger-Hamilton skalasma gore degerlendirildi

(Hamburger ve Hamilton 1951).

Tartim sonrasi yapilan diseksiyonla her embriyodan kan ve dalak dokusu
ornekleri alindi. Kalpten alinan kan 6rneklerinden hazirlanan frotiler formol-siikroz
tespit soliisyonunda tespit edildi ve takiben distile suyla 3 kez yikandi. Her
hayvandan 6 froti hazirland1 ve havada kurutuldu. Frotilerden 2’si May Griinwald-
Giemsa ile boyandi. Kalan frotilerin 2’ser adedi, ANAE ve ACPaz enzimlerinin

demontrasyonunda kullanild1.

Alinan dalak dokusu orneklerinin her biri ii¢ parcaya ayrilarak; parcalardan
biri  %10’luk tamponlu formal-salinde (0,1 M, pH 7,4) tespit edildi. Bu doku
ornekleri rutin histolojik uygulanarak yikama, dehidrasyon, saydamlastirma,
parlatma islemlerini takiben sert parafinle bloklandi. Hazirlanan bloklardan 6 pm
kalinliginda kesitler alind1 ve kesitlerin bir kism1 Crossmon’un triple ve bir kismi da
Pappenheim’in panoptik boyama yontemleriyle boyanarak 1s1k mikroskobik
incelemeler i¢in preparatlar hazirlandi. Diger doku parcalar1 da asagida belirtilen ve
her enzim i¢in ayr1 olarak hazirlanan tespit sivilarinda 24 saat siireyle tespit edildi.
Alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) enzimi i¢in +4 C’deki formol-siikroz tespit
soliisyonu, asit fosfataz (ACPaz) enzimi i¢in formol-kalsiyum tespit soliisyonu
hazirland1. Tespiti takiben +4 C’deki Holt soliisyonuna alman doku ornekleri bu
solisyonda 22 saat bekletildi. Siire sonuda doku Orneklerinden dondurma
mikrotomunda (Slee London) alinan 12 um kalinhiginda kesitler, dnceden formol-
jelatinle muamele edilen lamlara cekilerek oda sicakligmda (20°C’de) 30 dakika
stireyle kurutuldu (Knowles ve Holck 1978b, Konuk 1981, Culling ve ark 1985).

Enzim histokimyasal yontemlerle hazirlanan preparatlarda T ve B
lenfositlerinin dokudaki yerlesimleri belilendi. Parafinde bloklanan kesitlerden
hazirlanan  preparatlarda  organlarin  embriyonik  gelisimi  histolojik  ve

histomorfometrik yontemlerle degerlendirildi.
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2.2.4. Alfa-Naftil Asetat Esteraz (ANAE) Demonstrasyonu

Bu amagla, pH’s1 5,0 olan tamponlu fosfat soliisyonunun 80 ml’sine 0,8 ml
aseton (Merck) icerisinde eritilen 20 mg substrat (alpha-naphthyl acetate, N-8505-
Sigma, USA) yavas yavas damlatildi. Ardindan 2,4 ml %4’liilk sodyum nitrit (S-
3421, Merck, Germany) soliisyonu ile 2.4 ml pararozanilin (P- 3750, Merck,
Germany) (1 gr pararozanilin, 20 ml distile su, 5 ml konsantre HCI) soliisyonunun 2
dakika siireyle bekletilmesi sonucunda elde edilen 4.8 ml hekzazotize edilmis
pararozanilin karigimi, substrat iceren tamponlu fosfat soliisyonuna eklendi.
Hazirlanan soliisyonun pH’s1 IN NaOH soliisyonu ile 5,8’¢ ayarlandiktan sonra
siizlildii. Bu inkiibasyon soliisyonu igerisinde kan dokusu frotileri ve doku kesitleri

kontrollu stirelerde bekletildi.

Enzimatik  reaksiyon {irlini olan  kirmizi-kahverengi  graniillerin
sekillenmesinin ardindan inkiibasyon islemi sona erdirildi ve 3 kez distile su ile
yikanan preparatlara %]1’lik methyl-green ile ¢ekirdek boyas1 uygulandi ve sentetik

yapistirict kullanilarak lamelle kapatildi (Maiti ve ark 1990).
2.2.5. Asit Fosfataz (ACPaz) Demonstrasyonu

Bu amagla, pH’s1 5,0 olan Michaelis’in Veronal-asetat tampon soliisyonuna
substrat olarak kullanilan 1 ml N,N-dimetilformamid igerisinde ¢ozdiiriilmiis 10 mg
Naphthol AS-BI fosfat (N-2125, Sigma, USA) ilave edildilerek karistildi. Tampon
soliisyonunun 5 ml’sine ilave edilen 1 ml substrat soliisyonu ve 13 ml distile su iyice
karistirildiktan sonra 1,6 ml hekzazotize edilmis (0,8 ml pararozanilin, 0,8 ml %4 liik
sodyum nitrit) pararozanilin soliisyonu eklendi. Karistmmn son pH’st 1 N NaOH
soliisyonu 1ile 5,0’e ayarlandiktan sonra siiziildi. Hazirlanan bu inkiibasyon
soliisyonu igerisinde kan frotileri oda sicakliginda 1 saat, doku kesitleri kontrollii bir
sekilde bekletildi. Hiicre sitoplazmasinda spesifik kirmizi-pembe graniillerin
olusumunun ardindan inkiibasyon islemi sona erdirildi. Ug kez distile su ile yikanan
preparatlara %1°lik methyl-greenle ¢ekirdek boyasi uygulandi ve sentetik yapistirict
Entellan (Merck, Germany) yardimiyla lamelle kapatildi.
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2.2.6. Pappenheim’in Panoptik Boyasiyla Kesitlerin ve Kan Frotilerinin

Boyanmasi

Perifer kan lenfosit oranlarmin (%) belirlenmesi amaciyla modifiye May
Griinwald-Giemsa boyama yontemi uygulandi. Frotiler Onceden siiziilen May
Grinwald (Merck, Germany) boyasiyla 3 dakika boyandi. Siire sonunda frotiler,
boya ile esit hacimde 0,1 M disodyum sitrat/NaOH tampon soliisyonu (pH 5,2) ile
muamele edildi. Frotilerin lizerinde metalik parilt1 olusuncaya kadar (bes dakikay1
asmayacak bir siire) beklendi. Daha sonra boya soliisyonu dokiildii. Distile suyla 3
kez yikanan frotiler 0,1 M disodyum sitrat/NaOH tamponunda (pH 5,2) hazirlanan
%30’luk Giemsa (Merck, Germany) soliisyonuyla 20 dakika boyandi. Boyama
sonunda distile suyla iyice yikanan frotiler seri bir sekilde saf etanolden ve diisiik
dereceli alkollerden gecirilerek ksilolde seffaflastirildi ve Entellanla (Merck,
Germany) kapatildi.

Hazirlanan preparatlar dijital kamerali 151k mikroskobuyla (Nikon Eclipse, E-
400 equipped with Nikon DS Camera Control Unit DS-L1 with DS Camera Head
DS-5M) incelendi gerekli goriilen bolgelerin dijital goriintiileri kaydedildi.

2.2.7. istatistiki Analizler

Enzim histokimya yOntemiyle hazirlanan preparatlarda, ANAE-pozitif ve
ACPaz-pozitif lenfosit oranlar1 belirlendi ve sonuglar istatistiksel yontemlerle analiz
edilerek, gruplarin ortalama degerleri arasindaki farklarmm 6nem dereceleri tespit

edilerek P<0,05 degeri 6nemli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Embriyonik Oliim Oranlar ve Makroskopik Bulgular

Calismada kullanilan 250 adet yumurtanin 230 adedinde embriyonik gelisim
gergeklesti. Kontrol-1, kontrol-2 gruplartyla 100 ng ve 500 ng Sunset Yellow FCF
(E110) gruplarindaki embriyolarin gelisimi Hamburger-Hamilton(1951) skalasina
uygun gergeklestigi halde, 1000 ng Sunset Yellow FCF (E110) verilen grupta
gelisme geriligi yaninda karin duvarmin kapanmamasi sonucu karin organlarinin

disarida oldugu (Schistosoma reflexuslu) embriyolara da rastland1 (Sekil 3.1).

LiiRing

Sekil 3.1. 1.000 ng Sunset Yellow FCF (E110) verilen gruptan
(D3 grubu) Schistosoma reflexuslu bir embriyonun, kulugkanin
15. giiniindeki makroskobik goriiniimii.

Kulugkanin 11. giiniindeki rolatif embriyo agirliklar1 dikkate alindiginda;
kontrol-1 ve kontrol-2 gruplartyla deney-1 ve deney-2 gruplarinin rélatif embriyo
agirliklar1 birbirine olduk¢a yakin olup, gruplarin ortalama degerleri arasindaki
farklar istatistiksel oneme sahip degildi (P>0,05). Deney-3 grubunun ortalama rolatif
embriyo agirhigr diger gruplarinkinden onemli derecede (P<0,05) daha diisiiktii.
Kulugkanin 15. giiniindeyse, deney-3 grubunun ortalama rolatif embriyo agirhigi en

diisiik degere sahipken; kontrol-2, deney-1 ve deney-2 gruplarinin ortalama rolatif
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embriyo agirliklar1 birbirine yakin degere sahipti. Gruplarm, kulugkanin 18. ve 21.
giinlerindeki ortalama rolatif embriyo agirliklar1 birbirine olduk¢a yakin olup,

aradaki fark 6nemsizdi (P>0,05,Cizelge 3.1).

Cizelge3.1. Kontrol ve deney gruplarmin rolatif embriyo agirliklar: (%).

11. giin 15. giin 18. giin 21. giin
Gruplar N=8 N=8 N=8 N=8

X+SS X+SS X+SS X+SS
Kontrol- 1 7,53%0,1° 29,20+1,2 51,21£1,0° 47,12+0,7
Kontrol- 2 7,35+0,1° 32,35+0,7 50,96+0,6 48,48+0,9"
Deney- 1 7,60+£0,3° 31,21+0,8% 52,09+1,2 46,41+0,7
Deney- 2 7,55+0,3" 29,86+1,0* 51,21+1,4° 45,93+1,0°
Deney- 3 6,630,2" 27,70+1,0° 50,77+0,8" 47,80+0,9"

> Ayni siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasindaki farklar 6nemlidir
(P<0,05).

3.2. Perifer Kan Bulgulan

Kulugkanmn 11. Giiniinde, kontrol-1 ve kontrol-2 gruplarindan alman kan
orneklerinden hazirlanan frotilerde baskin hiicre tipi eritrositlerdi. Bu ddnemde
lenfosit morfolojisine sahip olan hiicrelere nadiren rastlanirken, graniilositer seri
hiicre tiplerine rastlanmadi (Sekil 3.2). Kan frotilerinde tek tiik iri, bazofilik hiicreler
de gorildi (Sekil 3.3). Kontrol-1 ve kontrol-2 gruplarinin kan 6rneklerinde lenfoid
hiicre morfolojisine sahip hiicreler kuluckanin 15.giinlinde daha bol miktardaydi.
Kuluckanm 15.giinlinde, kanda monositler siklikla gdzlendigi halde, graniilositlere
rastlanmadi (Sekil 3.4). Kuluckanmn 15. ve 18. giinleriyle c¢ikis gilinii hiicre
sayllarindaki belirgin artis yaninda trombositler (Sekil 3.5) ve 21.glin kan

orneklerinde diger hiicre tiplerine ek olarak graniilositler de gdzlendi (Sekil 3.6).

Deney gruplarindan alman kan oOrnekleri iizerinde yapilan incelemelerde,
kontrol gruplarmninkinden farkli morfolojik 6zelliklere rastlanmadi. Bununla birlikte,
kulugkanin 15.giiniinde, 500 ve 1000 ng/yumurta Sunset Yellow FCF (E110) enjekte
edilen gruplarin (deney-2 ve deney-3) alyuvarlarinda siklikla mitotik figiire rastlandi
(Sekil 3.7). Kulugkanin 18. Ve 21. Giinlerinde deney gruplarmin kan 6rneklerinden
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elde edilen morfolojik bulgular, ayn1 donemlerdeki kontrol gruplarinin bulgularina

benzerdi.

Sekil 3.2. Kulugkanin 11. giiniinde, kontrol grubundan (k-1)
bir hayvanin kan frotisi goriilmektedir. Baskin hiicre tipi
eritrositler olup, bir adet lenfosit morofolojisine sahip hiicre
(ok) dikkati gekmektedir. May Griinwald-Giemsa. Biiylitme
¢cizgisi: 10 pm.
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Sekil 3.3.Kuluckanin 11. giiniinde, kontrol grubundan
(k-1) bir hayvanin kan frotisi goriilmektedir. Baskin
hiicre tipi eritrositler olup, bir adet iri, bazofilik
hiicre(ok) dikkati cekmektedir. May Griinwald-Giemsa.
Biiyiitme ¢izgisi: 10 pm.

i

Sekil 3.4. Kulugkanin 15. giiniinde kontrol-2 grubundan
bir hayvanin kan frotisinde bir monosit (ok)
goriilmektedir. May Griinwald-Giemsa. Biiyiitme ¢izgisi:
10 pm.
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Sekil 3.5. Kulugkanin 15. giiniinde kontrol-1 grubundanbir
hayvanin kan frotisinde bir lenfosit (ok) ve trombosit
kiimesi goriilmektedir. May Griinwald-Giemsa. Biiyiitme
¢izgisi: 10 um.

S

Sekil 3.6. Kuluckanin 18. giiniinde, kontrol grubundan
(k-1) bir hayvanin kan frotisi goriilmektedir. Baskin
hiicre tipi eritrositler olup, lenfosit (ok) ve graniilositler
de (yildizlar) goriilmektedir. May Griinwald-Giemsa.
Biiyiitme ¢izgisi: 10 um.
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Sekil 3.7. Kulugkanin 15. giinlinde deney-2 grubundan
(500 ng/yumurta Sunset Yellow FCF (E110) enjekte
edilen grup)bir hayvanin kan frotisinde bir eritrositte
mitotik figlir (ok) dikkati ¢ekmektedir. May Griinwald-
Giemsa. Biiyilitme ¢izgisi: 10 pm.

Kan ornekleri iizerinde yapilan enzim histokimyasal incelemelerde, ANAE ve
ACPaz- pozitif enfositlere kulugkanin 11. gilinlinde rastlanmadi. Bu hiicrelere
kulugkanin 15. giinlinden itibaren alinan kan 6rneklerinde rastlandi (Sekil 3.8 ve

Sekil 3.9).
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Sekil 3.8. Kulugkanin 15. giiniinde, kontrol grubundan
(k-1) bir hayvanin kan frotisi goriilmektedir. ANAE-
pozitif lenfosit (ok) dikkati g¢ekmektedir. ANAE
demonstrasyonu. Biiylitme ¢izgisi: 10 pm.

Sekil 3.9. Kuluckanin 15. giiniinde, kontrol grubundan (k-
2) bir hayvanin kan frotisi goriilmektedir. ACPaz-pozitif
lenfosit (ok) dikkati ¢cekmektedir. ACPaz demonstrasyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 10 um.

Kulugkanin 11. Giiniinde, tipik 16kosit tipleriyle ANAE ve ACPaz-pozitif

lenfositler gdzlenmediginden, oranlar1 belirlenemedi. Kulugkanin 15. giiniindeki kan
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hiicreleri oranlar1 Cizelge 3.2’de verilmistir. Monosit ve eozinofiller disinda, deney
ve kontrol gruplarinn diger hiicre tiplerinin ortalama degerleri arasinda istatistiksel
acidan onemli fark bulunmadi (P>0.05). Bununla birlikte, deney gruplarinin lenfosit
ve heterofil oranlar1 kontrol gruplarmminkinden daha diisiiktii. Deney-3 grubunun
ACPaz ve ANAE-pozitif lenfosit oranlarmin diger gruplardan 6nemli derecede

(P<0,05) diisiik oldugu dikkati ¢ekti (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Kontrol ve deney gruplarinin, kuluckanin 15.giiniindeki perifer kan
l16kosit oranlariyla ACPaz ve ANAE-pozitiflenfosit oranlar1 (%).

Pseudo ACPaz+ ANAE+
Gruplar  Lenfosit Monosit  Eozinofil Bazofil .
Eozinofil lenfosit lenfosit
N=8 X+SS X+SS X+SS X+SS
X+S X+SS X+SS

Kontrol-1 36,68+3,4° 58,86+6,3° 0,00£0,0° 0,80+0,4° 3,66+1,4* 40.52+2.1°  5.02+0.9"
Kontrol-2 36,4842,7* 59,36+2,7* 0,00£0,0° 2,00+0,4" 2,16£0,5" 39.38+1.6"  5.06+0.4"
Deney-1  35,6443,1° 58,08+4,5° 1,20+0,6° 2,38+0,7° 2,79+£0,7* 37.1242.1°  4.98+0.8"
Deney-2  33,50+2,0° 58,50+2,8" 2,00+0,1° 2,80+0,5* 3,20+0,9" 35.25£1.7*  4.83+0.3"

Deney-3  30,08+2,2° 65,18+5,6° 0,00+0,0° 2,24+0,8"° 2,50+0,5* 30.54+1.2"°  3.22+0.2°

¢ Ayni siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasindaki farklar 6nemlidir

(P<0,05).

Kuluckanm 18. giiniindeki kan hiicreleri oranlar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.
Deney ve kontrol gruplarinin monositler disindaki 16kosit tiplerinin ortalama
degerleri arasinda istatistiksel acidan onemli fark bulunmamistir (P>0,05). Deney-2
ve deney-3 gruplarinin kan monosit oranlar1 diger gruplarmkinden dnemli derecede
(P<0,05) yiiksek bulunmustur. Bu donemde deney-3 grubunun ACPaz ve ANAE-
pozitif lenfosit oranlar1 diger gruplardan Onemli derecede (P<0,05) distk

bulunmustur (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Kontrol ve deney gruplarminkuluckaninl8.giiniindeki perifer kan
16kosit oranlariyla ACPaz ve ANAE-pozitiflenfosit oranlar1 (%).

Pseudo ACPaz+ ANAE+
Gruplar Lenfosit Monosit Eozinofil Bazofil
Eozinofil lenfosit lenfosit
N=8 XSS XSS XSS XSS
XSS XSS XSS
Kontrol-1  38,68£3,5"° 5528+33"  1,14£0,5°  2,56x0,7°  2,34£1,0° 22.05:1.6°  6.0120.9°
Kontrol-2  39,48+2,5"  56,36+2,7°  0,60£0,6°  1,40£0,7*  2,61£1,9*°  23.21£1.8°  5.98+0.7°
Deney-1  37,64+£32°  56,10+4,5°  1,20£02°  2,96+1,4"  2.10£0,9*°  21.98+1.1°  4.65+0.9°
Deney-2  36,23£22°  56,50+2,8°  2.35+0,3°  244x1,1°  2,48£1,3*  20.19£1.7°  4.44x0.9°
Deney-3  36,08£2,4* 56,6556  2,51+0,2°  1,58+0,8"  3,18£1,4"  16.43£0.9°  3.12+0.3"
%> Ayni siitunda aymi harfle ifade edilen degerler arasindaki farklar Gnemlidir

(P<0,05).

Kulugkanm 21. giiniindeki kan hiicreleri oranlar1 Cizelge 3.4’te verilmistir.

Deney-2 ve deney-3 grubunun kan lenfosit oranlar1 diger gruplarinkinden 6nemli

derecede (P<0,05) distiktiir. Deney-2 grubu en yiiksek monosit oranina sahip olup,

bu deger diger gruplarnkinden onemli derecede (P<0,05) daha yiiksekken, diger

deney gruplarmnin ortalama degerleri arasindaki farklar 6nemsizdir (P>0,05). Deney-

3 grubunun monosit orani diger gruplarmkinden 6enemli derecede (P<0,05) yiliksek

bulunmustur. Bu donemde deney-2 ve deney-3 gruplarmm ACPaz ve ANAE-pozitif

lenfosit oranlari, deney gruplarindan onemli derecede (P<0,05) diisiik bulunmustur

(Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Kontrol ve deney gruplarinin, kuluckanin 21.giiniindeki perifer kan
16kosit oranlariyla ACPaz ve ANAE-pozitif lenfosit oranlar1 (%).

Pseudo ACPaz+ ANAE+
Gruplar Lenfosit Monosit Eozinofil Bazofil
Eozinofil lenfosit lenfosit
N=8 X+£SS X+£SS X+£SS X+£SS
X+£SS X+£SS X+£SS

Kontrol-1 ~ 42,80+3,7° 55,1457  0,20£0,2°  1,34x1,9°  0,52£02°  74,22+3,6°  30,2+2,8"
Kontrol-2  42,20+4,3*  56,00£2,9°  0,40£0,2°  1,00£1,9"  0,40£0,1°  71,25+4,9°  31,3%2,2°
Deney-1  41,90£1,9°  56,25£2,6°  0,20£0,2°  1,10£2,3"  0,55+0,2*  70.15+4,1°  30.5£1,8"
Deney-2  38,12+1,4°  58,56+2,0°  1,22+0,4° 1,00+0,4* 1,10£0,5*  61,89+3,0°  26,3+2,1°

Deney-3  35.80£4.2°  62,00£2,7*°  0,17£0,2°  1,03+0,4° 1,00£04*  60,88+3,7°  25.1+2,4°

“> Ayni siitunda aymi harfle ifade edilen degerler arasindaki farklar Gnemlidir

(P<0,05).

3.3. Kontrol ve Deney Gruplarinda Dalagin Embriyonik Gelisimi
3.3.1. Kulu¢ckanin OnbirinciGiinii

Kuluckanm on birinci giiniinde; kontrol-1 ve kontrol-2 gruplarinin dalak
taslaklarinda c¢ok sayida hemopoietik odaga ve c¢ogunlukla kan damarlar1
limenleriyle kiigiik capli arterterlerin tunika adventisya katmanlarma infiltre olmus
durumda lenfosit morfolojisine sahip olan hiicreler gozlendi. Bu donemde dalaga
Ozgii, lenfoid doku heniiz sekillenmemisti (Sekil 3.10) ve ANAE ve ACPaz

pozitivitesi gosteren lenfositlere rastlanmadi.

Deney gruplarinda ise dalak taslagmin gelisimi kontrol gruplarindakine
benzemekle birlikte, 6zellikle deney-2 ve deney-3 gruplarindaki lenfoid dokunun

belirgin bigimde daha az hiicre yogunluguna sahip oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. Kulugkanin 11. giiniinde kontrol-1
grubundan bir hayvanin dalak taslagi kesiti
gorlilmektedir. Histolojik organizasyonu devam eden
organ taslaginda lenfosit morfolojisine sahip hiicreler
(oklar) damar liimenlerinde goriilmektedir May
Griinwald-Giemsa. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.11. Kulugkanin 11. giinlinde deney-3
grubundan bir hayvanin dalak taslagi  kesiti
goriilmektedir. Histolojik organizasyonu devam eden
organ taslaginda lenfosit morfolojisine sahip bir hiicre
(ok) gorilmektedir. May Griinwald-Giemsa. Biiyiitme
¢izgisi: 100 pm.
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3.3.2. Kulu¢kanin Onbesinci Giinii

Bu donemde, dalagin histolojik organizasyonundaki ilerlemeye paralel olarak
kontrol-1 ve kontrol-2 gruplarinda lenfoid doku gelisiminin biraz daha ileri asamada
oldugu dikkati g¢ekti. Periarterioler lenfatik kiliflar (PALS) sekillenme agsamasinda
olup, buralarda az sayida ANAE-pozitif lenfosite rastland1 (Sekil 3.12 ve Sekil 3.13).
Bu donemde, dalak taslaginda gelismekte olan vendz siniisler yaninda, az sayida

ANAE ve ACPaz pozitivitesine sahip lenfosite rastlandi.

Deney gruplarmin dalak taslaklarindaysa, embriyonik gelisimin kontrol
gruplarindakine biiyiik oranda benzemekle birlikte, deney-2 ve deney-3 gruplardaki
lenfoid dokunun belirgin bi¢imde daha az hiicre yogunluguna sahip oldugu dikkati
cekti (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15).

S .‘;1’3

Sekil 3.12. Kulugkanin 15. giiniinde kontrol-1
grubundan bir hayvanin dalak kesiti goriilmektedir.
Histolojik organizasyonu devam eden organ taslaginda
lenfositmorfolojisine sahip bir hiicre (ok) ve arter
kesiti  (yildiz)  goriilmektedir.  Arterin  tunika
adventisyasinda az sayida lenfoid hiicre bulunmaktadir.
May Griinwald-Giemsa. Biiyiitme ¢izgisi: 100 um.
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Sekil 3.13. Kulugkanin 15. giiniinde deney-1
grubundan bir hayvanin dalak kesiti goriilmektedir.
Histolojik organizasyonu devam eden organ taslaginda
morfolojisine sahip bir hiicre (ok) lenfoid hiicre az
sayida olup, damar limenlerinde daha az sayida hiicre
bulunmaktadir. May Griinwald-Giemsa. Biiyiitme
¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.14. Kulugkanin 15. giinlinde deney-3
grubundan bir hayvanin dalak kesiti goriilmektedir.
Histolojik organizasyonu devam eden organ taslaginda
ANAE-pozitif lenfositler (oklar) ve bir arter kesiti
(yildiz) goriilmektedir, ANAE demonstrasyonu.
Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.15. Kulugkanin 15. giiniinde deney-3 grubundan
bir hayvanin dalak kesiti goriilmektedir. Histolojik
organizasyonu devam eden organ taslaginda ACPaz-
pozitif lenfositler (oklar) ve bir arter kesiti (yildiz)
goriilmektedir. Arterin tunika adventisyasinda lenfoid
hiicre az sayidadir. ACPaz demonstrasyonu. Biiylitme
cizgisi: 100 pm.

3.3.3. Kulu¢kanin Onsekizinci Giinii

Kuluckanin 18. giinlinde, kontrol grubu dalak kesitlerinde cok yogun
eritropoietik odaklar yaninda lenfoid doku gelisiminin oldukga ilerlemis oldugu
dikkati ¢ekti. PALS’lardaki ANAE-pozitif hiicrlerin sayisinin 6nemli oranda artmis
oldugu, lenfatik kordonlarin  kalinlastigi, lenf folikiillerinin  histolojik

organizasyonunun ilerlemis oldugu gozlendi (Sekil 3.16).

Deney gruplarmin dalak taslaklarinda, embriyonik gelisimin kontrol
gruplarindakine biliylik oranda benzemekteydi. Deney-2 ve deney-3 gruplarindaki
lenfoid dokunun belirgin bigcimde daha az hiicre yogunluguna sahip oldugu dikkati

cekti (Sekil 3.17).
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Sekil 3.16. Kulugckanin 18. giiniinde kontrol-1
grubundan bir hayvanin dalak kesiti goriilmektedir.
Lenf folikiillerinin  (yildizlar) gelismesi Onceki
donemden daha ileri asamadadir. PALS’ta (ok) lenfoid
hiicre az sayidadir. May Griinwald-Giemsa. Biiyiitme
¢izgisi: 100 pm.

Sekil 3.17. Kulugkanin 18. giinlinde deney-3 grubundan
bir hayvanin dalak kesiti goriilmektedir. Histolojik
organizasyonu devam eden dalak taslaginda devam eden
lenf folikiilii (yildizlar) gelisiminin kontrol grubuna gore
daha geride oldugu dikkati ¢ekmektedir. May Griinwald-
Giemsa. Biiyilitme ¢izgisi: 100 pm.
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3.3.4. Kulu¢gkaninYirmibirinci Giinii

Kulugkanin yirmibirinci giliniinde, kontrol gruplarinda dalagin histolojik
organizasyonu hemen hemen tamamlanmis durumdaydi. Bu donemde lenfoid
dokunun, lenf folikiilleri ile lenfatik kordonlardan olustugu ve folikiillerin merkezi
bolgelerinin biraz daha soluk boyandiklari tespit edildi (Sekil 3.18). ANAE
pozitivitesine sahip lenfositler ¢cogunlukla arteriya sentralisler etrafinda, ACPaz-

pozitif lenfositler ise 6zellikle folikiillerin merkezi bolgelerinde lokalize olmaktaydi.

Bu donemde deney gruplarin dalak kesitlerinde yapilan incelemede, dalagin
histolojik yapismin kontrol gruplarminkine biiyilk oranda benzemekle birlikte,
deney-2 ve deney-3 gruplarindaki lenfoid dokunun belirgin bigimde daha az hiicre
yogunluguna sahip oldugu (Sekil 3.19) dikkati ¢ekti. ANAE ve ACPaz-pozitif

lenfositler daha az sayidaydi.

Sekil 3.18. Kulugckanin 21. giiniinde kontrol-1
grubundan bir hayvanin dalak kesiti goriilmektedir.
Kapsiil (K) organi sarmakta ve lenfoid doku damarlar1
saran lenfatik kordon (ok basi) ile merkezi bolgeleri
nispeten hiicreden fakir olsa da germinal merkezleri
belirgin olmayan lenf folikiillerinden (yildizlar)
olusmaktadir. PALS’ta (ok) lenfoid hiicre az sayidadir.
May Griinwald-Giemsa. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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Sekil 3.19. Kulugkanin 21. giinlinde deney-2
grubundan bir hayvanin dalak kesiti goriilmektedir.
Sayica az olan ve hiicreden fakir oldugu icin soluk
boyanmig olan kiigiik lenf folikiilleri (yildizlar)
gortilmektedir. PALS ta (ok) lenfoid hiicre az sayidadir.
May Griinwald-Giemsa. Biiyiitme ¢izgisi: 100 pm.
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4. TARTISMA

Gida maddelerinin {iretiminde kullanilan gida boyalari, gida tiiketimini
arttirdigindan gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir. Giiniimiizde en yaygin
olarak kullanilan gida boyalarindan biri Sunset Yellowdur (E110). Bu boya siit
iirlinleri, hazir gidalar, regel ve kuru icecek tozlarna ek olarak; sulu ilag ¢ozeltileri,
tablet, kapsiil, dis macunlar1 gargaralar, sa¢ bakim {iriinleri ve kozmetik iiriinlerde

kullanilmaktadir (Helal ve Abdel-Rahman 2005).

Gida boyalar1 ve gida koruyucularinin zararli etkileri {izerinde yapilan
arastrmalar genellikle gidalardaki miktarlarinin tayini, klinik, biyokimyasal ve
fizyolojik calismalardir. S6z konusu calisma sonuglari; gida ve ilaglarda yaygin
olarak kullanilan katk1 maddelerinin, insanlarda alerjik reaksiyonlara neden oldugunu
veya bu rahatsizliklar1 arttirdigini ortaya koymaktadir. Gida boyalarinin, bagisiklik
sisteminin embriyolojik gelismesi iizerindeki olumsuz etkilerinin belirlenmesine
yonelik deneysel ¢alisma bulunmamaktadir. Sunulan bu deneysel ¢alismada, kulucka
baslangicinda dollii tavuk yumurtasmin hava kamarasina 100 ng/yumurta, 500
ng/yumurta ve 1000 ng/yumurta dozlarinda enjekte edilen Sunset Yellow FCF
(E110)’un, dalagin embriyonik gelisimi iizerindeki etkileri belirlenmistir.
Degerlendirmede organin embriyonik gelisimi deney ve kontrol gruplarinda
belirlenerek, gruplar arasindaki morfolojik farklar belirlenmis ve ayni zamanda
kanatli T lenfositlerine 6zgii ANAE enzimiyle, B lenfositlerine 6zgi ACPaz
enzimleri demonstre edilerek, bu hiicrelerin timus, perifer kanda ortaya ¢ikis
donemleri yaninda dalaktaki lokalizasyonlar1 embriyonik dénem boyunca

belirlenmistir.

Ulkemizde gidalara katilacak boyalar1 diizenleyen Tiirk Gida Katki1 Maddeleri
Yonetmeligi (Anonim 2011) hangi boyalarin hangi iirlinlere ne diizeyde katilacagi
iizerinde de oneriler getirmektedir. Ulkemizde farkli 27 alkolsiiz igecek ve icecek
tozu 6rneginde yapilan taramada, 12 6rnekte 4,18-18,07 ppm arasinda Sunset Yellow
tespit edilmistir. Bu boyanin Avrupa Birligi yonetmeligine gére 70 kg’lik yetigkin
icin ADI degeri 2,5 mg/kg/giindiir (EFSA 2009). Arastirma sonuglarina gore izin
verilen renklendiriciler arasinda ikinci swrada en fazla kullanilan suda ¢Oziinen
sentetik boyanin Sunset Yellow (E110) oldugu tespit edilmistir. Alkolsiiz aromali

iceceklerin, yenilebilir buzlarin ve sekerlemelerin paketleri incelendiginde etiket
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bilgilerinde kullanilan renklendiricilerin miktarlar1 bulunmamaktadir. Ayrica bazi
numunelerde etikette beyan edilmeyen renklendiriciler tespit edilmistir. Ozellikle
cocuklarm siklikla tiikettigi bu firiinlerin etiket bilgilerinde kullanilan sentetik

renklendiricinin belirtilmesi gerekmektedir (Ding ve Aric1 2008).

Avrupa iilkelerinin ¢cocuklar1 (1-10 yaslar) i¢in, gidayla aliman Sunset Yellow
FCF (E110) seviyesi 0,3 -2,5 mg/kg viicut agirligi/giin ve 0,7- 6,7 mg/kg viicut
agirligy/giin olarak hesaplanmustir. Ingiliz eriskinleri i¢in alkolsiiz iceceklerle alinan
deger 0,5-1,1 mg/kg viicut agirligi/giin olarak hesaplanmistir. Bulunan degerler genel
olarak gec¢ici ADI degeri olan 1 mg/kg/viicut agirligi/giin seviyesinden daha
disiiktiir. Bununla birlikte, yiiksek seviyelere maruz kalan ¢ocuklarin degerleri (0,2 -
2,1 ve 0,6-5,8 mg/kg viicut agirhigi/giin) gecici ADI seviyesinin iizerinde veya onun
ist smirindadir. Sunset Yellow FCF (E110) icin iist seviye sinirlarinin
belirlenmesinde, boyada kanun dis1 olarak bulunan ve istenmeyen Orange II ve
Sudan I gibi siilfonath boyalarla, temel renksiz maddeler olan sodyum kloriir ve

sodyum siilfat diizeylerinin de dikkate alinmas1 gereklidir (EFSA 2009).

Avrupa Birligi iilkeleri Igecek Birliginin (UNESDA) 2005 yilinda yaptig1 bir
taramada, iceceklerdeki mevcut en yiiksek Sunset Yellow FCF (E110) diizeyinin 50
mg/L oldugu bildirilmistir.

Daha yakin bir zamanda UNESDA tarafindan hazirlanan bir raporda kullanim
diizeyleri 1- 48 mg/L olarak bildirilmektedir. Benzer seviyeler Avrupa Birligi Gida
ve Igecek Endiistrileri Konfederasyonu (CIAA) tarafindan da agiklanmustir. Avrupa
Gida Katkilar1 Federasyonu ve bazi diger Avrupali kuruluslar gidalardaki tipik
Sunset Yellow FCF (E110) seviyelerini 4-50 mg/L arasinda bildirmektedir.

Sunset Yellow FCF (E110)’nin bir karisimi olan Yumurta Sarisi’nin akut in
vivo histolojik etkilerini rat dokularinda arastirmistir. Agiz yoluyla (5 ml suda
eritilerek) 3 giin siireyle 500,1.000 veya 2.000 mg/kg viicut agirligi/glin dozunda
boya verilen gruplardan 2.000 mg/kg viicut agirligi/giin doz grubunda mide
antrumunda {lseratif lezyonlar ve kanamalar meydana gelmistir. Ciplak gozle
yapilan incelemede, 1.000 ve 2.000 mg/kg viicut agirhigi/giin dozunda boya verilen
hayvanlarda orta derecede splenomegali, hepatomegali, ve irilesmis solgun bobrekler

tespit edilmistir. Mikroskobik incelemede, karaciger, bobrek, dalak, mide ve ileumda
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dozla iliskili dejeneratif, ve karacigerde nekrozu da kapsayan proliferatif lezyonlar
gelismistir. Nekroz, dalakta, bobreklerde glomerulus ve papilla renaliste belirgindir.
Yukaridaki bulgulara ragmen, calismada saf Sunset Yellow FCF (E110) yerine
karigim kullanildigindan, sonuclarin direk olarak Sunset Yellow FCF (E110)’nin
etkisine baglanamayacagina dikkat ¢ekilmistir (Ching ve ark 2005, EFSA 2009).

Sunset Yellow FCF (E110)’nin kisa donem toksisitesinin degerlendirilmesi
amaciyla domuzlarda yapilan bir baska calismada, her iki cinsiyetten esit sayidaki
6’sar hayvandan olusan gruplara, 0, 250, 500 ve 1000 mg/kg viicut agirligy/giin
oranindaki Sunset Yellow FCF (E110) 98 giin yedirilmistir. Canli agirlik kazanci,
hematolojik veriler, idrar yapma, organ agirliklar: ile transaminazlar ve serum iire
diizeyleriyle dokularmm mikroskobik yapisinda onemli degisiklik gozlenmemistir.
Yukaridaki ve diger baz1 deneysel ¢alisma sonuglarini dikkate alan SCF, kisa donem
test sonuglarmin, Sunset Yellow FCF’nin (E110) belirgin toksik etkilerinin
olmadigini gosterdigini belirtmistir. Bununla birlikte, bir uzun dénem caligmasinda
Sunset Yellow FCF (E110)’nin testisler tizerindeki etkisini incelemislerdir. Gruplara
0 (kontrol), gidanin % 0,5’1 (250 mg/kg viicut agirhigi/giin), % 3’i (1500 mg/kg
viicut agirligi/giin) oraninda Sunset Yellow FCF (E110)’yi 90 giin yedirmislerdir. %
0,5 doz grubunda bazi tubulus seminiferus kontortuslarda dejeneratif degisiklikler
gozlenmistir. Bir¢ok tubulusta spematogonyumlarda distorsiyon ve maturasyonun
durmasi en 6nemli bulgulardir. Olgun spermatozoon bulunmamakla birlikte, Leydig
ve Sertoli hiicreleri normaldir. %3’liik grupta dejeneratif degisiklikler artmustur.
Bir¢ok tubulusu i¢ine alan diizensiz nekroze alanlar gozlenmekte, etkilenen
tubuluslarda spermatojenik hiicreler dokiilmiis durumdadir. Arada normal yapidaki
tubuluslar da gozlenmektedir. Testisteki tubuluslarin hemen hemen %50’sinde
toksisite belirtileri goriilmektedir. Her iki doz seviyesinde de serum alkalin fosfataz
ve kolesterol seviyeleri Onemli derecede artmis, serum protein diizey Onemli
derecede diismiistiir. Bu nedenle SCF, uzun donem etkileri géz oniine alarak 250
mg/kg viicut agirhigi/giin seviyesini En diisiik Zararli Etki Gozlenen Seviye
(LOAEL) olarak belirlemistir. Farelere, FO jenerasyonunda 5 haftaliktan Fl1
jenerasyonunda dokuzuncu haftaya kadar gidanin %0,15, %0,30 ve %0,60’1 olacak
sekilde Sunset Yellow FCF (E110) verilen bir calismada yavru biiyiikligii, agirhigi
ve cinsiyet orani iizerinde zayif olumsuz etkiler tespit edilmistir. Siit emme

doneminde, her iki cinsiyetten yavrularin ortalama viicut agirhigi diistik ve orta doz
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seviyelerinde 6nemli derecede artmustir. Sinirsel davranissal verilerden ylizme yonii
erken emme doneminde her iki cinsiyette doz-bagimli bicimde Onemli derecede

etkilenmistir (Gaunt ve ark 1969, Tanaka 1996, Mathur ve ark 2005a).

Sunset Yellow FCF (E110)’nin genotoksisitesi iizerinde JECFA tarafindan
yapilan degerlendirmelerde 0,5 g Sunset Yellow FCF (E110)/100 mL’nin
Escherichia coli {izerinde genotoksik etkisinin olmadigi sonucuna varilmigtir
Salmonella typhimurium iizerinde demetabolik aktivasyon olsun veya olmasin
genotoksik etkisi bulunmamustir. Yapilan Ames testi’'nde, 4 adet Salmonella
typhimurium susu lzerinde revers mutasyonlar goézlenmemistir, Saccharomyces
cerevisiaede mitotik gen konversiyonunda artis saptanmamistir. Bununla birlikte,
standart Ames testinin bu boyanm genotoksisitesinin belirlenmesinde kullaniminin
uygun olmadigina da dikkat ¢ekilmistir. TemaNord degerlendirme sistemine gore,
yapilan calisma sonuclar1 Sunset Yellow FCF (E110)’nin genotoksik etkilerinin
oldugunu gdstermemektedir In vivo kemik iligi mikroniikleus testi sonuglarina gore,
ag1z yoluyla verilen tek doz 2000 mg/kg viicut agirlig1 dozundakiSunset Yellow FCF
(E110) fare ve sicanlarda mikroniikleus sikligini artirmamaktadir. Bu boyanin
yliksek dozlarda alindiginda kromozomal hasara yol actigini gosteren c¢aligsma
sonuclar1 da vardir. Nitekim agiz yoluyla farelere 0,17 veya 1,7 mg/kg viicut agirligi
dozunda verilen Sunset Yellow FCF’nin (E110) kromozomal hasara ugrayan hiicre
sayisin1 artirdigi gosterilmistir. Farede in vivo Comet assay testiyle 2000 mg/kg
viicut agirhigi dozunda uygulanan Sunset Yellow FCF (E110)’nin, uygulamadan 3
saat ve 24 saat sonra DNA hasarma yol a¢tigin1 gdzlemislerdir. Inceleme sonuglarma
dayanilarak, Sunset Yellow FCF (E110)’nin 2000 mg/kg viicut agirhgina kadarki
akut oral dozunun genototoksik olmadig1 sonucuna varilmistir (Garner ve Nutman
1977, Viola M 1978, Sankaranarayanan ve Murthy 1979, Yoshimoto M 1984,
Tennant ve ark 1986, Ashby ve Tennant 1988, McGregor ve ark 1988, Benigni 1989,
Izbirak ve ark 1990, Westmoreland ve Gatehouse 1991, Durnev ve ark 1995, Rafii ve
ark 1997, Sasaki ve ark 2002, EFSA 2009).

Daha once yapilan bir ¢alismada, Brilliant Blue ve Sunset Yellow FCF’nin
(E110) perifer kan lenfositlerinde mikroniikleus, mitotik indeks ve replikasyon
indeksi tlizerindeki etkileri degerlendirilmis ve Brilliant Blue ile Sunset Yellow
FCF’nin (E110) mikroniikleus sikligmi arttirirken, mitotik indeks ve replikasyon

oranlarmi azalttig1 tespit edilmistir. Arastiricilar, elde edilen sonuglara dayanarak sz
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konusu gida boyalarinin yiiksek konsantrasyonlarda alindiginda potansiyel
genotoksik ve sitotoksik etki gosterebilecegine dikkat ¢ekmislerdir. Sunset Yellow
FCF (E110)’nin sarimsak (A/lium sativum) kok ucu hiicrelerinde mitoz tizerinde etki
gosterdigi bildirilmistir. Etki, doz ve etkime siiresine baglhdir. Kisa stireli etki mitotik
indeksi ylikseltirken, uzun siireli etki baskilamaktadir. Doz arttikga mitotik indeks
diismektedir. Yiiksek dozlara maruziyette mitozu baskilayan etkime siiresi
kisalmaktadir. Go6zlenen etkinin muhtemelen DNA sentezinin baskilandigi Gl
fazinin blokajindan veya hiicrenin mitoza girisinin engellendigi G2 fazinin bloke
olmasindan kaynaklanabilecegi gibi S fazinda DNA sentezinin bloke olmasindan da
kaynaklanabilecegi ileri siirilmiistiir. DNA sentezinin bloke olmas1 ise muhtemelen
ATP seviyesindeki diisiisten kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada, deney gruplarindan
alinan kan ornekleri lizerinde yapilan incelemelerde, kuluckanin 15. giintinde, 500 ve
1000 ng/yumurta Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruplarin (deney-2 ve
deney-3) alyuvarlarinda siklikla mitotik figiire rastlandi. Bu da s6z konusu dozlarin,
kulugkanin 15. gilinlinde embriyonik hiicrelerin mitotik aktivitesi iizerinde etkili
olabilecegini gdstermektedir (Van’t Hof 1978, Rencuzogullari ve ark 2001, Sudhakar
ve ark 2001, Bhattacharjee 2014, Kus ve Eroglu 2015).

Ilag ve diger kimyasal maddeler yaninda Sunset Yellow FCF’nin (E110)
embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan testlerde dollii
tavuk yumuurtas1 da tercih edilen test materyallerinden biridir. DOl tavuk
yumurtasinin  kullanildigi Tavuk Embriyotoksisitesi Belirleme Testi (Chicken
Embryotoxicity Screening Test-CHEST) olarak adlandirilan bir metot gelistirmis ve
bu metot daha sonra yapilan bir cok embriyotoksisite ve teratojenite ¢alismasinda da
uygulanmistir. Kuluckalik tavuk yumurtasi kullanilarak gergeklestirilen bu testin
sonuclart memelilere de uyarlanabilmektedir. Ciinkii CHEST ile belirlenen toksik
dozun sulandirma konsantrasyonunun 107 ile carpilmasiyla elde edilen deger, gebe
memelilerde annenin canli agirhiginin kg’mi basina almmasi1 gereken toksik doz
olarak kabul edilmektedir. Test uygulanmasi kolay ve ucuz olup, tekrarlanabilir
sonuglar vermekte ve kisa silirede gergeklestirilebilmektedir. Ayni zamanda
memelilerdeki toksikolojik caligmalarda kullanilacak olan denek sayisi ile deneme
sayisin1 azaltmakta; canli organizmaya verilebilecek agr1 ve aciyr da en aza
indirgeyerek,etik kurallara ve yasal kisitlamalarla farkli iilkelerin hayvan haklari

koruma kanunlarmma da aykir1 diigmemektedir. Bu belirtilen nedenlerle Tavuk
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Yumurta Testi (Hen’s Eggs Test-HET) olarak da adlandirilan bir test gelistirmisler.
S6z konusu testle elde edilen sonuglarin memelilerde yapilan toksisite sonuclari ile
uyumlu oldugunu bildirmiglerdir (Jelinek ve ark 1985, Kemper ve Luepke 1986,
Vesely ve Vesela 1991, Celik ve ark 2000, Berktay 2014).

Bir maddenin embriyotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilacak olan
calismalarda, test edilecek maddenin fakli dozlar1 denenmelidir. Her soliisyon i¢in en
az 2 farkli doz uyguladiklar1 halde, Brown ve arkadaslar1 yapmis olduklari bir
calismada en az 3 farkli dozun denenmesi gerektigine isaret etmektedirler. Jelinek ise
etkili dozun belirlenmesinde etkisiz en yiiksek doz ile etkili en diisiik doz arasindaki
dozlarin denenmesi gerektigini ileri siirmektedir. Bu ¢aligmada ise 100 ng, 500 ng,
1000 ng/yumurta olmak iizere 3 farkli Sunset Yellow FCF (E110) dozu kullanildi.
Sonuglarm giivenilirligi agisindan her doz grubu i¢in kullanilan yumurta sayis1 da
oldukca onemlidir. Baz1 arastiricilar her grupta en az 20 yumurta kullanilmasi
onerirken; bu calismada, her grupta 50 yumurta kullanmilmistir (Verret ve ark 1964,

Jelinek 1977, Brown ve ark 1986, Kemper ve Luepke 1986, Prelusky ve ark 1987).

Dalagin periton ortiisii, embriyonik donemde dorsal mezogastriyumdan koken
alan dalak taslagmmin {izerindeki s6lom epitelinden gelismektedir. Organin
stromasmin olusumuna katilan retikulum hiicreleri ve diiz kaslar bolge
mezenkiminden gelisirken; parangimi olusturan lenfoid hiicreler olan T ve B
lenfositler merkezi lenfoid organlar olan timus ve bursa Fabricii'den kan yoluyla
organ taslagina gelerek buradaki retikulum ipliklerive retikulum hiicrelerinin
olusturdugu agin gozeneklerine yerlesir. Arteria sentralis etrafinda kiimelenen bu
hiicreler lenf folikiillerini (Malpighi cisimcikleri) olusturur. T- ve B-lenfositlerin
dalak ve diger perifer lenfoid organlara gogii karnivorlarda gebeligin 40-48.
gilinlerinde, atlarda ise 120. gliniinde baslamaktadir. Tavuk embriyosunda ise B-
lenfositlerin bursa Fabricii'den dalaga gogleri kuluckanin 14. giiniinde basladigi
bildirilmigse de daha sonra kanathilarda timusun embriyonik gelisimi iizerinde
yapilan bir ¢aligmada organin medullasinda tipik lenfosit morfolojisine sahip
hiicrelere kuluckanin 10. giiniinde rastlandigi ileri striilmiistiir. Bununla birlikte,
olgun T lenfositlerine 6zgii bir enzim olan alfa-naftil asetat esteraz (ANAE)
pozitivitesinin timus medullasindaki lenfositlerde kuluckanin 13.giinlinde ortaya

ciktig1 dikkate alinarak, timustan perifer lenfoid organlara T-Ienfosit gdciiniin
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kulugckanin 10-14. giinlerinde basladig1 kabul edilmektedir (Latshaw 1987, Kocadz
ve ark 1997a, Sandik¢1 ve Celik 2000).

Tavukta dalagin normal embriyonik gelisimi tlizerinde yapilan bir ¢aligmada
dalak gelisimini 3 temel evrede incelemistir. Birinci evre kuluckanm 4-6. Giinleri
arasi olup, 4. giinde dalak taslag1 dorsal pankreas yakinindaki dorsal mezenteryumda
hafif bir siskinlik halindedir. Kulugkanin 5. Giiniinde dalak taslagi kubbe seklini alir.
Bu donemde taslagi olusturan hiicrelerin hemen hemen tamami mezensimal
hiicrelerdir. Dalak gelisiminin 2. Evresi kulugkanin 7-15 giinleri arasini
kapsamaktadir. Iki-lic sira mezensimal hiicreyle sarili olan arteriya trabekiilaris
taslagi, kuluckanin 7-8. giinleri arasinda ortaya ¢ikmakta, kuluckanin 8-9. Giinleri
arasinda mezensimal hiicreler arter duvarinin tunika medyasini olusturmaktadir.
Damarin dig katmani olan tunika eksterna (7. adventisya), kulugkanin 9-10.
gilinlerinde sekillenmektedir. Biiyiik arterler etrafindaki trabekiiler doku (lenfoid
hiicre toplulugu) kulugkanin 14-15. giinlerinde sekillenmektedir. Dalagin biiyiik
venalarinin  gelisimi arterlerle ayni zamanda gerceklesmektedir. Bazofilik
sitoplazmali, bir-iki niikleoluslu iri ve 0kromatik ¢ekirdekli hemositoblastlar dalak
taslaginda ilk kez kulugkanin 7. giinlinde damarlarin liimeninde, 8. Giinden itbaren
de mezensimde gozlenmektedir. Kuluckanm 10. giiniinde dalaktaki kan damarlarinin
limeni ve mezensimindeki hemositoblastlarin sayis1 artmakta; fakat 14. giinden
itibaren hemositoblast sayis1 azalirken, graniilositer seri hiicreleri daha fazla sayida
goriilmektedir. Tavuk dalaginin embriyonik gelisiminin 3. evresi, kulugkanin 16.
glinliyle cikis giinii arsindaki donemde gerceklesir. Kilifli kapillerler (kabuklu
arteriyol) kuluckanm 16-17. Giinlerinde ortay ¢ikmaktadir. Kulugkanin 18, giiniinde
bu kapillerler etrafinda 1-2 retikulum hiicresi katmani bulunur. Kuluckanm 20.
gilinlinde, dalagin biiylik bolimii kilifli kapiller ve bunlarin elips bigimli kiliflartyla
doldurulmus durumdadir. Iri, yuvarlak veya oval g¢ekirdekli bir c¢ekirdekle
eozinofilik graniilli miyelositler ilk defa kuluckanin 9.giinlinden itibaren dalagin
stromasinda goriilmeye baslar. Graniilositer seri hiicrelerinin sayis1 kulugkanin 12-
19. Giinleri arasinda hizla artar ve kuluckanm 19. giiniinden sonra azalir. Kiigiik
eritropoietik odaklar kuluckanm 7, 10, 12 ve 14. giinlerinde goriilmektedir. Lenfoid
hiicreler kulugkanin yaklasik 15. giinlinde belirli bolgelerde kiimelesmeyip rastgele
dagisimis durumdadir. Benglades’in yerel evcil tavuk wki (Gallus domesticus)

iizerinde yapilan bir ¢alismada, embriyonik dalakta kirmizi-beyaz pulpa ayriminin
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kuluckanin 14. giiniinde yapilamadigi ve aym1 zamanda kapiller damarlarla
paransimin 151k mikroskobik ayrimimnin da zorlukla yapilabildigi bildirilmektedir.
Kirmizi-beyaz pulpa ayrimi kulugkanin 20. giinlinden sonra yapilabilmektedir.
Lenfositlere kulugkanin 14. giiniinden itibaren rastlandigi, 20. giinde bu hiicre

sayilarinmn hizla arttig1 bildirilmistir (Ogata ve ark 1977, Islam ve ark 2012).

Kanath embriyonik gelisimi esnasinda pre-timik ve pre-bursal kok hiicreler
timus ve bursa Fabricii taslaklarina embriyonik siire¢ icerisinde, belirli donemlerde
gerceklesen goe dalgalart halinde gelmekte. Timusa gelenler T-lenfositlerine 6zgii,
bursa Fabricii’ye gelenler ise B-lenfositlerine 6zgii enzimleri ve ylizey reseptorlerini
kazanarak, T- ve B-lenfosit olma yoniinde farklilagsmaktadirlar. Kok hiicrelerin 3 ayr1
g6¢ dalgas1 halinde embriyonik donemin 6,5-8, 12-14 ve 18. giinlerinde kan yoluyla,
dalgalar halinde go¢ ederek timus ve bursa Fabricii taslaklarma geldiklerini ileri
sirmektedir. Embriyonik déonemin 12-13. giinlerinden 6nce gerceklesen goc dalgasi
ile timus ve bursa Fabricii’ye gelen kok hiicreler, muhtemelen birbirine benzer
ozelliklere sahip hiicrelerdir. Perifer kandaki lenfosit morfolojisine sahip olan ve
ACPaz pozitivitesi gosteren hiicrelere en yiiksek oranda embriyonik donemin 13.
gilinlinde rastlanmakta; ikinci ve tiglincii go¢ dalgalarinin ortasina denk gelen donem
(15. giin) ile tigiincii gb¢ dalgasinin bagladigi 18. giinde ise bu hiicrelerin sayilarinda
belirgin bir azalma meydana gelmektedir. Ugiincii gé¢ dalgasmmn ardindan, 21.
glinde ise ACPaz pozitif lenfosit orami tekrar artmakta ve kulugkadan ¢ikisi takip
eden 4. hafta sonunda ise bu oran daha da ylikselmektedir. Sonug olarak, tavuklarda
perifer kan lenfositlerinde ACPaz pozitivitesi ilk kez embriyonik donemin 12.

giinlinde ortaya ¢ikmaktadir (Glick 1988).

Amaranth, Sunset Yellow FCF (E110) ve Curcuminin immiin sistem
iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada her 3 boyanin da ADI degerinin 3
katmin hiicresel bagisiklig1 baskiladigi, humoral bagisiklik {lizerindeyse etkilerinin
olmadig iler1 stiriilmiistiir. Diger bir ¢alismadaysa, Sunset Yellow FCF’nin (E110),
toksik olmayan dozda bile dalak hiicrelerinin fonksiyonunu bozdugu ileri
siriilmiistiir. Tavuk embriyosu timus kesitleri lizerinde yaptigi 151k mikroskobik
incelemelerde, kontrol grubundaki hayvanlarin timuslarindaki degisikliklerin,
Sandik¢1 ve Celik (2000)’in bulgulariyla uyumlu ve normal bir seyir takip ettigini
gbzlemistir. Bursa Fabricii’deki degisiklikler ise, Kocadz ve ark (1997a) ile Donmez

ve Celik (1998)’in bulgulariyla uyumludur. Ayni ¢alismada, Sunset Yellow FCF
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(E110) verilen yumurtalardan ¢ikan civcivlerin merkezi lenfoid organlari olan timus
ve bursa Fabricii’nin embriyonik gelisimlerinin baskilanmis oldugu tespit edilmistir.
Bursa Fabricii’nin incelenmesinde organa 0zgii lenf folikiillerinin, kontrol
grubundaki hayvanlardakinden daha kiiciik ve daha az sayida oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar, Sunset Yellow FCF (E110) verilen hayvanlarin immiin
sistemlerinde onemli yetmezliklerin meydana gelebilecegini ortaya koymaktadir. Bu
calismada, yumurtaya kulucka baslangicinda verilen Sunset Yellow FCF’nin (E110)
dalagin embriyonik gelisimi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Zira
dalak, merkezi lenfoid organlar olan timus ve bursa Fabriciide olgunlasan T ve B-
lenfositlerin, kendilerine 06zgii bolgelerde lokalize olarak fonksiyonlarmi
gergeklestirdikleri en onemli sekonder lenfoid organdir. Primer lenfoid organlarin
embriyonik gelisiminde ortaya cikacak bir aksaklik, sekonder lenfoid organlarin
gelisiminde de olumsuz sonuglara yol acacaktir. Bu calismada deney gruplarinda
yapilan incelemelerde, dalak taslaginin gelisimi kontrol gruplarindakine benzemekle
birlikte, ozellikle deney-2 ve deney-3 gruplarindaki lenfoid dokunun belirgin
bicimde daha az hiicre yogunluguna sahip oldugu belirlenmistir. Kuluckanin
onbesinci ve onsekizinci giinlerinde, deney-2 ve deney-3 gruplarinda lenfoid doku
belirgin bi¢imde daha az hiicre yogunluguna sahiptir. Kulugckanm yirmibirinci
gilinlinde, deney-2 ve deney-3 gruplarindaki lenfoid dokunun belirgin bi¢cimde daha
az hiicre yogunluguna sahip oldugu, ANAE ve ACPaz-pozitif lenfositlerin daha az
sayida oldugu dikkati ¢ekmektedir (Yadav ve ark 1982, Kocadz ve ark 1997a,
Donmez ve Celik 1998, Sandik¢1 ve Celik 2000, Hashem ve ark 2010, Berktay
2014).

Sunset Yellow FCF’nin (E110) tavuk embriyolarinda mast hiicresi
degraniilasyonu tizerindeki etkisini, 2,5 mg/kg dozundaki boyanin kuluckanmn 15.
giinlinde vitelliis kesesine enjekte ederek belirlemistir. Bu amacla, enjeksiyondan 6,
12 ve 24 saat sonra dermal ve mukozal mast hiicrelerindeki degraniilasyonu
incelenmistir. Dermal mast hiicrelerinin kismi degraniilasyonu Sunset Yellow FCF
(E110) enjeksiyonundan 12 saat sonra, mukozal mast hiicrelerininki ise 6 saat sonra
gerceklesmistir. En fazla degraniilasyon deride enjeksiyondan 24 saat sonra,
bagirsakta ise 12 saat sonra gerceklesmistir. Bu ¢alisma, s6z konusu gida boyasinin
daha ¢ok mast hiicresi degraniilasyonu iizerindeki etkisine yonelik olmakla birlikte;

Sunset Yellow FCF’nin (E110) merkezi lenfoid organlar olan timus, bursa Fabricii
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ve dalakta neden oldugu fonksiyonel ve yapisal bozukluklarda dikkate alindiginda,
alerjik rahatsizliklara neden olabilecegi ve diger immiin sistem yetmezliklerine de

neden olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (Giiler ve Bagimoglu Koca 2013).

Bu c¢alismada elde edilen kan lokosit oranlar1 verileri; kulugkanin 11.
giiniinde 1.000 ng/yumurta Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen grupta ACPaz
ve ANAE-pozitif lenfosit oranlarinda 6nemli diisiise yol actigini ortaya koymaktadir.
Kuluckanm 18. ve 21. Giinlerindeyse, 500 ng/yumurta ve 1.000 ng/yumurta dozunda
Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruplarin kan ACPaz ve ANAE-pozitif
lenfosit oranlar1 diger gruplardan daha disiiktiir. Baska bir calismada bursa
Fabricii’de tespit edilen embriyonik gelisme geriliginin kandaki lenfosit
morfolojisine sahip ACPaz pozitif hiicre oranlarindaki diisiislerle paralellik
gostermesi, Sunset Yellow FCF’nin (E110) humoral immiin sistemin gelisimi
iizerindeki baskilayici etkisinin morfolojik kanitlarindan biri kabul edilebilir. Cilinkii
ACPaz pozitif lenfositler ¢ogunlukla bursa Fabricii kokenli olup (B-lenfositleri);
antikor sentezleyen plazma hiicrelerine doniisiirler. Baska bir ¢alismada neo-natal
donemde bursektomize ettikleri civcivlerin dalaklarindaki lenf folikiillerinin
germinal merkezlerinde, ACPaz pozitif lenfosit yogunlugunun azaldigini tespit
etmiglerdir. Ayrica, kulugkadan ¢ikistan hemen sonra bursektomize edilen ya da anti-
bursa serumu verilen civcivlerin hem perifer kanlarindaki ACPaz pozitif lenfosit
oranlar1 ve hem de koyun eritrositlerine karsi iiretilen antikor seviyesi ile dalaktaki
lenf folikiillerinin germinal merkezlerindeki ACPaz pozitif lenfosit yogunlugunun
onemli oranda azalmis oldugu ortaya konmustur. Bu ¢alismada da 500 ng/yumurta
ve 1.000 ng/yumurta dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruplardan
(deney-2 ve deney-3 gruplar1) elde edilen civcivlerin dalak dokularindaki lenf
folikiillerindeki germinal merkezlerin, kontrol gruplarindakilerden daha az gelismis
olduklar1 dikkati ¢ekti. Sonug olarak bursa Fabricii’deki lenfosit yapimini (B-lenfosit
olgunlasmasini) baskilayan Yellow FCF (E110), bursa Fabricii’de gelisme geriligine
neden olmas1 yaninda, dalaktaki lenf folikiillerinin germinal merkezlerindeki ACPaz
pozitif lenfositlerin yogunluklarinda da belirgin azalmalara neden olmaktadir. Bu
bulgu, etkilenen civcivlerin antikor yanitinda diisiislere neden olabilecegini
gostermekte ve s6z konusu maddenin immiin sistem ilizerindeki muhtemel olumsuz
etkilerinin mekanizmasinin agiklanmasinda 6nemli yapisal ve morfolojik bilgiler

saglamaktadir (Graczyk 1984, 1987, Slowik ve ark 1990, Jain 1993, Berktay 2014).
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Nitrat ve nitritler gidalara baz1 6zel amaclarla ilave edilmektedir. Nitritlerin
farkli memeli tiirlerindeki karsinojeik, hepatotoksik, nefrotoksik, iireme
fonksiyonlarmi bozucu gelisme geriligine neden olmasi, methemoglobinemi ve belli
savunma faktorleri lizerindeki olumsuz etkilerini kapsayan toksik etkilerinin
mekanizmas1 daha once yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (Kilgore ve Li 1980,

Ismail ve ark 2003).

Sodyum nitrit ve sunset yellow FCF’nin (E110) birlikte alinmasinin, bobrek
fonksiyonlarinda 6nemli degisiklikler; serum iirik asit, iire, kreatinin, seviyelerinde

yilikselme ve ayni1 zamanda idrarda da 6nemli artisa yol agmaktadir (Hassan 2007).

Sunset Yellow FCF (E110), diinyada ve iilkemizde yaygin olarak kullanilan
bir gida boyasidir. Gida boyalarmin dikkati ¢eken en Onemli olumsuz etkileri
arasinda ¢ocuklarda dikkat yetmezligi hiper aktivite bozuklugu, ¢ocuklarda davranis
bozukluklari, alerjik reaksiyonlar ve diger yan etkiler sayilmaktadir. Sunset Yellow
FCF (E110) bir azo boyast oldugundan, salisilatlara duyarli bireylerde duyarlilik
reaksiyonalar1 gelisebilmektedir. Ek olarak, bu boya bir histamin serbestlestiricisidir
ve astim semptomlarini giiglendirebilmekte, benzoatlarla birlikte alindiginda
cocuklarda hiperaktiviteyi tetikleyebilmektedir. Bu c¢alismada, kulucka
baslangicinda, dollii tavuk yumurtasina hava kamarasi yoluyla verilen Sunset Yellow
FCF’nin (E110), tavuk embiyosunda dalagin embriyonik gelisimi lizerindeki etkisi
ve kan lenfotlerinin enzimatik aktivitelerilizerindeki etkileri histolojik,

histomorfometrik ve enzim histokimyasal yontemlerle belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligsmada, kulucka baslangicinda, dollii tavuk yumurtasina hava kamarasi
yoluyla 500ng/yumurta ve 1.000 ng/yumurta dozlarinda verilen Sunset Yellow
FCF’nin (E110), tavuk embiyosunda dalagin embriyonik gelisimini baskiladigi,
ANAE ve ACPaz-pozitif lenfosit oranlarindan 6nemli diisiislere yol actigi tespit
edilmis ve bu nedenle immiin sistem fonksiyonlarinda énemli bozukluklara neden

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Bu calismada, Sunset Yellow FCF’nin (E110) etki mekanizmasi hakkinda
bilgi elde edilmemis olmakla ve test materyali yumurta olmakla birlikte, belirlenen
etkilerin insanlarda da ortaya ¢ikmasi muhtemel oldugundan, 6zellikle hamile ve
cocuklarin gida boyalar1 iceren igecekleri ¢cok fazla tiiketmemeleri ve belirlenen doz
sinirlarmin siklikla asilabilecegi hatirda tutlmalidir. Cocuklarin bu iirtinleri tiiketimi

ebeveynler tarafindan kontrol altinda tutlmalidir.
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7. EK

Ek A: Etik Kurul Karan

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
VETERINER FAKULTESI

ETIK KURUL (SUVFEK) KARARLARI

Toplanti Tarihi | 27.12.2013 | Toplanti Sayist 2013/14 Karar Sayisi 2013/061

S.U. Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ilhami CELIK tarafindan sunulan
“Kulucka Baglangicinda Yumurtaya Verilen Sunset Yellow FCF’nin (E110),
Tavuklarda Dalagin Embriyonik Geligimi ile Perifer Kan T- ve B-Lenfosit Oranlar
Uzerindeki Etkisinin Histolojik ve Enzim Histokimyasal Yontemlerle Belirlenmesi”
baghkli Tez Projesi bagvurusu degerlendirilmistir. L

Bu calisma ile yaygmn olarak kullamlan bir gida boyasi olan Sunset Yellow FCF’nin
(E110), tavuk dalagimin embriyonik gelismesi iizerindeki etkisinin histolojik ve enzim
histokimyasal yontemlerle belirlenmesinin amaglandi belirtilmektedir. Projede 2013/11
tarihli ve 2013/044 karar sayili olan projeden almmus dokularin kullamlacag:
belirtilmektedir.

Basvuruda, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul Yonergesi ilkelerine
uyulduguna, projenin arastirma etigi agisindan “Uygun olduguna” oy birligi ile karar
verilmistir.

Prof. Dr. Nurcan DONMEZ Bagkan Yardimcisi
Bagkan
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Aysegiil KURTBEYOGLU

Uye Konya Dogayi ve Hayvanlari Koruma Dernegi Uyesi

(Katilmadi)

N ___‘@_i(_-[)
Dog. Br. Ugur USLU fih Z&ki ALPTEKIN

Dog. Dr. Serdar {ZMIRLL Uye Sivil Uye
Raportér Uye
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