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TARTRAZININ CYPRINUS CARPIO’DAKI GENOTOKSIK ETKISININ
MiKRONUKLEUS YONTEMI iLE ARASTIRILMASI

Umit YIRTICI
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Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2007
Tez Damismanlari: Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK,
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OZET

Kimyasal bilesiklerin genotoksik etkisini incelemek amaci ile kromozom hasarlarinin
bir gostergesi olan balik eritrositlerindeki mikroniikleus yapilar1 kullanilmaktadir. Bu
calismada, Cyprinus carpio’nun eritrositlerinde tartrazinin genotoksik etkisinin
arastiritlmasi amaglandi. Uygulamalarda statik akut deney yontemi ve genotoksik etkinin
belirlenmesinde eritrosit mikroniikleus testi kullanildi. Tartrazin uygulamasi ile olusan
mikroniikleuslu hiicreler incelendi ve tartrazinin genotoksik etkisi tespit edildi.
Uygulamalar hem zamana hem de doza bagl olarak yapildi ve baliklar tartrazinin 250,
500, 1000 ve 1500 mg/L dozlarina 24, 48 ve 72 saat siireyle maruz birakildi.
Mikroniikleus frekansi kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, hem doza hem de
zamana bagimli bir artig gosterdi. Simdiye kadar tartrazinin genotoksik etkileri, baliklar
izerinde incelenmemisti. Bizim sonug¢larimiz, tartrazinin Cyprinus carpio’da

genotoksik etkisi oldugu yoniindedir.

Anahtar Kelimeler: Cyprinus carpio, Tartrazin, mikroniikleus yontemi, genotoksisite.
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INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECT OF TARTRAZINE IN
CYPRINUS CARPIO BY USING MICRONUCLEUS METHOD

Umit YIRTICI
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M. Sc. Thesis, January 2007
Thesis Supervisors: Prof. Dr. Aydin S. TUNCBILEK,
Assist. Prof. Muhammet GAFFAROGLU

ABSTRACT

Micronucleus formation in fish erythrocytes, as an indicator of chromosomal damage,
has been increasingly used to detect the genotoxic potential of chemical compounds. In
this study, it is aimed to search the genotoxic effect of tartrazine in erythrocytes of
Cyprinus carpio. Static acute experimental method was used for the treatments and
erythrocytes micronucleus test was used to determine genotoxic effect. Micronucleated
cells which are formed due to tartrazine exposure were investigated and genotoxic effect
of tartrazine was determined. The treatments were carried out according to time and
dose, and fish were exposed to 250, 500, 1000 and 1500 mg/L doses for 24, 48, 72
hours. It was found that micronuclei increased not only in a dose-dependent manner but
also in a time-dependent way, compared with control group. Genotoxic effects of
tartrazine have not been studied in fish yet. Our results revealed that tartrazine has

genotoxic effects on Cyprinus carpio.

Keywords: Cyprinus carpio, Tartrazine (E 102), micronucleus test, genotoxicity.
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1. BOLUM
GIRIS

Herhangi bir madde, islenmis gidada belli bir amaca yonelik kullanildiginda genellikle
“Gida Katki Maddesi” adim alir. Gida katki maddelerinin gida endiistrisinde kullanimi1
teknolojik gereksinimlerden kaynaklanmistir. Ancak bunun yanisira; diinya niifusundaki
artiglar, gida sektoriinii besleyen hammadde kaynaklarindaki azalmalar, insanlarin
yasam standartlarim yiikseltme egilimleri gibi etmenler teknolojik buluslar:
yonlendirmistir. Gida sektoriine yeni ve iistiin teknolojilerin kazandirdig1 degisik iiretim
teknikleri, buna gore {iriinlerin cesitlenmesi, tiiketici begenisinin degismesi ve
bilin¢clenmesi, mevsimlik gidalarin yilin her doneminde tiiketilme egilimlerinin artmasi,
tirtinlerde raf 6mriiniin uzatilmasi ve kalitede standardizasyon zorunlulugu, daralan gida
kaynaklarinin rasyonel kullanimi gibi durumlar gida katki maddelerinin kullanimini

zorunlu hale getirmistir.

Gidalarda mikrobiyolojik kalitenin disinda kalan kalite kavrami icine iiriiniin rengi, tat
ve kokusu ve besleyici ozellikleri girmektedir. Tiiketici tarafindan farkedilen kalite,
daha cok duyusal 6zelliklere ve bunun da 6tesinde gidanin rengine dayanmaktadir. Bu
nedenle renk maddeleri kaybolan rengi geri vermek, kismen kayba ugramis olan ya da
hi¢c olmayan rengi yapiya kazandirmak amaci ile ¢ok sik kullamilan gida katki
maddeleridir. Bu maddeler gida endiistrisinde ¢cok yogun kullanildiklar1 i¢in, bu konuda
yapilan biitiin caligmalarda hareket noktasi, kullanilan miktarin hicbir sekilde toksik etki

yaratmayacak diizeyde olmasidir [1].

Epidemiyolojik kanitlar bazi sartlarda boyalarinin  karsinojenik olabilecegini
gostermektedir [2, 3]. Gida, ilag ve kozmetik sektorlerinde yaygin olarak kullanilan renk
katki maddelerinden biri olan tartrazinin, Ames testi gibi bazi kisa siireli testler ile
yapilan ¢alismalar sonucunda karsinojenik ve genotoksik olmadigi belirtilmistir [4, 5].

Lenfositlerde yapilan bir ¢calismada da bu boyanin klastogenik etkisi gosterilmistir [6].



Tartrazinin mutajenik 6zelligi ile ilgili bircok in vitro caligmada negatif bulgular elde
edilmistir [7]. Ancak daha sonra yapilan bir ¢caligmada, tartrazinin memeli hiicrelerinde

kromozomal hatalar1 tetikledigi bulunmustur [8].

Gida katki maddesi olarak kullanilan tartrazin gibi kimyasal maddelerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin arastirilmasi amaci ile bazi prokaryotik ve Okaryotik sistemler
kullanilmaktadir. Bu caligmalardan bazilarinda, genotoksik bilesiklerin  diisiik
konsantrasyonlarina bile duyarli ve biyoindikator olarak kullanilabilecek baliklar da

tercih edilmektedir [9, 10].

Son yillarda, genotoksisite caligmalarinda basit, giivenilir ve duyarli bir test olan
mikroniikleus (MN) testi kullanilmaktadir [11]. Bu test, orjinal olarak farelerde
uygulanmak {izere gelistirilmistir; ancak daha sonra laboratuvar sartlarinda baliklarla da

caligtlmigtir [12].

Bu calismada, gida maddelerinde renklendirici olarak kullanilan katki maddelerinden
tartrazin, farkli derigim ve siirelerde uygulanmis, Cyprinus carpio model organizma
olarak kullanilmis ve mikroniikleus testi ile tartrazinin genotoksik etkisinin arastirilmasi

amaglanmustir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri
2.1.1. Tarihge

Gida katkir maddelerinin kullanimi, insanlik tarihi kadar eskidir. Tarihsel gelismeler
incelendiginde, yaklasik 10 bin yi1l 6nce kesfedilen ve giiniimiize kadar kullanilan ilk
gida katki maddeleri tuz, baharat ve sirkedir. M.O. 50’1 yillarda, Eski Romalilar
tarafindan saglanan baharatlarmn Ingiltere’de “aroma verici” olarak kullanildig1 ve M.O.
3000 yillarinda et iirlinlerinin uzun siire bozulmadan saklanmasinda da tuzdan
yararlanildig1 bilinmektedir. Yaklasik 3500 yil once, Misirhlarin gida boyasi
kullandiklarina dair kayitlar da bulunmaktadir. Endiistri Devrimi ile birlikte, gidalarin
renklerini korumak, lezzetlerini artirmak, bozulmadan saklanma siiresini uzatmak ic¢in

kullanilabilecek bazi kimyasal maddeler tespit edilmistir [1, 13-15].

19. yiizyilda, teknolojik gelismeler yaninda populasyonun yasam standartlarindaki
gelismeler, ozellikle 1950°li yillarda gida katki maddelerinin kullanimini daha da
artirmistir. Yeni, lezzetli, besleyici ve ulasilmasi kolay gidalara olan talep, bugiine
gelene kadar artmaya devam etmistir. Bugiin, sadece ABD’de 2500’den fazla katki
maddesi, 15.000 farkli gidanin iiretiminde kullanilmaktadir [13].

Bu tarihsel siirecte, gidalarda kullanilan katki maddelerinin insan saghg iizerindeki
olumsuz etkileri daima tartisma konusu olmustur. 1200’1i yillarda bile, krallar gidalarin
test edilmesinde farkli yontemler kullanmislardir. 1800’1 yillarda, gida giivenligi ile
ilgili birka¢ kitap yazilmistir. Gida katki maddelerinin olumsuz etkileri hakkindaki
sorunu ilk kez 1900’lerde ABD’de Dr. Wiley ifade etmistir. Dr. Wiley’in caligmasi,

gida katki maddelerinin kullaniminin diizenlenmesine aracilik eden ilk olaydir [13].



1931 yilinda ABD’de Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) kurulmustur. Bu kurulus, ABD’nin
ulusal bir kurumu olmasina ragmen, degerlendirmeleri diinya {ilkeleri tarafindan

referans olarak kabul edilmektedir.

Uluslararas1 diizeyde gida katki maddelerinin degerlendirilmesi, 1955 yilinda Isvigre’de
Gida ve Tarmm Orgiiti (FAO) ile Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan
gerceklestirilen gida katki maddeleri konulu ortak konferansin bir sonucu olarak
basladi. Bu konferansta, gida katki maddelerinin degerlendirilmesi i¢in bir uzmanlar
komitesinin olusturulmasi onerildi. Bu oneri, JECFA’nin gida katki maddelerinin
giivenilirligini degerlendirmek icin 1956 yilinda yapilan ilk toplantisinin temelini
olusturur. Daha sonra, 1961 yilinda WHO’nun destegi ile FAO tarafindan gida ile ilgili
uygulamalarin saglik ve teknoloji yoniinden standartlastirilmasi amaci ile Gida Kodeksi
Komisyonu (CAC) olusturuldu. Katki maddeleri hakkinda bagimsiz olarak calisan ortak
uzmanlar komitesi (JECFA), diinyada, her cesit katki maddesi ile ilgili yapilan
toksikolojik ¢alismalar1 degerlendirir; uluslararasi CAC’a oneriler sunar [16, 17]. 1974
yilinda da Avrupa Birligi’nin gidalarla ilgili komitesi olan AB Bilimsel Gida Komitesi
(SCF) kuruldu. SCF, raporlarinda CAC, JECFA, FDA gibi kuruluslarin

dokiimanlarindan da yararlanmaktadir.

Tiirkiye’de AB standartlar1 esas alinarak mevzuat hazirlanmaktadir. Ulusal gida
mevzuatinin temeli, 5179 sayili Gidalarin Uretimi, Tiiketimi ve Denetlenmesine Dair
Kanun ve buna dayali olarak ¢ikartilan Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne dayanir.
Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde cesitli amaclarla kullanilan 300 civarinda gida
katki maddesi yer almaktadir. Kullanim amaci, kullanilabilecegi gida maddeleri,
kullanim miktarlar1 ayr1 ayr1 listelerde belirtilen tiim katki maddeleri, JECFA, FDA ve

AB’nin calisma sonuglar1 gozoniine alinarak belirlenmektedir [18].

2.1.2. Gida Katki Maddelerinin Tanimu ve Genel Ozellikleri

Gida katki maddeleri, gidalara istenilerek katilan maddelerdir. Insanlarda dogal
beslenme bilinci olugsmaya baglasa da, hatta organik tarim iiriinlerine talep artsa da bu
talep yeterli dlciide karsilanamamaktadir. Bu yiizden insanlar, gida katki maddeleri
kullanilarak iiretilen besinlerle hayatlar1 boyunca beslenmek zorunda kalmaktadir. Bu

durumun dogumdan 6liime kadar oldugu diisiiniiliirse, kullanilan miktar ne kadar az



olursa olsun, karsimiza ciddi bir problem olarak ortaya ¢cikmakta, hatta viicutta zamanla
biriken bu maddeler, basta mutajenik ve kanserojenik etkileri olmak iizere bircok
hastaliga neden olabilmektedir. Bu yiizden bu maddelerin 6zellikleri ve gidalarda
kullanim sinirlar1 basta WHO olmak iizere, diger uluslararasi ve ulusal, saglik ve gida
otoriteleri, gida katki maddeleriyle ilgili giivenli kullanim sartlarmi belirlemektedir [19,

20].

WHO/FAOQO’ya gore gida katki maddesi; “tek basina besin degeri olmayan, ancak gida
maddesine bilincli bir sekilde dogrudan veya dolayl yolla ilave edilen maddelerdir”

[21].

Gida katki maddeleri bagka bir tamimda ise, CAC tarafindan; “gidalarin normal olarak
yapisinda bulunmayan ve ayrica tek baslarina gida olarak kullanilmayan, iiretim, isleme,
paketleme, tasima, koruma ve depolama gibi bir¢cok islem sirasinda gidalara teknolojik
amagclarla katilan veya gidalarin icerisinde dogrudan veya dolayli olarak bir bileseni

haline gelen maddelerdir” seklinde tanimlamaktadir [22].

Gida katki maddeleri Tirk Gida Kodeksi YoOnetmeligi'nde de su sekilde
tanimlanmaktadir: ‘“Tek bagina gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham veya yardimci
maddesi olarak kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan; secilen
teknoloji geregi kullanilan islem veya imalat sirasinda kalinti veya tiirevleri mamul
maddede bulunabilen, gidanin iiretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi,
ambalajlanmasi, taginmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis,
yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel

olmak ve diizeltmek amaciyla kullanilmasma izin verilen maddelerdir’’[18].

Gida katki maddelerinde bulunmasi gereken ortak 6zellikler sunlardir:
e Hangi amac ile kullanilirsa kullanilsm, oOncelikle insan saghigi icin zararsiz
oldugunun bilinmesi ve kullanilabilecek dozun yasalarla belirtilmesi gerekir.
¢ Kullanildig1 gida maddesinin beslenme degerini ve kalitesini diiglirmemelidir.
e Miimkiin oldugunca basit yapida olmalidir.
e Katildig1 gidadaki varligmi ve niceligini kolaylikla tayin edebilmek icin uygun

analiz metodlar1 gelistirilmis olmalidir.



e Tepkime alan1 genis olmali ve ilave edildigi gida maddesinin yapisina homojen
olarak dagilabilmelidir.
® (Cok amach kullanildiginda, bir amacla kullanildiginda gereken en fazla miktar

diger amac icin kullaniminda saglik acisindan getirilen sinir1 agmamalidir [1].

Gida katki maddelerinin; toksikolojik degerlendirmelerinin yapilmasma, kullanimdaki
biitiin katki maddelerinin devamli olarak kontrol altinda tutulmasma ve kullanim
sartlarinin yeni bilimsel bulgular dogrultusunda gerekirse yeniden degerlendirilmesine,
tavsiye listesinde veya gida standartlarinda yer alan bir katki maddesinin kullaniminin
belirli gidalar, belirli sartlar ve amaglar i¢in sinirlandirilmasina, istenilen etkiyi
olusturabilecek en diisiik miktarlarda kullanilmasina, daha 6nce belirlenmis olan giinliik

almabilecek miktarma gore kullanilmasina dikkat edilmelidir [1, 23].

AB’nin belirttigi ve Birlik iilkelerince kullanimina izin verilen katki maddelerinin
numaralar1 oniinde AB’yi temsil eden "E" harfi yer almaktadir. Giivenilir gida katki
maddeleri listesinde yer alan tiim katkilar "E" kodunu tasir ve toksikolojik agidan

giivenilir katkilardir [1, 13].

CAC tarafindan hazirlanan Uluslararas1 Numaralama Sistemi (INS)’e gére bu numaralar
benimsenmis olup, gidalarin etiketlerindeki igerik listesinde katki maddelerinin uzun ve
karmagik kimyasal ifadeleri yerine, sayisal bir sistemle belirtilmesi amaci ile
uygulamaya konulmustur [13]. Aroma maddelerine E kodu ve numara verilmemistir.
Ciinkii bu grup cok genistir. Yaklagik olarak 340 gida katki maddesi varken, aroma

maddelerinin sayis1 1700 civarindadir [24].

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde ¢esitli amaclarla kullanilan 300 civarinda gida
katki maddesi yer almaktadir. Bunlar JECFA, FDA ve AB’nin ¢alisma sonuclarma gore
diizenlenmistir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’'ne gore, besin etiketinde, i¢indekiler
kisminda, besine katilmis olan katki maddesinin fonksiyonu ile birlikte adi veya E

kodunun yazilmasi zorunludur [18].



2.1.3. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi ve Kullammm Amacglan

Gida katki maddeleri ile ilgili arastirmalar incelendiginde, bu konu ile ilgili tanim ve
smiflandirmalarin zaman icinde degisiklige ugradig1 ve siirekli bir gelisme gosterdigi
anlasilmaktadir. Bazen, gida katki maddeleri ait olduklar1 madde grubuna gore, bazen
kullanilma amacina gore, bazen de iretiminde kullanildigr gidaya gore
gruplandirilmaktadir. 1992 yilinda CAC tarafindan yayinlanan rehberde gida katki
maddeleri; antioksidanlar, asitligi diizenleyiciler, emiilgatorler, koruyucular, lezzet
artiricilar, renklendiriciler, tatlandiricilar gibi fonksiyonlarina gore siniflara ayrilmastir.

Bu smiflandirmada, kodeks smif ismi ve INS numaralar1 temel alinnustir [1, 25, 26].

Katk1 maddelerinin gidalarda kullanmilmasinin bes ana nedeni vardir: Uriiniin kivamini
artirmak, besin degerini korumak veya artirmak, lezzetini ve saghga yararli halini
muhafaza etmek, asitlik veya alkaliligin saglanmasim1 ve kontrol edilmesini temin

etmek, lezzeti artirmak veya arzu edilen rengi vermek [27].

2.1.4. Gida Katki Maddelerinin Toksikolojik A¢idan Degerlendirilmesi

Gida katki maddeleri, insanlarin karsilastigi kimyasallar icerisinde farkli bir oneme
sahiptir; ciinkii insanlar bu maddelere dogustan oliime kadar kendi iradeleri diginda
maruz kalabilmektedirler. Bu nedenle kullanim izni, ancak uluslararasi ve ulusal saglik
kuruluslarmin yogun c¢alisma ve incelemeleri sonucunda verilebilir. Bu siirecte,
giiniimiiz bilim ve teknolojisinin verdigi imkanlar kullanilarak pek ¢ok arastirma yapilir.
Gida katkir maddeleri, insan saglhiginin korunmasi yoniinden en siki denetim altinda

tutulan kimyasal madde grubudur [25, 28].

Bir kimyasal maddenin gida katki maddesi olarak kullanilmasina izin verilinceye kadar

gecirdigi asamalar, Sekil 2.1°de gosterilmistir [29].

Her kimyasal madde doza bagimli olarak toksiktir. Bu toksikoloji biliminin 400 yil
oncesinden beri bilinen temel yasasidir. 16. yiizyilda Paracelsus tarafindan "Her madde
zehirdir, zehir ile zehir olmayani ayiran dozdur" seklinde ifade edilen bu gergek, bugiin
de modern toksikolojinin temelini olusturur. O halde, esas olan kimyasallarin zararsizlik

siirlarmin belirlenmesidir [28].
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verilinceye kadar gecirdigi asamalar [1].

Sekil 2.1. Bir kimyasal maddenin gida katki maddesi olarak kullanilmasma izin




Besinlere katilacak bir katki maddesinin en yiiksek miktarinin belirlenmesinde ilk
asama, katki maddesinin kabul edilebilir giinliikk alim miktarimin (ADI) tespit
edilmesidir. Katki maddesinin ADI degeri toksikolojik testlerle saptanir. Deney
hayvanlar lizerinde yapilan testlerde ana hedef, gdzlenebilir kotii bir etki olugturmayan
diizeyin (NOAEL) tespit edilmesidir. NOAEL, deney hayvanlarinda saptanabilir ters bir
etki olusturmayan, viicut agirhiginin kilogrami basina diisen en yiiksek miligram madde
miktaridir. Daha sonra gidalarda kullanilmasina izin verilecek katki miktar1 tespit
edilmeye calisilir. Elde edilen miktarlarin insanlar {izerindeki etkileri bilinmemektedir.
Deney, etik nedenlerle insanlar iizerinde yapilamayacagindan, giivenlik faktorii
kullanilir. Giivenlik faktorii genellikle 100’diir. Deney hayvaninda hicbir etki
gostermeyen dozun giivenlik faktoriine boliinmesi ile elde edilen deger insanlar i¢in
kullanilabilecek miktar1 belirtir. Yani, ADI = NOAEL / 100. Boylece giinliik
almabilecek miktar (ADI), insanmn viicut agirhiginin kilogrami basma diisen miligram
madde miktar1 olarak belirlenir. Giinliik maksimum ahm= ADIxViicut agirhg

seklinde saptanir [1, 30, 31].

ADI degeri, kapsamli toksikolojik c¢alismalar sonucu bulunmus olmakla birlikte
degismez degildir. Yeni arastirma verilerine gore azaltilip arttirilabilir. Gida katki

maddeleri ile ilgili ¢alismalar siireklilik 6zelligi tasir [32].

2.2. Renk Katki Maddeleri

Insanlar, cesitli duyu reseptorleri aracih@i ile bazi cevresel uyarilar1 algilayarak ses,
koku, tat ve goriintiiye doniistiirebilirler. Gormek, insan viicudundaki en karmasik duyu
sistemi olmasi1 yaninda, insan beyninin merkezi islem {initesine de hilkkmeder. Gorme ile

ilgili bu niteliklerde en 6nemli faktor, maddelerin renkleridir [33].

Renk katki maddeleri, insanlik kiiltiiriiniin ¢ok uzun yillardir bir parcasidir. Arkeologlar,
baz1 kozmetik boyalarmm M.O. 5000 yillarinda kullamldigini belirtmektedirler. Eski
Misirhilarin da ilaglarda renklendiriciler kullandiklarina dair bulgular vardir. Tarihgiler,

gida boyalarmim da M.O. 1500 yillarindan beri kullanildigimi ileri siirmektedirler [34].
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Teknik olarak renk katki maddesi; bir gidaya, ilaca, kozmetik iirline veya insan
viicuduna uygulandig1 veya ilave edildigi zaman renk veren boya, pigment veya

maddelere denir [34].

Renk katki maddeleri, dogal veya sentetik olarak iki gruba ayrilir. Sentetik bir boya,
1856 yilinda Sir William Henry Perkin tarafindan kesfedilmistir. Bu kesfi, daha sonra
yeni ve farkli sentetik boyalarin sentezi izlemistir (Tablo 2.1). Bu boyalar, hayvanlar,
bitkiler ve minerallerden elde edilen dogal ekstraktlar ile karsilastirildiginda, renkleri ve
kararlhiliklar1 agisindan daha {istiin 6zelliklere sahiptir. Bu sentetik boyalarin bazilari,
Avrupa’da hemen kullanilmaya baslanmistir. ABD’de ise ilk kez 1886 yilinda
tereyaginda renk katki maddesi kullanilmasina izin verilmesi ile gidalarda sentetik
organik boyalarin kullanimi yasallasmigtir. 1900’14 yillarda yaklasik 80 farkhi gida
boyasi ketcap, jole, tereyagi, meyve sulari, sarap, dondurma, peynir gibi pekcok iiriinde
kullanilmaya baglanmistir. ABD’de boya maddeleri kullanimu ile ilgili ilk kapsamli
yasalasma, 1906’da 7 gida boyasmin kullanimina izin verilmesi ile olmustur. Bu
boyalar amarant, Ponceau 3R, eritrosin, indigotin, Light Green SF, Napththol Yellow S
ve Orange 1’dir. Izleyen yillarda, bu listeye yeni boyalar eklenmistir. 1938’de “Federal
Food, Drug and Cosmetic Act” kabul edilmistir [35].

Gida maddelerine renk katkilariin eklenmesinin baslica nedenleri sunlardir:

¢ [sik, hava, asir1 diisiik veya yliksek sicakliklara, nem ve depolama sartlarina bagl
olusan renk kaybin1 dengelemek.

¢ Renkteki tabii degisimleri diizeltmek. Normal rengini almamis gidalar yanlis olan
bir anlayisla diisiik kaliteli olarak degerlendirilebilir. Mesela agacta olgunlasan
baz1 portakallara Citrus Red No.2 boyas1 piiskiirtiilerek benekler kapatilir veya
tabii bir renk verilmeye calisilir. Bu uygulama, boyalarin istenmeyen bir kullanim
alan1 olmasina karsin diisiik kaliteyi maskeler.

¢ Bir gidada dogal olarak ancak diisiik diizeyde olusmus olan rengi koyulastirmak.

® Normalde renksiz olan bir yiyecege renkli bir kimlik kazandirmak.

® Bazi "eglence gidalar1" na renkli bir goriiniim saglamak.

® Depolanma siiresince giines 1s18indan etkilenebilecek lezzet ve vitaminleri

korumak.
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Tablo 2.1. Gidalarda kullanilan renk katki maddelerinin tarihsel gelisim siirecinin
cizelgesi [36].

A

Sekerlerde boya maddesi kullanilmas1 (Misirlilar, M.O. 1500)
Saraplarda boya maddesi kullanilmas1 (M.O. 400)

Ik uygarliklar =+ Dogal renklendiricilerin kullanilmasi: Safran ve diger bitki
tiirleri, tereyaginin renklendirilmesinde kullanildi.

Seker ve tursu iiretiminde inorganik pigmentlerin (6rnegin,
kursun kromat, bakir siilfat) kullanilmasi

W.H.Perkin, katrandan leylak rengi veya anilin moru sentezledi
(1856).

19. yiizy1l —+ Peter Giess tarafindan diazonyum baglanma reaksiyonu (1860)
Bazi kirmiz1 ve sar1 renk veren boyalar sentezlendi (1895)

Gida, tip ve kozmetik alanlarinda bazi katran ve diger petrol
tiirevlerinin kullanimi1

1905 — Red 3 (toluidin red) sentezlendi.

1938 -1+ FDA tarafindan yaklasik 200 sentetik boya geg¢ici olarak
listelendi.

1960-1970 —+ Gida katki maddelerine kars1 elestiriler: ana hedef fast-food, fakat

renklendiriciler de elestirilmektedir.
Dogal boya piyasasi, 250 milyon USD deger kazandi.

1994 =T~ Dogal boya piyasasinin biiylime hiz1 %5-10 arasinda iken,
sentetik boya piyasasinda sadece %3-5’tir.

2002 — Dogal boya piyasasi, 1 milyar USD deger kazandu.
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Gidalarda kullanilmasma izin verilen tiim renk katki maddeleri "sertifikali (yapay)" ve
"sertifikasiz (dogal)" olarak iki sinifa ayrilir. Sertifikali renk katki maddeleri sentetiktir;
treticiler ve FDA tarafindan test edilir. Gidalarda kullanilmadan ©nceki onaylanma
siirecinde, renk katki maddesinin giivenilirligi (saghk acisindan), kalitesi, dayaniklilik
ve kararlilig1 kontrol edilir. ABD’de sertifikali 9 adet renk katki maddesi vardir.
Sertifikasiz renk katki maddeleri sebzeler, mineraller veya hayvanlar ve tabii tiirevlerin
sentetik kopyalar1 gibi dogal kaynaklardan elde edilir. Ornegin, karamel rengi, ticari
olarak seker ve diger karbohidratlarin isitilmasiyla siki kontrol edilmis sartlarda elde
edilir ve soslar, salcalar, firmcilik iiriinleri ve diger gidalarda kullanilir. FDA tarafindan
onaylanmis dokuz adet sertifikali renk katki maddesinden yedi tanesi ve tarihsel

stirecteki yerleri Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Herhangi bir renk katki maddesinin sertifikali veya sertifikasiz olmasinin genel anlamda
onun giivenilirligi ile bir ilgisi yoktur. Her iki tip renk katki maddesi de gidalarda
kullanimina izin verilmeden 6nce ayni standart siki aragtirmaya tabi tutulur. Sertifikali
renk katki maddeleri digerlerine gore daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Ciinkii
bunlarin renklendirme kabiliyetleri, digerlerine gore daha iyidir. Bu o6zelliklerinden
dolayr da ayni etkiyi goOstermesine karsin gidalarin igerisindeki miktarlar1 daha
diisiiktiir. Ilave olarak sertifikali bu renk katki maddeleri daha kararli, tek diize renk
saglamada daha iyi, farkli renk ve tonlar1 olustururken de daha kolay karisabilmektedir.
Sentetik renk katki maddeleri genel olarak gidalara istenmeyen bir tat vermezler. Ancak
seker pancar1 ve yabanmersini gibi gidalardan elde edilen katki maddeleri, istenmeyen
etkilere neden olabilirler. Gidalarda kullanilmasina izin verilen en yiiksek miktarlar da
ayrica belirlenmistir. Cok miktarda renk katki maddesi kullanimi, hem gidalarin

cekiciligini kaybettirmekte, hem de maliyetini artirmaktadir.

Onaylanabilir renk katki maddeleri, gidalarin i¢inde suda ¢oziinen boya maddesi veya
yagda c¢oziinen boya maddesi olarak bulunur. Suda ¢oziinebilir olan boyalar, toz, graniil,
sivi veya diger spesifik amaclara uygun formlarda imal edilebilir. Bunlar iceceklerde,
kuru karisgimlarda, firmlanmis gidalarda, sekerlemelerde, siit iiriinlerinde, ev hayvanlari
gidalarinda ve diger c¢esitli gidalarda kullamilir. Yagda c¢oziinen boyalar daha
dayaniklidir. Sivi ve kati1 yag iceren gidalarin renklendirmesinde veya suda ¢Oziinen
boyalarin ¢oziinmesine yetecek derecede, nem icermeyen gidalarda kullanilmasi

idealdir [37].
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Tablo 2.2. Gidalarda kullanilmasina izin verilmis sertifikali renk katki maddeleri [1, 13, 37].

Renk katki maddesi

FDA No.

AB No.

ABD’de kullanilmasina
Renk
izin verildigi y1l

Kullanildig1 Gida Maddeleri

Brilliant Blue FCF

Indigotin

Eritrosin

Allura Red AC

Fast Green FCF

Tartrazine

Sunset Yellow

FD&C Blue No.1

FD&C Blue No.2

FD&C Red No.3

FD&C Red No.40

FD&C Green No.3

FD&C Yellow No.5

FD&C Yellow No.6

E133

E132

E127

E129

E102

E110

1929 Parlak mavi

1907 Canli mavi
1907 Kiraz kirmizisi

1971 Turuncu-kirmizi
1927 Deniz yesili

1916 Limon sarisi

1929 Turuncu

1gecekler, siit iirlinlerinin tozlari, joleler,
sekerlemeler, baharat ve soslar, sekerli
kremalar, suruplar, ekstreler.

Pigirilmis gidalar, tahil tiriinleri, hafif
yemekler, dondurma, sekerlemeler.

Meyva kokteylleri, meyve salatasi
konserveleri, sekerlemeler, pisirilmis
gidalar, siit iirtinleri.

Jelatinler, pudingler, siit iiriinleri,
sekerlemeler, icecekler, baharatlar ve soslar.

1gecekler, pudingler, dondurmalar,
serbetler, sekerlemeler, pisirilmis gidalar.

Krema ve muhallebiler, icecekler,
dondurmalar, sekerlemeler, konserveler,
tahil tiriinleri.

Tahuil tiriinleri, pisirilmis gidalar,
dondurmalar, icecekler, sekerlemeler,
tatlilar.
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2.2.1. Tartrazin

2.2.1.1. Tartrazinin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Tartrazin pirazolin halkasi1 iceren, monoazo yapida, sertifikali, sentetik bir boyadir
(Sekil 2.2). Bu grupta yer alan boyalar, -N=N- grubu i¢erdiginden azo boyasi olarak da
bilinir. Bu azo boyalar1 igerisinde en ¢ok kullanilanlardan birisi de tartrazindir.
Tartrazin, oksaloasetik ester ile fenilhidrazin-p-siilfonik asidin kondenzasyonu sonucu
sentezlenir. Reaksiyon {iriinii, diazot iceren siilfanilik asit ile birlestirilir. Olusan ester,
sodyum hidroksit ile hidroliz edilir. Diger bir sentezlenme yolu ise, bir mol
dihidroksitartarik asit ile iki mol fenilhidrazin-p-siilfonik asidin kondenzasyonudur [35,

38].

@)
O ]
O\\S” é\:::o
*Na-0 O'Nat
Na O

Sekil 2.2. Tartrazinin (trisodyum 5-hidroksi-1-(4-siilfonatofenil)-4-(4-siilfonatofenilazo)
-H-pirazol-3-karboksilat) yapis1 [39].

Tartrazin; CI Food Fellow 4, FD&C Yellow No.5, Color Index (1975) No. 19140, INS
No.102 gibi isimlerle de bilinir.

C.A.S. No : 1934-21-0

Molekiil formiilii : C16HoN4Naz;OgS,

Molekiil agirligi [40] : 534.37 g mol

Kullanildigi alanlar  : Biyolojik boya, gida boyasi.

Tartrazin, turuncu-sar1 renkte, toz halinde bir boyadir. Suda kolaylikla ¢oziinebilir ve

altin saris1 renkte ¢ozeltiler olusturur [35].
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Yapisindaki en dikkati ¢ceken 6zellik, siilfat gruplaridir. Bu gruplar oldukca polardir.
Eritrosin (Red No. 3) ve Sunset Yellow (Yellow No. 6) gibi diger boyalar ile ¢capraz

reaktivite gosterebilir.

HO-‘r N @soawa
|
wos—( v _n

(A) \

COONa
2e° +2H"
HO-C N —©—803Na
NaO,S = NH— CH N
a0, @-NH N

Sekil 2.3. Tartrazinin metabolik indirgenme reaksiyonu [41].

Tartrazinin olas1 indirgenme bolgeleri, -C=C-, -C=N-, -N=N- yapilar1 olabilir. Ozellikle
—N=N- yapisi, indirgenmeye daha duyarlidir.

Gida maddelerinde kullanilan azo boyalarin kararliligi, bazi parametrelere baglidir.
Bunlarin en 6nemlisi, indirgeyici ajanlarin varhigidir. Bu durum, azo ¢ift baglarinin
indirgenmesi ve anilin, siilfanilik asit, naftiyonik asit gibi bazi aminlerin olusumu ile

sonuglanir. Bu iiriinler, amonyaga kadar yikilabilir [42].

Gidalarla alman tartrazinin sindirilmesinde rat, tavsan ve insanlardaki birincil

mekanizma, bagirsak florasindaki bakteriyal azo rediiksiyonudur [43, 44]. Tartrazinin
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baslica metabolizma iiriinii siilfanilik asittir. Ratlar ve tavsanlar ile yapilan bir

caligmada, tartrazinin idrar ve safra yolu ile degismeden atildig: tespit edilmistir [45].

Tartrazin gidalarda, kozmetik {iiriinlerinde ve giiniimiizde 124 ilacin formiilasyonunda

kullanilmaktadir. ADI degeri 0-7,5 mg/kg’dir [46, 47].

Tirk Gida Kodeksi Renklendiriciler Yonetmeligi'nde tartrazinin Tiirkiye’de

kullanilabilecegi gidalar ve sinirlar1 Tablo 2.3’te gosterilmistir [48].

2.2.1.2. Tartrazinin insan Sagh$ Acsindan Onemi

Tartrazine karsi asir1 duyarlilik reaksiyonlari, her 10 bin kiside 1-10 arasi insani
etkilemektedir. Bu reaksiyonlar; iirtiker, rinit, astim, sistemik anafilaksi seklinde
kendini gosterir. Asir1 duyarlilik reaksiyonlari, en ¢ok astimli hastalarda ve aspirine
duyarl kisilerde goriilmektedir. Cocuklarda hiperkinetik davranis, diger gida katki
maddelerinin etkisi yaninda, tartrazinin toksik etkilerine de baghdir. National Institute
of Health (NIH), 1982 yilinda gida katki maddeleri ve renklendiricilerin hiperaktiviteye

neden olduguna dair destekleyici bir kanit olmadigini aciklamistir.

Tartrazine duyarliligin mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Bircok insan,
diyetlerindeki antijenik maddelere immunolojik olarak asir1 duyarlilik gosterebilir;
ancak bazi bireyler alerjik hastaliklara daha duyarlidir. Bu reaksiyonlara tartrazinin bir
metabolitinin de neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Tartrazin, rediiktazlara sahip
bagirsak florasindaki bakteriler tarafindan metabolize edilmektedir). Ya da ¢ocuklarda

detoksifikasyon siireci daha yavas ilerliyor olabilir [49].

Kemirgenler ile yapilan kronik toksisite ve karsinojenisite ¢alismalarinda tartrazin ile
%5 diizeyinde bir beslenmenin herhangi bir yan etkisinin olmadig1 gosterilmistir [45,
50]. Fareler ve tavsanlar ile yapilan tartrazinin mutajenik olup olmadiginin incelendigi
diger bir ¢calismada da olumsuz bir etkisi tespit edilememistir [5S1-55]. FDA, elde edilen
tiim bilimsel kanitlar1 degerlendirerek, tartrazinin karsinojenik ve genotoksik olmadigimi
aciklamistir [35]. Ancak, tartrazinin bazi duyarli bireylerde alerjik reaksiyonlara neden

oldugu bilinmektedir. Ayrica, astimi tetikledigi de gosterilmistir [56-60].
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Tablo 2.3. Tiirk Gida Kodeksi Renklendiriciler Yonetmeligi’ne gore tartrazinin kullanilabilecegi gida maddeleri ve miktarlar1 [48].

EC Kodu ve Renklendiricinin Ad1 Gida Maddesi En yiiksek miktar
Bitter soda, bitter sarap 100 mg/1
Bezelye konservesi 100 mg/kg
Alkolsiiz aromali icecekler 100 mg/1
Meyve ve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Korunmus kirmizi meyveler 200 mg/kg
Sekerlemeler 300 mg/kg

E 100 Tartrazin Siisleme ve kaplama maddeleri 500 mg/kg
Hafif firincilik tirtinleri 200 mg/kg
Yenilebilir buzlar 150 mg/kg
Aromalandirilmis islenmis peynir 100 mg/kg
Aromalandirilmis siit iirtinleri dahil tathilar 150 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Hardal 300 mg/kg

Baliklarin ve kabuklu su iiriinlerinin ezmeleri

100 mg/kg
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Tablo 2.3’iin devami

EC Kodu ve Renklendiricinin Ad1 Gida Maddesi Maksimum Doz
On pisirme yapilmis kabuklu su iiriinleri 250 mg/kg
Somon balig1 benzerleri 500 mg/kg
Surimi 500 mg/kg
Balik yumurtasi 300 mg/kg
Fiime balik 100 mg/kg
Patlamis veya hacimlendirilmis ¢erezler 200 mg/kg
Diger cerezler 100 mg/kg

E 102 Tartrazin Kilo kontrolu amaglh komple formiiller 50 mg/kg
T1bbi kontrol altinda kullanilan komple formiiller ve ek gidalar 50 mg/kg
Ek s1v1 gidalar, diyet tamamlayicilar 100 mg/1
Ek kat1 gidalar, diyet tamamlayicilar 300 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Bitkisel protein bazli et ve balik analoglar1 100 mg/kg
Alkollii icecekler (Bira, viski harig.) 200 mg/1

Meyve saraplar1 (durgun ve kopiiren ) 200 mg/1
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Azo boyalar, 6zellikle tartrazin, iirtiker gibi immiin mekanizmalar ile ilgili yan etkilere
de neden olmaktadir [57, 59]. Gerber ve arkadaslar1 [61], aym1 zamanda kronik iirtiker
hastalar1 ile aspirine duyarli bireylerde, astim hastalarinda goriilen bronkospazmlara
benzeyen, immiinolojik olmayan reaksiyonlar gdzlemlemislerdir. Miller [62], aspirine
duyarli ve astimli bireylerde, bu reaksiyonlarin daha sik goriildiigiinii belirmistir.
Zlotlow ve Settipane [63], 16 yasindaki bir erkek hastada, tartrazinin neden oldugu bir
kronik iirtiker olgusu rapor etmislerdir. ABD’de aspirine kars1 duyarlilik reaksiyonu
gosteren yaklasik 1 milyon birey {iizerinde yapilan populasyon calismalarinda, bu

bireylerin %15’inin tartrazine de duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir [64-66].

Loblay ve Swain [67] tarafindan yapilan bir ¢alismada, tartrazine duyarliligin temelinde
genetik faktorlerin oldugu belirtilmistir. Tartrazin, siklooksijenazlarin etkisini inhibe
etmez ve prostaglandin olusumunu etkilemez. Morales ve arkadaslar1 [68], aspirine

duyarli kisilerde tartrazine de duyarhlik olmasinin siirpriz olmadigini ifade etmislerdir.

Tartrazin, 1916 yilindan beri ABD’de ikinci en ¢ok kullanilan gida boyasidir. Diinyada
yaklasik 60 iilkede kullanilmaktadir. Ancak, duyarl bireylerdeki alerjik reaksiyonlar ile
iliskilendirilmesi nedeni ile kullanim sinirlarinin belirlenmesi ya da gida maddelerinde
yer alan bilesenler listesinde tartrazinin belirtilmesi gerekmektedir [35]. Baz1 sertifikali

gida boyalarinin giinliitk alinabilecek miktarlari, Tablo 2.4’te gosterilmistir [13].

Tablo 2.4. Sertifikal1 gida boyalarindan bazilarinin giinliik alinabilecek miktarlari.

Ortalama giinliik Kabul edilebilir giinliik

Gida renk katki maddesi ahim (mg/ke)* alim (mg/ke)”
FD&C Blue No. 1 16 12,5
FD&C Blue No. 2 7.8 5,0
FD&C Green No. 3 4,3 12,5
FD&C Red No. 3 24 0,05
FD&C Red No. 40 100 -
FD&C Yellow No. 5 43 7,5
FD&C Blue No. 1 37 5,0

*NAS/NRC verileri [69]; populasyonun %99’u i¢in degerler.
"FAO/WHO verileri [70].
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2.3. Genotoksisite

Kalitsal bilginin tasiyicis1 olan DNA gibi hiicresel makromolekiillerin niikleofilik
bolgelerine baglanan elektrofilik ©zellikteki kimyasal ajanlarin olusturdugu etki
genotoksisite adin1 alir. Bu bilim dali, genetik hasar olusturabilecek 6zellikteki ajanlarin
(genotoksinler) ¢alisildigi, toksikoloji biliminin 6zellesmis bir alt dalidir. Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan 1992 yilinda yayinlanan bir raporda
genotoksisite kavrami, genis bir cercevede ele alinmig ve bu tamimin DNA’daki
dogrudan ve dolayli etkileri kapsadigi ifade edilmistir: (1) Molekiiler diizeyde
mutasyonlarin (gen, kromozomal, rekombinasyonal) indiiksiyonu, (2) Mutagenez ile
iligkili dolayli olaylar (6rnegin, programlanmamis DNA sentezi) ve kardes kromatid
degisimi (SCE) veya, (3) sonugta mutasyonlara neden olabilecek DNA hasarlar1
(ornegin, DNA’ya eklentiler) [71].

DNA’nim yapisinda meydana gelen kalic1 degisikliklere mutasyon denir. Hiicre ve/veya
organizma populasyonlarinda, mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina ve artisina neden olan
kimyasal veya fiziksel ajanlar da mutajen veya mutajenik terimleri kullanilarak ifade
edilir [71]. Genotoksinlerin kromozomlarda meydana getirdigi mutasyon, klastogenez
adim1 alir [72, 73]. Mutasyonlarin viicut hiicrelerinde ortaya ¢ikmasi ile organizmanin
dogrudan kendisi etkilenirken, esey hiicrelerinde ortaya c¢ikmasi halinde sonraki
nesillere gecebilir. Esey hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar, zigota aktarilarak
sonraki nesillerde ortaya cikabilir. Genotoksisite ¢esitli mekanizmalarla tamir edilebilir
ozelliktedir ve her zaman mutasyon olarak ifade edilmez; bu nedenle mutajenisiteden

ayrilir.

Mutajenlerin genotoksik etkisi, hiicresel hedeflerine baglidir. Baz1 kimyasal maddelerin
mutajenik etkisini gostermesi i¢in metabolize edilmesi gerekebilir. Mutajenler, DNA
tizerindeki etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere
baglanarak dolayli yolla gosterebilirler (Sekil 2.4). Ornegin, iyonlastirict radyasyon,
DNA’da tek veya cift zincir kiriklarna neden olur. Iyonlastirici radyasyonun DNA
tizerindeki dolayl etkisi ise, bir fotonun su molekiilleri ile etkileserek hidrolizine neden
olmasi sonucu olusan serbest radikallerin daha sonra proteinlerin ve DNA’nin yapisini

bozmasi ile gerceklesir [74-76].
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Sekil 2.4. Genotoksinlerin DNA iizerindeki dogrudan ve dolayli etki mekanizmasi [75].

Gida katki maddesi olarak kullanilan 39 farkli kimyasal maddenin genotoksisitesinin
incelendigi bir caligmada, gida boyalar1 en genotoksik katki maddesi olarak tespit
edilmistir. Amarant, tartrazin, eritrosin gibi boyalarin mide, kolon ve/veya mesanede
doza bagli olarak DNA hasarlarimi tetikledigi belirlenmistir. Bu boyalar arasindan
Ozellikle amarant ve tartrazini de iceren 4 boya maddesinin, ADI degerlerine yakin
miktarlarda uygulandiginda kolonda DNA hasarina neden oldugu bulunmustur [77].
Patterson ve Butler tarafindan yapilan bir c¢alismada [8], tartrazin uygulanmasinin

memeli hiicrelerinde kromozom anormalliklerini artirdig1 tespit edilmistir.

Genotoksisite ve karsinojenisite arasindaki iliski cesitli caligmalarda incelenmistir.
Bircok karsinojen; gen mutasyonlar1 ve amplifikasyonlarina, kromozomal yeniden
diizenlenmelere ve andploidiye neden olur. Insanlar icin karsinojen olan pek cok bilesik,

rutin testlerde genotoksik bulunmustur. Karsinogenez, tiimorii baskilayan genlerin
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etkisiz hale getirilmesine ve/veya protoonkogenlerin etkinlestirilmesine neden olan
kromozomal degisiklikleri ve /veya nokta mutasyonlarim1 kapsar. Kanser,
kararsizlik/degiskenlik sendromlar1 ile iliskilidir. Bir¢cok karsinojen, tiimoriin hedef
dokularmin DNA’sina kovalent olarak baglanabilecek elektrofilik ara iiriinler olusturur.

DNA eklentileri, yanlis kodlamaya neden olarak mutasyonlarin ortaya ¢ikmasini saglar.

Karsinogenezdeki genetik degisikliklerin rolii, olas1 karsinojenlerin tanimlanmasinda
genetik toksisite testlerinin onemini vurgular. Karsinogenezle ilgili oldugu varsayilan
genotoksisitenin  etkilerini  inceleyebilecek ¢esitli  kisa-siireli test metodlar1
gelistirilmistir. Kisa-siireli testlerle elde edilen sonuclari, kimyasal bilesiklerin
karsinojenisitesi ile karsilastirmak i¢in kapsamli incelemeler yapilmasi gerekir. Genel
kani, genetik etkilerin tamami hakkinda bilgi saglayabilecek gecerlilikte tek bir testin
olmadig1r yoOniindedir; herbir kimyasal madde, birden fazla test kullanilarak

degerlendirilmelidir [71].

2.3.1. Genotoksisite Arastirmalarinda Kullanilan Yontemler

Kimyasal maddelerin hiicreler {izerindeki genotoksik ve mutajenik etkilerini incelemek
icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir [72]. Bir maddenin potansiyel bir mutajen olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in kromozom anormalliklerine neden olup olmadigina
bakilmaktadir. Kimyasalin cesitli doz ve siirelerde hiicre kiiltiiriine eklenmesinin
ardindan, elde edilen kromozom preparatlarinin incelenmesi ile sonuca gidilmektedir.
Kromozom anormalliklerinin genotoksik maddeler i¢in indikator oldugu, ayrica insan
periferal lenfositlerinde gozlenen kromozom anormallikleri ile kanser olusumu arasinda

pozitif bir iliski oldugu belirtilmektedir [73].

Bir kromozomun morfolojisinde degisim olarak gozlenen yapisal kromozomal
aberasyonlar (CA) ve kardes kromatid degisimleri (SCE), mikroskobik olarak
tanimlanabilir kromozomal hasarlardir. SCE, iki kardes kromatid arasinda kromozomal
materyalin simetrik degisimidir. Mikroniikleus (MN), asentrik kromozom parcalar1 veya

geri kalmig tam bir kromozomdan olusur.
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Gida endiistrisinde ¢ok genis bir kullamim alanmna sahip olan gida katki maddelerinin
genetik etkilerinin incelenmesinde, diger kimyasal maddelerde oldugu gibi, farkl
organizmalarda cesitli testler kullanilmaktadir. DNA hasarlarinin incelenmesinde en ¢ok
kullanilan yontemler; mikroniikleus (MN) ve kromozomal aberasyon (CA) testi ile
kardes kromatid degisimi (SCE) metodudur [78]. Ayrica, tek hiicre jel elektroforezi
(SCGE), “Comet Assay” olarak da bilinir, oksidasyona neden olan, alkilleyici
ozellikteki kimyasallarin neden oldugu DNA hasarlarini incelemek i¢in kullanilan bir
genotoksisite testidir [72]. Bunun yaninda, genotoksisite testlerinde onemli bir yere
sahip olan Drosophila ile gerceklestirilen mutajenite testlerinde; somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART), eseye bagl letalite testi, dominant letalite testi, toksisite
testi ve sterilite testi gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bacillus subtilis tamir testi
ile Salmonella typhimurium bakterisinin kullanildigi Ames testi ise bakterilerin test
organizmasi olarak kullanildig1 yontemlerdir. Genotoksisite testlerinde Saccharomyces
cerevisiae tiirli maya da kullanilarak cesitli ¢calismalar yapilmaktadir. Yaygin olarak
kullanilan genotoksisite testlerinden bir tanesi de Allium cepa, Vicia faba, Tradescantia

ve Hordeum vulgare gibi bitkilerin kullanildig1 Allium testidir [79-84].

Kromozomal anormalliklerin incelenmesinde kullanilacak test organizmasinin
kromozom sayisi, boyutu ve morfolojisi a¢isindan analizi zor olmamalhidir. Allium cepa,
Tradescantia paludosa ve Vicia faba az sayida, goreceli olarak biiyilk monosentrik
kromozomlara sahiptirler ve mutagenez calismalar1 i¢in uygun test organizmalar1 olarak
kabul edilirler. Bir¢ok kirletici maddenin klastojenik etkisi, A. cepa ve V. faba kok
hiicrelerinde birkac¢ arastirmaci tarafindan mikroniikleus yontemi ile incelenmistir. Bu
arastiricilar, ¢ok sik gozlemlenen kromozomal degisiklikler (kromozom kiriklari, iki

cekirdek ve mikroniikleus iceren hiicreler gibi) bildirmislerdir [85].

Periferal kan lenfositleri, kolay elde edilebilir olduklarindan tarama caligmalarinda
kullanmak i¢in uygun hiicrelerdir. Bir kimyasal mutajene maruziyet, kan

lenfositlerindeki CA’larin ve SCE’lerin frekansint artirabilir.

Periferal kan lenfositlerinde sitogenetik testlerle genetik materyalin hasar gordiigii
gosterildigi zaman, sonuglar sadece populasyon diizeyinde risk hesaplamada

kullanilabilir. Populasyondaki artan CA frekansi, kanser riskinin artiginin bir isareti
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olarak dikkate alinmalidir; fakat sitogenetik testler bireysel kanser riskinin tahminine

izin vermez.

Insanlarla yapilan calismalarda, cok dikkatli calisma diizenleri gereklidir. Ciinkii
bireyler arasi farkliliklar biyolojik cevabi etkileyebilir. Bu tip caligmalar oldukca

yorucu, bircok yonden zor ve dikkatli bir ¢calisma Oncesi planlama gerektirir.

Sitogenetik biyotakip calismalarinda dikkat edilmesi gereken noktalar; preparatlarin
incelenmesi ve besiyeri, sicaklik, kimyasallarin konsantrasyonu gibi kiiltiir sartlar1 ile
ilgili teknik faktorleri icerir. Ayrica 6rnek alma zamani, kromozom aberasyonunun
verimini ve T- ve B-lenfositlerinin alt populasyonundaki degisiklikler araciligiyla SCE
insidansinin  bulgularin1 etkileyebilir. Mikroniikleus analizlerinde de metodolojik
farkliliklar (sitokalazin-B ile olusturulan iki ¢ekirdekli hiicrelerin kullanimi gibi) sayilan

MN sayisini etkileyebilir [71].

2.3.1.1. Mikroniikleus (MN) ve MN Testi

Mikroniikleus, asentrik kromozom parcalarinin olugsmasima neden olan yapisal
kromozom hasarlarindan (Sekil 2.5) veya tam bir kromozom kaybma neden olan
mitotik hedeflerdeki hasardan olusan (Sekil 2.6), hiicrenin ana cekirdeginden ayri,
biiytikligli ana cekirdegin  1/3-1/16’s1  arasinda degisebilen olusumlardir.
Mikroniikleuslar1 olusturan kromozom pargalari, DNA’da dogrudan ¢ift zincir
kirilmalari, tek zincirdeki kiriklarin hiicre replikasyonundan sonra cift zincir kiriklarina
doniismesi veya DNA sentezinin inhibisyonu sonucu ortaya ¢ikabilir. Iki
kromozomdaki kiriklarin yanlis tamir edilmesi, bir disentrik kromozom ve bir asentrik
kromozom parcasinin olustugu asimetrik kromozom diizenlenmelerine neden olabilir.
Genel olarak bir hiicre i¢inde bir MN olusmasina karsin, genotoksinin etkisine bagl

olarak bazen bu say1 iki ya da daha fazla olabilir [75, 86-88].
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Sekil 2.5. Asentrik kromatid pargasi igceren mikroniikleuslu hiicrenin olusumu. Asentrik
kromatid parcasinin olusumu ile sonuglanan interfaz evresindeki (a) yapisal
kromozom hasarinin uyarilmasi, kromozomlar mitozun metafaz evresinde (b)
yogunlastigi zaman gozlenebilir. Kromatid parcasmin etrafinda ¢ekirdek
zarmin yeniden olusmasi ile hiicrenin boliinmesinden (e) sonra ortaya cikan
yavru hiicrelerde bir mikroniikleus (c) gozlenir (88).

Kimyasal uygulama

— - — g d. Normal
‘ yavru hiicre
©

a. Interfaz
b. Metafaz
c. Telofaz

e. Mikroniikleus
iceren yavru hiicre

Sekil 2.6. Tam bir kromozom i¢eren mikroniikleuslu hiicrenin olusumu. Mitotik aygit1
hasarl bir hiicre, mikrotiibiillere baglanamamis tam bir kromozom igerebilir
(b). Hiicre boliindiigii zaman, bu krozom anafaz sirasinda geri kalacaktir ve
yavru hiicre ¢ekirdegine diizgiin bir sekilde ayrilamayacaktir. Bu geri kalan
kromozomun etrafinda ¢ekirdek zarmin da olusmasi ile yavru hiicrelerden
birinde ortaya c¢ikacak olan (e) mikroniikleus meydana gelir (c).
Sentromerler icin 6zel boyama teknikleri, bu mikroniikleustaki sentromerin
varligint tamimlamada kullanilabilir. Bu durum, asentrik bir kromatin
parcasindan olusan mikroniikleus (Sekil 2.5) ile tam bir kromozomdan
(sentrik parca) olusan mikroniikleus arasindaki farki ifade eder (88).
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Mikroniikleus, hiicre dongiisii boyunca meydana gelen hasar nerede olursa olsun (DNA
hasar1 veya mitotik hedeflerdeki hasar), hiicre boliinmesi siiresince olusur. Aksine,
kromozomal aberasyonlar, hiicre dongiisii asamalarmin herhangi birinde meydana
gelebilir ve metafazda gozlenen kromozom aberasyonlarinin 6zel tipleri, DNA hasarinin
GO0/G1 (kromozom tipi aberasyonlar) veya S/G2 (kromatid tipi aberasyonlar) fazinda
ortaya cikis1 hakkinda bilgi verir.

Poliploidi (tiim kromozomlarin ekstra kopyasi yada kopyalar1) ve endoreduplikasyon
(onceki S fazindan reduplikasyon) gibi sayisal kromozom degisiklikleri metafazda
dogrudan gozlenir. Bu gozlemler, bir onceki mitozda mitotik hedeflerdeki hasar
(poliploidi) veya replikasyon hatalarina neden olan hasarlar hakkinda bilgi verebilir.
Ciinkii, mikroniikleus ve kromozomal aberasyonlar sadece boliinen hiicrelerde

incelenebilir.

Mikroniikleus, kimyasal bir madde uygulanmis hiicrelerden olusan yavru hiicrelerde
incelenir. Bu yapilar, en az bir hiicre boliinmesi yoluyla yavru hiicrelere gecen genetik
hasar1 ifade eder. Bu durum, kimyasalla muameleden sonra hiicrelerin ilk
metafazlarinda olusan hasarin en iyi degerlendirildigi yer olan metafaz hiicrelerindeki
kromozom aberasyonlarinin standart analizine terstir; bu boliinmemis hiicrelerdedir.
Yavru hiicrelere gegmis metafazdaki aberasyonlar1 (6rnegin resiprokal translokasyon)
degerlendirmek icin floresan in situ hibridizasyon (FISH) kromozom boyamasi gibi 6zel

boyama yontemlerini kullanmak gerekir [88].

Mikroniikleus testi terimi, ilk kez 1970’1i yillarda Boller ve Schmidt [89] ile Heddle
[90] tarafindan Onerilmistir. Bu test, genotoksik etkiyi belirlemede en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Bazi kromozom anormalliklerinin tespit edilmesinin zor oldugu
diger metodlara gore daha uygun olmasi, daha ¢ok sayida hiicrenin incelenebilmesi ve
istatistiksel olarak daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar saglamasi nedeni
ile, hem in vivo hem de in vitro olarak farkli ajanlarmm mutajenik etkilerini

degerlendirmek amaci ile yaygin olarak kullanilmaktadir [91-93].

MN testi ile genotoksik ajanlarin mutajenik etkileri tespit edilirken, kullanilan test
gruplarindaki MN orani kontrol gruplarindan daha fazla ¢ikar ise test edilen maddenin

mutajenik olduguna, kontrol grubuyla karsilastirildiginda bir farklihlk meydana
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gelmemisse mutajenik olmadigina karar verilir. Eger uygulanan madde mevcut MN
oraninda azalmaya sebep oluyorsa maddenin anti-mutajenik oldugu anlasilir. Ayrica
uygulanan maddenin toksik dozunun artmasiyla birlikte artan MN olusumuna karsin,
sonradan bir azalma meydana geliyorsa o zaman da asir1 toksik dozdan hiicre

Oliimlerinin gerceklesmeye basladig: diisiiniilebilir [94-96].

1985 tarihinde, Fenech ve Morley [86, 97] kiiltiir ortamindaki hiicrelere sitokalazin B
ekleyerek boliinen hiicreleri tanimlamak iizere bir yontem gelistirdiler. Sitokalazin B
Helminthosporium dematioideum’un bir metabolitidir; sitokinezi bloklar, fakat ¢ekirdek

boliiniir ve ¢ekirdek boliinmesi geciren hiicrelerden iki ¢ekirdekli hiicreler olusur (Sekil

2.7).

Sitokalazin B

Kimyasal uygulama Sitokinezin inhibisyonu
| o.
a.Interfaz
b. Metafaz c. Telofaz e. Mikroniikleus igeren
iki ¢ekirdekli hiicre

Sekil 2.7. Mikroniikleus iceren iki ¢cekirdekli hiicrenin olusumu [88].

Sitokalazin B, boliinen hiicrenin ikiye ayrilmasini uyaran mikroflamentleri olusturacak
aktin polimerizasyonuna neden olan plazma membranindaki molekiil agirligi biiyiik
yapilara baglanarak sitokinezi inhibe eder. iki ¢ekirdekli hiicrelerdeki mikroniikleuslarin
sayilmasi ile arastiricilar hiicrenin bir kez boliinmiis oldugunu ispatlamis olurlar.
Mikroniikleus iceren iki cekirdekli hiicreler/iki cekirdekli hiicrelerin orani,
mikroniikleuslu hiicrelerin frekansinin dogru Olgiilmesini saglar. Frekans soyle
hesaplanabilir: mikroniikleus igceren hiicreler/toplam hiicre sayis1 (boliinmemis ve MN

olusturma olasil1g1 olmayan hiicreleri icerir).

Kromozom aberasyonlarinin 6zel tiplerinin tanimlanabildigi ve ekstra kromozomlarin

(0rnegin poliploidi) varligmin kolaylikla goriilebildigi metafazda, mikroniikleusun
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kromozom igerigi dogrudan gozlenemez. Ciinkii, cekirdek membrani bir¢cok kromozom
veya kromozom pargasinin etrafinda yeniden olusabilir; bu nedenle bir MN’de bir¢ok
kromozom pargasi bulunabilir. MN sayilar1 ile kromozom aberasyonunun derecesi her
zaman esit olmayacagi icin, bir hiicredeki kromozom hasarmin miktar1 tam olarak
Olciilmek isteniyorsa MN testi bu noktada yetersiz kalir. Ayrica, tim kromozom
aberasyonlarinin MN olusturmas1 beklenemez. Asentrik kromatin parcalar1 olusturan
kromozom aberasyonlarinin MN olusturma olasiligi daha yiiksektir, ¢iinkii asentrik
parcalarin mitotik ige baglanmasi ve diizgiin bir sekilde ayrilmasi s6zkonusu degildir

[88].

MN’1i hiicrelerin frekansini etkileyebilecek diger faktorler:

1. MN’li hiicrelerin daha fazla boliinmesi. Yavru hiicrelere MN ayrilmasi rastgele
oldugu icin, bir MN bulunduran ana hiicrenin boliinmesi ile sadece bir yavru
hiicre mikroniikleusu alacaktir ve diger yavru hiicre bir MN alamayacaktir. Bu da
MN’li hiicrelerin frekansini diistirecektir. Aksine, cok sayida MN iceren ana hiicre
varsa, her iki yavru hiicre de MN alacaktir, bu da MN igeren hiicrelerin frekansini
artiracaktir.

2. MN yapisindaki DNA, hiicresel fonksiyonlar i¢in esansiyel ise, MN’li hiicrelerin
tekrar tekrar boliinmesi Oldiiriicii olabilir. Hiicre oliimleri de gozlenen hasarin
frekansini diistiriir.

3. Mikroniikleusun ana c¢ekirdekle yeniden birlesmesi. Sonraki boliinmeler
stiresince, MN’den kromozom veya kromozom parcalarinin sonraki telofaz
boyunca ana ¢ekirdek ile birlesme olasilig1 vardir. Bu da populasyondaki MN’li
hiicre frekansim diisiirtir.

4. Bir hiicreden mikroniikleusun c¢ikarilmasi. Bazi MN’ler, ozellikle tam bir
kromozom igeren daha biiyiik MN’ler, hiicreden c¢ikarilabilir; bu da MN

frekansini diisiiriir. Cogalan DNA igeren MN, hiicreden uzaklastirilabilir.

Bu faktorlerden dolayi, MN’1i hiicrelerin frekansi, metafazdaki aberasyonlu hiicrelerin
frekansindan daha az bulunabilir. Bu durum, metafaz testleri ile MN testlerinin

sonuglar karsilastirilmak istendiginde onemli bir sorun ortaya ¢ikarir.
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Mikroniikleuslar kromatin kayb1 sonucunda olustugu icin, Ozellikle kayip kromatin,
tiimOr baskilayic1 genler gibi kanser olusumu ve gelisimi ile ilgili bir gen ya da genleri
yapisinda bulunduruyorsa, bu bir risk gostregesi olabilir. Ancak, mikroniikleuslarin
biyolojik ©nemi ile ilgili heniiz yeterli bilgiler elde edilememistir. Kanser gibi

hastaliklarda biyobelirte¢ olarak yararlarinm etkinligi heniiz tespit edilmemistir [88].

MN testi daha c¢ok kan hiicrelerinde ve kemik iligi hiicrelerinde uygulanan bir
yontemdir (Sekil 2.8) [98-100]. Fakat bunlarin yani sira cesitli ¢alismalarda karaciger,
akciger, solungag, bobrek, bagirsak, embriyo, agiz epitel hiicreleri, iiriner epitel
hiicreleri, deri fibroblastlar1 ve yumurtalik hiicreleri de kullanilmigtir. Farkli hiicre
cesitlerinde uygulanabilen MN testi, farkli organizmalar {izerinde de kullanilmaktadir.
Bu amagla insan lenfositleri, fare, sican, balik, kurbaga, midye, salyangoz ve bitkiler

test organizmasi olarak kullanilmistir [94, 95, 101-105].

Baliklarda MN testi, aflatoksin B1, PCB, benzopiren, kadmiyum, krom, civa, selenyum,
mitomisin C, siklofosfamid, ve X-1simninin genotoksik potansiyelini degerlendirmede

basariyla kullanilmistir [106].

Test organizmasi olarak baliklarin kullanildig1 genotoksisite calismalarinda, SCE gibi
analizleri iceren metafaz teknikleri, birgok balik tiirii icin pek kullanigh degildir. Ciinkii
balik kromozomlarinin genellikle olduk¢a kiiciik olmalari, sayilarinin fazla olmasi ve
poliploidinin sik¢a goriilmesi nedeniyle bu tiir sitogenetik ¢alismalarda cesitli zorluklar
meydana gelmektedir [78]. Buna karsilik bir¢ok balik tiiriinde eritrositlerin oldukga iri
olmasi ve biiyiik bir niikleus bulundurmasindan dolay1 baliklarda MN incelemeleri daha
kolay ve hizli yapilabilmektedir [94]. Bu nedenle, bir cok fiziksel ve kimyasal
maddenin baliklar {izerindeki genotoksik etkilerinin arastirilmasinda MN testi siklikla

kullanilan bir yontem olmustur [10, 95, 107-113].

Periferal kan Orneklerinde eritrositler ile yapilan c¢alismalar olduk¢a yaygindir.
Eritrositleri lireten dokular hemopoietik organlardadir. Baliklarda, esas olarak sefalik
bobrek hemopoietik organdir; ancak tek hemopoietik organ degildir. Ornegin,
Agnatha’da intestinal hemopoez; Chondrichthyes, Dipneustei ve bazi teleostlarda
splenik hemopoez gozlenir. Perca fluvialis’de dalak, tek hemopoez yeridir. Hemopoez

icin ikincil yerler; timus ile kalp ve kan damarlarmin endotelidir [106].
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Sekil 2.8. Ug¢ ayr1 balik tiiriine ait periferal kan eritrositlerindeki mikroniikleus
olusumlar1; (a) Cheirodon interruptus interruptus (b) Garra rufa (c)
Cyprinus carpio [98-100].

Hemopoietik organlardaki mikroniikleuslu eritrositler, hiicre siklusuna esit bir zaman
boyunca meydana gelen genotoksik bir hasar1 ifade ederken, periferal dolasimdaki
eritrositler, dolasim eritrositlerinin yagam dongiisiine esit bir zamanda meydana gelen
olaylar1 yansitir. Bu nedenle, periferal kan orneklerinde MN testi, Ozellikle kronik
maruz kalma sartlarinin bir gostergesidir. MN testi, sadece mikroniikleuslu eritrosit
frekansinin gozlenmesini degil, ayn1 zamanda bu frekanslarin degisimleri ile ilgili
caligmalar1 da kapsar. Karsilastirma, kontroller ve maddeye maruz kalan hayvanlar

arasinda yapilir [106].
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OECD’nin bir deklarasyonunda: “dalak tarafindan mikroniikleuslu eritrositlerin
uzaklastirilmadigr  tiirlerin ~ kullamilmasi  uygundur”  denilmektedir  [114].
Mikroniikleuslarm splenik uzaklastirilmasi, birkag tiirde farkli metodlarla gosterilmistir
[115-117]. Baz tiirlerde dalak kirmizi pulpu, pulp toplardamari ile drene edilir; diger
tiirlerde pulp siniisler goriiliir. Kiiciik toplardamar delikleri, eritrositlerin gegcmesine izin
verecek kadar biiytik iken, pulp siniislerin duvarinda eritrositlerin sizabilecegi dar
interendotelyal yariklarla delikler agilmistir. Mikroniikleuslu eritrositler, bu yariklardan
gecebilir, fakat sert olusumlar (mikroniikleus) gecemez. Memeliler haricindeki tiirlerin
kirmiz1 pulplarinda, cekirdekli eritrositler interendotelyal yariklardan gecemeyecegi i¢in

siniisler yoktur [106].

2.3.1.1.1. Eritropoez ve MN testi

MN testi uygulanacagi zaman kullanilacak test organizmasinda, eritrositlerin yasam

dongiisii dikkate alinmalidir.

MN testi, mitoz geciren hiicre populasyonu gerektirir. Bu nedenle hiicre dongiisiiniin
siiresi bilinmelidir. Bu siire, tiirler arasinda farklilik gosterir. Baliklar poikiloterm
hayvanlardir. Bu nedenle yasam alanlarmin sicakligi 6nemlidir. Hiicreler, retikiilosit
evresindeyken (mutagenezde polikromatik eritrositler olarak bilinir) normokromatik

eritrositlere olgunlasacagi yer olan periferal dolagima salmair.

Toksik bir ajana maruz kalindiktan sonra mikroniikleuslu eritrositlerin en ¢ok
bulundugu zaman aralifi 1-5 giindiir; fakat genelde 2 veya 3 giindiir. MN testinde
polikromatik (olgunlagmamis) ve normokromatik (olgun) eritrositler ayr1 ayri
sayilmalidir. Periferal kandaki mikroniikleuslu polikromatik eritrositlerin frekansi
sefalik bobrekte sayilan frekansa bilgi saglayacak diizeyde analogtur. Farkli olarak,
mikroniikleuslu normokromatik eritrositlerin frekansi dolasimdaki eritrositlerin yasam
dongiisiine esit bir zamanda meydana gelen olaylar hakkinda bilgi verir. Baliklarda, bu

siire memelilerden daha uzundur: 6rnegin aynali sazanda 310 giindiir.

Baz1 genotoksik ajanlar, belirli derisimlerde eritropoezin durmasina neden olur. Bu
nedenle, sadece eritrosit iliretimi degil, ayn1 zamanda mikroniikleuslu eritrosit

olusumunun sonlanmas1 sonucunda yanlis negatif sonuclar elde edilebilir. Diger
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taraftan, deney hayvanindan ¢ok sik araliklarla kan alinirsa eritropoez uyarilir; sonugta
periferal dolasim polikromatik eritrositlerin baskinina ugrar. Bu da, dnceden olugmus

mikroniikleuslu eritrositlerin frekansini diisiirerek seyreltir [106].

2.3.1.1.2. Test protokolleri

Mikroniikleus testi iki sekilde uygulanabilir: {1k yol, hayvanlara bir test kimyasalinin bir
kez uygulanmasi ve oOrneklerin en az iki kez alinmasi yoluyla yapilir. ik &rnek
uygulamadan sonraki 24 saatten once alinmaz; sonraki 6rnek 48. saatte alinir. 3 doz
diizeyi yaninda pozitif ve negatif kontroller de gereklidir. ikinci bir yaklasim da,
hayvanlara iki veya daha fazla ardisik giinde uygulama yapilir ve kemik iligi i¢in son
uygulamadan sonraki 18-24 saatler arasinda, periferik kandan da 36-48. saatler arasinda
olmak iizere ornekler bir kez alinir. Kemik iligi hiicreleri, genellikle femur veya tibia

dan; periferal kan ornekleri ise rutin olarak kuyruk veninden saglanir.

Deneyde kullanilacak tiirler, karyotipleri de dikkate alinarak secilmelidir. Teleost
baliklarin cogu, kiiciik ve ¢cok sayida kromozom ile karakterizedir. Klastogenik bir
olaydan sonra olusan mikroniikleuslarin boyutlarinin ¢cok kiiciik olmas1 olasidir ve 151k
mikroskobu altinda goriilemeyebilir. Bu nedenle, daha az sayida, fakat daha biiyiik
kromozomlu tiirler, Aphyosemion christyi (2n = 18), Galaxias maculates (2n = 22),
Nothobranchius rachowi (2n = 16), Spharicthys osphoromoides (2n = 16), Umbra limi
(2n = 22) ve Umbra pygmaea (2n = 22) gibi tiirler 6nerilmektedir [119]. Ya da ¢ok
kiiciik mikroniikleuslarin incelenmesinde floresan boyama yontemleri kullanilmalidir.
Tiirler secildikten sonra arastiricilar; yas, cinsiyet, sicaklik ve beslenme gibi faktorlerin
kontrol ve deney grubunda ayni olup olmadigina dikkat etmelidirler. Ornegin, beslenme

faktorii, eritrosit yasam dongiisiinii etkileyebilir [120].

MN testi, farkli bolgelerden alinan hayvanlarin mikroniikleus frekanslarini
kargilastirmak i¢in in situ (yerinde) ya da laboratuvar ortaminda yapilabilir. Bu deney
ile heniiz onaylanmamis yeni bir kimyasal veya karisim ¢alisiliyorsa, bir deney grubu ve
negatif kontrol grubu yanmda pozitif kontrol grubu da olusturulmalidir. Bu amacla ¢ok
iyi bilinen mutajenler, siklofosfamid, etilmetan siilfonat, kolsisin veya X-ismlar1

kullanilabilir.
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Laboratuvarlarda baliklar iki hafta ortama alistirilmahidir. Kimyasal madde, ya tek bir
doz, ya tekrarlanan dozlar, ya da devaml (6rnegin suda devamli maddenin bulunmasi
gibi) sekilde uygulanabilir. Kan orneklerinin alinmasi, tek bir kez veya tekrarl olabilir.
Eritropoezin siiresi bilinmelidir. Tek bir doz kullanildiginda, sefalik bobrekten 6rnek
alinmasi i¢in en uygun zaman 2-3 giin sonrasidir. Periferal kanda mikroniikleus artiginin
en cok oldugu zaman, teleostlar arasinda cesitlilik gosterir. Bu nedenle, tekrarli

ornekleme Onerilir.

Orneklerin alinmasindan sonra preperatlar kodlanmali ve sayma islemi ayn1 kisi
tarafindan yapilmalidir. Sayilacak alan mikroskopta biiyiitiilmeden ayarlanmali, sonra
mikroniikleuslu hiicre frekanst 1000x mercekle sayilmalidir. Polikromatik ve
normokromatik hiicreler ayr1 ayr1 sayilmalidir. Eritrositlerin bu iki tiirii arasindaki oran,
sitotoksisite indeksi olarak kullanilir. Akridin orange boyama, polikromatik ve
normokromatik balik eritrositlerinin ayirt edilmesinde en etkin yontemdir [121]. Her
hayvandan en az 2000 eritrosit sayilmalidir. Ancak, bir¢cok tiir icin spontan
mikroniikleus frekansi ¢ok diisiik oldugundan, zayif bir genotoksik ajan test ediliyor ise,
istatistik analizlerin giicii zayiflayacaktir. Bu durumda, her hayvandan daha ¢ok sayida

hiicre sayilmalidir [112].



3. BOLUM
GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Gerecler
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Aseton, % 95 etanol, entellan, wright boyasi (Merck, Almanya); ksilen (British Drug
Houses Ltd., Ingiltere); metanol (Riedel De-Haen, Almanya), tartrazin, immersiyon yagi
(Sigma Chemical Company, ABD); bunlarin yaninda, sarf malzemesi olarak lam, lamel,
pastor pipeti, enjektor, cesitli cam malzemeler, 100 asalik renkli fotograf filmi

kullanildi.

3.1.2. Cyprinus carpio L., 1758

Alem Animalia
Sube Chordata
Ust sinif Pisces
Sinif Actinopterygii
Takim Cypriniformes
Familya Cyprinidae
Cins Cyprinus
Tiir C. carpio

Cyprinidae familyas1 29 cins, 62 tiir ve 22 alt tiir ile tilkemizde yasayan kemikli
baliklarin biiyiik bir kismuni olusturur. Cok degisik cografi yapilarm gorildiigi
tilkemizde 149 degisik tiirde baligin 26 havzada dagilim gosterdigi belirtilmektedir
[122].



35

Cyprinidae familyasinin en cok bilinen tiirlerinden biri olan sazan (Cyprinus carpio
L.,1758), i¢ sularimizin hemen tamaminda yasayabilen, suni goletlerde iiretilebilen ve

halkimiz tarafindan bol miktarda tiiketilen, ekonomik dneme sahip bir balik tiiriidiir.

Uzun govdeli; solucan, bocek larvalar1 ve bitkilerle beslenen bir dip baligidir. 1,5 metre
boyunda, 35 kg agirlikta olanlar1 vardir. Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgesi

haricinde Tiirkiye'nin her bélgesinde bulunur.

Bu familyadaki baliklarin ortak ozellikleri, cenelerinde dislerinin bulunmamasi, bunun
yerine kursak kemiklerinin iistiinde farinks dislerinin olmasidir (bunlar ayrica
birbirlerine ¢cok benzeyen sazangiller tiirlerini birbirlerinden ayirt etmek i¢in incelenir).
Tam geligsmis bir mideleri yoktur, sadece bazen incelen ve kalinlasan bir bagirsaklari
vardir. Pullu ve pulsuz bir¢ok cesidi vardir. Pullu tiirleri iri pulludur. Renk ve bicimleri
yasadiklar1 ortama gore degisir. Genellikle sirt1 koyu yesil, yanlar1 ve karm alt1
yesilimtrak kahverengidir. Kiiciik agizli, kalin ve oynak dudakldir. Ust cenelerinden

dort biyik sarkar. Biyiklar1 dokunma organi olarak gorev yapar.

Sekil 3.1. Cyprinus carpio L., 1758.

Tuza dayamkhh@i: Sazan bahigi, genellikle tath sularda yasar. Tuz derisimi yiiksek
olan deney sartlarinda, genc¢ baliklarin beslenme oranlar1 ve gelisim hizlar1 azalir.

Ancak, hafif tuzlu sulara uyum saglayabildikleri de rapor edilmistir.

Sicakhga dayanikh@i: Genellikle iliman sularda yasarlar. Ancak yumurtlamak igin
sicak sulart tercih ederler. Yumurtlamak i¢in gerekli olan en diisiik sicaklik 17 °C olarak

rapor edilmistir [123].

Cyprinus carpio’nun karyotip analizlerinde farkli bulgular elde edilmistir. Al-Sabti

[124], kromozom sayisini1 2n=98 olarak tespit etmistir. Rukhsana ve Malgorzata [125],
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kromozom sayisin1 2n=100 olarak bulmuslardir. Pekol yapmis oldugu iki ¢alismasinda

[126, 127] Cyprinus carpio’nun kromozom sayisini 2n=100 olarak bulmustur.

Bu calismada kullanilan Cyprinus carpio tiirlerinin teshisi, Geldiay ve Balik [128]
tarafindan, Tiirkiye tath su baliklar1 i¢in hazirlanmis olan anahtardan yararlanilarak,

metrik ve meristik karakterlere gore yapildi.

Baliklar Yemliha (Yamula) Baraj Golii'nden 1grip ve germe aglar kullanilarak
yakalandi. Yemliha Baraji, Kayseri’nin 30 km kuzeybatisinda, Yemliha Kasabasi

civarinda, Kizilirmak nehri iizerinde yer almaktadir [129].

vy

|

il prariye YAMULA BARAJI ve SULAMA

GOLOEN CAZIBE 5500 ha

e ALANLARI GENEL DURUM PLANI

Sekil 3.2. Yemliha (Yamula) Baraji1 haritasi.

Yakalama sirasinda baliklarin 6zellikle agdan ¢ikarilirken zarar gormemelerine dikkat
edildi. Yakalanan baliklar daha sonra havalandirmali tasima bidonlarina konuldu ve
hizl1 bir sekilde laboratuvara getirildi. Laboratuvara getirilen baliklar, 3 giin siireyle
dinlendirilmis cesme suyu bulunan 50x100x50 cm ebatlarindaki havalandirmali
akvaryumlara yerlestirildi. Her deney grubu i¢in akvaryumlara 5’er balik Ornegi

konuldu. Akvaryumlarim sicakligi ise 22-23 °C’ye ayarlandi.
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3.1.3. Aletler

Akvaryum, manyetik karistirici, mikroskop (Olympus BH-2), hassas terazi (Mettler),
buzdolaba.

Sekil 3.3. Caligmada kullanilan akvaryum.

3.2. Yontemler

3.2.1. Tartrazinin Uygulanmasi

Akvaryuma yerlestirilen baliklar, stresten uzaklagmalar1 ve laboratuvar ortamina uyum
saglamalar1 icin 3-4 giin bekletildi. Bu siire icerisinde baliklar belirli bir zaman aralig1
dikkate almarak giinde bir defa yemlendi. Deneyden 24 saat énce yem verme islemi
durduruldu ve deneyler siiresince de baliklara yem verilmedi [130]. Deneylerde, esey
ayrimi gozetilmeksizin yaslar1 1-1+, agirliklar1 83-100 g ve boylar1 18-21 cm arasinda
degisen saglikli Cyprinus carpio 6rnekleri kullanildi. Her bir tartrazin derisimi i¢in 15,
herbir zaman dilimi i¢in 5 balik deneye alindi. Tim calismada toplam 80 balik

incelendi.

Bu calismada statik akut deney yontemi kullanildi. Bu yonteme gore deney ¢ozeltisi
(icinde uygun derisimde tartrazin ¢oziilmiis su) ve baliklar akvaryuma konuldu; deney

siiresince bekletildi [130].
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Bu calismada, uygulamalar hem zamana, hem de derisime bagli olarak yapildi
Tartrazin derigimleri, tartrazinin ADI degeri dikkate alinarak hesapland1 [47].
Akvaryumlara 250, 500, 1000 ve 1500 mg/L derisiminde tartrazin eklendi. Baliklar 24,
48 ve 72 saat siire ile belirtilen derisimlerdeki tartrazine maruz birakilarak yasatildi.
Kontrol grubundaki baliklar da 3 giin dinlendirilmis ¢esme suyunda hi¢ bir maddeye

maruz birakilmadan ayni deney grubu gibi 24, 48 ve 72 saat siire ile yasatild1.

3.2.2. Wright boyasinin hazirlanmasi

1 gram Wright (Merck) tartildiktan sonra 15-20 ml metil alkolle havan igerisinde ezildi
ve hacim 400 ml olana kadar metil alkol ilave edildi. Cozelti 1-2 giin +4 °C’de
bekletildikten sonra bagka bir kaba siiziildii. Hazirlanan boya koyu renkli bir cam siseye

konularak agzi iyice kapatildi ve +4 °C’de sakland1 [130].

3.2.3. Preparatlarin hazirlanmasi ve boyanmasi

Uygulamalar sonucunda, baliklarin kuyruk veninden elde edilen kan oOrnekleri

kullanilarak yayma preparatlar hazirlandi.

Bunun icin lam iizerine bir damla kan kondu ve bir lamelle 45% lik ac1 yapacak sekilde
yayma yapildi. Her bir 6rnek i¢in 3 yayma preparat hazirlandi; 3 giin siire ile havada
kurumaya birakildi. Kurutulan preparatlar 1 dakika metanol ile fikse edilerek yatay
platform iizerine dizildi ve iizerine Wright boyas1 damlatilarak 4-5 dakika bekletildi.
Ardindan distile su ilave edilerek 5-7 dakika beklendi. Lamlarin kenarlarinda yesilimsi
metalik bir renk ve ortada kirmizi-pembe arasi bir renk goriilene kadar boyandi.
Preparatlar distile su ile yikanarak aseton ve ksilende 1’er dakika tutuldu. Havada

kurumalar1 beklendikten sonra entellan (kanada balsami) ile kapatildi [130].

3.2.4. Mikroniikleus incelemeleri

Preparatlar hazirlandiktan sonra sayimlarin daha kolay yapilabilmesi icin her preparat
rastgele 4 bolgeye ayriddi ve her bolgeden 250 eritrosit hiicresi arastirma
mikroskobunda tarandi. Bu islemler 3 kez tekrarlandi. Her 6rnekten 3000 hiicre, her

tartrazin derisimi i¢in toplam 15000 hiicre sayildi.



39

MN’ler morfolojik olarak cekirdekle ayni ancak cekirdekten kiiciik yapilardir. MN
incelemelerinde asagidaki 6zelliklere dikkat edildi:
e MN’ler kirilgan olmamali, bdylece boyanan partikiiller gibi artefaktlardan kolayca
ayirt edilebilmelidir.
® MN’ler ana c¢ekirdek ile baglantili olmamalidir.
e MN’ler ana ¢ekirdege temas edebilir; ancak iist iiste cakigsmamali ve mikroniikleer
sinir, ¢ekirdek sinirindan ayirt edilebilir olmalidir.
e MN’ler genellikle ¢ekirdek ile ayn1 yogunlukta boyanmalidir; ana ¢ekirdek bazen
daha yogun boyanabilir.

Bu c¢alismada, MN incelemeleri yapilirken ana c¢ekirdeg§in yaninda MN bulunan
eritrositler kaydedildi. Ayrica boya partikiilleri gibi diger baz1 yapilar sayimlar sirasinda
yanilmalara sebep olabileceginden, ilgili yapilarin tam olarak MN 6zelligi tasiyip
tastmadigina dikkat edildi. Ozellikle ana ¢ekirdek ile ayn1 kirmimi gosteren yapilar MN
olarak kaydedildi; stipheli durumda olanlar dikkate alinmadi [10, 131, 132].

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistik analizleri

Bu ¢alismada, Cyprinus carpio’dan elde edilen 6rnekler mikroniikleus testi kullanilarak
ve doz-cevap iligkisi dikkate alinarak degerlendirildi. Verilerin degerlendirilmesinde;

— Kontrol gruplari ile her bir deney grubu kendi icerisinde,

— Ayni siirelerde tartrazine maruz birakilan baliklarin farkli derisimleri,

— Bir dozun ii¢ farkl siiresi kendi aralarinda karsilagtirildi.

Istatistiksel analizde SPSS 10.0 versiyonu kullanild1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Eritrosit MN sayilar1 tek yonlii varyans analizi ile karsilastirildi. Gruplar arasi istatistik
degerlendirmesi Tukey coklu karsilastirma testi, Duncan ve Dunnett testleri ile yapildi.
P<0,05 seviyesinde bulunan farklar anlamli olarak kabul edildi. Biitiin veriler ortalama

+ standart sapma olarak ifade edildi.



4. BOLUM
BULGULAR

4.1. Cyprinus carpio L., 1758 orneklerinin boy ve agirhklarimin MN olusumunda

etkisinin incelenmesi

Bu calismada, farkli derisimlerde uygulanan tartrazinin genotoksik etkisini incelemek
amaci ile, her bir zaman dilimi i¢in 5 balik ve tiim gruplarda toplam 80 balik incelendi.
Baliklar arasinda, cinsiyet, boy ve agirlik gibi Ozelliklerin, mikroniikleus olusumu
izerine etkisinin incelenmesi amaci ile tiim deney gruplarindaki deneklerin boy ve

agirliklar tayin edildi. Bu gruplarla ilgili bulgular Tablo 4.1.’de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Deney gruplarina ait cinsiyet, boy ve agirlik verileri.

Tartrazin Derisimi Zaman  Denek

(mg/L) (saat) sayisl Cinsiyet Boy (cm)  Agirlik (g)
0 5 QOO 20,5£1,00 94,9+8,52

0 24 5 00043 19,9+0,96  95,3%7,38
48 5 Q333 19,642,07 94,3+16,23

72 5 Q333  19,8+1,25  95,746,78

24 5 00000  19,0£1,62 87,248,442

250 48 5 00444 17,940,55  83,043.46
72 5 QR34 20,1%1,19  954+5,64

24 5 Q2004  192+1,30 91,2+8,31

500 48 5 00043 19,740,84  91,846,91
72 5 P22448 18,940,890  84,6+6,28

24 5 00333 18,8+0,84  85,3+4,32

1000 48 5 RP2I3  182+1,30  85,0+9,07
72 5 PPA3  19,2+1,64 92,2+12,85

24 5 Q9243 19,5+1,12  86,249,33

1500 48 5 03333 1924084  84,8+8,90
72 5 QP43 21,0£1,37  100,1+7,08
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Bu calismada kullanilan baliklarin boy ve agirliklar: ile mikroniikleus olusumu
arasindaki iligskinin belirlenmesinde Oncelikle Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°deki veri-dagilim
grafikleri ¢izildi. Bu grafikler, caligmaya dahil olan tiim baliklarin boy ve agirliklar: ile
bu baliklardan alinan periferal kan 6rneklerinde tespit edilen MN sayilarma gore ¢izildi.
Boy ve agirlik parametreleri ile MN sayisi arasindaki regresyon katsayisi (R?) sirasiyla

0,0008 ve 0,0130 olarak tespit edildi.
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Sekil 4.1. Kontrol grubu ve 250, 500, 1000 ve 1500 mg/L tartrazin derisimleri
uygulanmig baliklarin boylar1 ve MN olusum sayis1 arasindaki iliski.

25
°
= 20 - °
o
S 15 “ o ': °
[ ]
= o OO 00 . °
2 10 - go o9 Y ]
3 w
z o 8e o °
= 5 ® o ® R2_00130
° ] %o o '. °
°
0 T T ‘_’!.‘\ T \.. T T T
70 75 80 8 90 95 100 105 110 115 120
Agirlik (g)

Sekil 4.2. Kontrol grubu ve 250, 500, 1000 ve 1500 mg/L tartrazin derisimi
uygulanmig baliklarin agirliklar1 ve MN olusum sayis1 arasindaki iligki.
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Sonug olarak, ¢alismada denek olarak kullanilan baliklarin 6l¢iimle belirlenen boy ve
agirliklar: ile bu baliklarda tartrazin ile tetiklenen MN olusumu arasimnda dogrusal bir

iliski olmadigi tespit edildi.

4.2. Tartrazin uygulamasi sonrasinda Cyprinus carpio L., 1758’dan elde edilen

eritrositlerde gozlemlenen degisiklikler

Bu calismada, Cyprinus carpio’nun periferal eritrositlerinde tartrazin uygulanmadan
once ve sonra meydana gelen degisikliklerin incelenmesinde mikroniikleus yontemi
kullanildi. Kontrol grubu ile tartrazinin 250, 500, 1000 ve 1500 mg/L derisimlerde
uygulandig1r deney gruplarinda, her grupta 5 denek olacak sekilde c¢alisildi. Tartrazin
uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra, her gruptaki 5 baliktan 3’er 6rnek olacak
sekilde, toplamda bir deney grubu icin 15 6rnek alindi. Bu 6rneklerde, her bir 6rnekten
1000 hiicre sayilarak toplam 15,000 hiicre incelendi. Mikroskobik inceleme asamasinda

elde edilen goriintiiler Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Mikroniikleus incelemeleri smrasinda eritrosit ve cekirdek morfolojisinde bazi
anormallikler oldugu gozlendi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Hiicrelerdeki bu morfolojik ve
yapisal degisiklikler, bu c¢alismanin kapsaminda olmadigindan degerlendirilmedi.

Ancak, MN sayimlar1 sirasinda siklikla bu tiir yapilarla karsilasildi.
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Sekil 4.3. Cyprinus carpio’nun eritrosit hiicrelerinde tartrazin ile uyarilan

mikroniikleus olusumlari.
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Sekil 4.4. Cyprinus carpio’nun eritrosit hiicrelerinde tartrazin ile uyarilan ¢ekirdek

morfolojisindeki degisiklikler.
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Sekil 4.5. Cyprinus carpio’da tartrazin ile uyarilan eritrosit hiicrelerindeki morfolojik

degisiklikler.

Bu calismada, Cyprinus carpio’dan elde edilen 6rnekler mikroniikleus testi kullanilarak
ve doz-cevap iliskisi dikkate alinarak degerlendirildi (Tablo 4.2). Buna gore; uygulama
gruplarinin hepsinde, MN olusumundaki artisin kontrol grubuna gore anlamli oldugu

tespit edildi (p<0,05).



Tablo 4.2. Tartrazinin

farkli  derisimlerinde

46

Cyprinus

eritrositlerindeki mikroniikleus sayilar1.

carpio’nun  periferal

Tartrazin Zaman Ortalama + Ornek
Derisimi (mg/L) (saat) Standart sapma sayisi
0 0 42 + 342 5
24 36 = 1,95 5
48 3.8 + 2,49 5
72 44 £ 1,52 5
250 0 42 + 342 5
24 17,6 = 5,68 5
48 19,6 + 5,68 5
72 254 + 3,21 5
500 0 42 + 342 5
24 19,2 =+ 4,09 5
48 21,6 =+ 5,77 5
72 31,8 £ 5,22 5
1000 0 42 £+ 342 5
24 222 + 11,14 5
48 28,8 = 6,38 5
72 40,2 + 6,22 5
1500 0 42 £+ 342 5
24 36,6 £ 6,54 5
48 38,0 £ 5,79 5
72 46,6 + 15,88 5




47

Tablo 4.3’te goriildiigii gibi, kontrol grubunda incelenen tiim baliklarda toplam MN
sayist 21, negatif kontrolde 24. saatin sonunda 18, 48. saat sonunda 19 ve 72.saatte
alman ornekte de 22 olarak tespit edilmistir. 250 mg/L tartrazin uygulandiginda, kontrol
grubunda 21 olan MN sayisi, 24. saatte 88’e, 48. saatte 98’e ve 72. saatte 127’ye
yiikselmistir. Buradan da agik¢a goriilebilecegi gibi, 250 mg/L tartrazin uygulanan
baliklarda MN olusumu artmaktadir.

Tablo 4.3. Tartrazin derisimi ve siireye gore olusan toplam MN sayilar1.

Tartrazin derigimi Zaman (saat)
(mg/L)

0 24 48 72

0 21 18 19 22

250 21 88 98 127

500 21 96 108 159

1000 21 111 144 201

1500 21 183 190 233

500 mg/L derigimde tartrazin uygulandiginda ise, MN sayilar1 24., 48. ve 72. saatlerde
sirastyla 96, 108, 159 olarak bulunmustur. Diger bir doz grubu olan 1000 mg/L tartrazin
uygulamasi sonucunda yine sirasiyla 111, 144 ve 201 MN olusumu tespit edilmistir.
Son olarak, 1500 mg/L tartrazin uygulandiginda da, sirasiyla 183, 190 ve 233 MN sayis1

tespit edilmistir.

Tartrazinin dort farkli derisimde uygulanmasi sonucu elde edilen tiim bulgular
incelendiginde (Sekil 4.6), 250 ve 500 mg/L ile 500 ve 1000 mg/L arasindaki artislar
anlamli bulunmazken (p>0,05), 250 ile 1000 ve 1500 mg/L arasindaki fark ve 1000 ile
1500 mg/L arasidaki farklar anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 4.4).
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Sekil 4.6. Farkli derisimlerde uygulanan tartrazinin MN olusumuna etkisi.

Tablo 4.4. Tartrazin derisimi ile MN olusumu arasindaki

degerlendirmesi

Tartrazin Ornek
Derigimi (mg/L) sayist

Ortalama + Istatistik
Standart sapma

0 20
250 20
500 20
1000 20
1500 20

40 = 227 a

16,7

H+

9,04 b
19,2 + 11,01 b, c
239 + 1498 c

31,4 + 18,59 d

Istatistik siitununda ayni harflerle gosterilen degerlerin ortalamasi
arasindaki fark varyans analizi ve Duncan testine gore anlamli degildir

(p>0,05).

iliskinin

istatistik
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Sekil 4.7. Tartrazin uygulamasinin zamana bagli olarak MN olusumuna etkisi.

Calismalar sonunda elde edilen tiim bulgular zaman artis1 agisindan degerlendirildiginde
(Sekil 4.7), kontrole gore 24., 48. ve 72. saatlerdeki farklar anlamli bulunurken
(p<0,05), 24 ile 48 ve 48 ile 72. saatler arasindaki farklar kendi iclerinde anlamli
bulunmadi (p>0,05). Ancak, 24 ile 72. saatler arasindaki farklar da anlamli bulundu
(p<0,05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Zamana bagli olarak MN olusumunun istatistiki degerlendirmesi

Zaman Ornek  Ortalama + istatistik
(saat) sayisi Standart sapma
0 25 42 + 3,12 a
24 25 198 + 12,34 b
48 25 224 + 12,55 b, c
72 25 297 + 16,61 c

Istatistik siitununda ayn1 harflerle gosterilen degerlerin ortalamasi
arasindaki fark varyans analizi ve Duncan testine gore anlamli degildir
(p>0,05).



5. BOLUM
TARTISMA VE SONUC

Gida maddelerinin iiretimi smrasinda kullanilan boyalar, istenilen kalitenin elde
edilmesini saglayarak tiiketimi artirdig1 i¢in gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir.
Herhangi bir katki maddesinin gidalarda kullanilabilmesi i¢in, bu maddelerin gida ile
ilgili yasalarda onaylanmis olmasina, belirlenen miktarlarin {izerinde kullanilmamasina

dikkat edilmelidir [133].

Gida katki maddelerinin insanlar iizerindeki genotoksik etkilerinin incelenmesinde
laboratuvarlarda yapilan toksikolojik caligmalar olduk¢a onemlidir. Genellikle kimyasal
genotoksisiteyi degerlendirmek icin in vitro ve in vivo testlerden faydalanilir; 6zellikle
in vivo testler bilesiklerin emilimi, dagilimi, viicuttan atilimi ve metabolizmasi

hakkinda bilgiler elde edilmesine yardimci olur [134].

Bu calismada, Cyprinus carpio’nun periferal eritrositlerinde genotoksik etkisi arastirilan
tartrazin, gida maddelerinde, kozmetik iiriinlerinde ve giinlimiizde 124 ilacin
formiilasyonunda kullanilmaktadir. Insanlarin giinliikk ihtiyaclar1 cercevesinde bu
tirtinleri diizenli olarak tiikettikleri diisiiniildiigiinde, toksik bir bilesigin toksisitesinin de
doza bagimli oldugu g6z oniine alindiginda, her bir tiiketim iiriiniinde ayr1 ayr1 zararsiz
diizeyde bulunan katki maddelerinin bir arada tiiketilmesi ile toksik etkilerinin ciddi

boyutlara ulasmasi miimkiindiir.

Tartrazin, FDA tarafindan karsinojenik ve genotoksik olmayan bir madde olarak
tanimlansa da [35] bu konuda arastirmalar halen devam etmektedir. Miinzner ve Wever
tarafindan yapilan bir ¢alismada [135], tartrazinin ratlara oral yolla uygulanmasidan
sonra, safra ve feces mutajenik aktivite acisindan Ames testi kullanilarak incelenmistir.
Bu calismada fecesde zayif bir aktivite gozlenirken, safrada mutajenik aktivite tespit

edilmemistir. Henschler ve Wild [136], Ames testi ile Salmonella typhimurium TA 98
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susu i¢in tartrazin verilmis ratlarin idrarmin mutajenik oldugunu tespit etmistir.
Amarant ve tartrazinin genotoksik etkisinin arastirildig1 diger bir calismada da [137],
her iki boyanm da mutajenik ve genotoksik 6zelliklerinin olmadig1 bulunmugstur. Davis
ve ark. [138], ratlarda kronik toksisite ¢alismasinda (2 yil) diyetle %0,5-5,0 tartrazin
uygulamasinin tiimor insidansi etkilemedigini gostermistir. Tartrazinin ADI degerinin
tizerinde uygulanmas: ile laktasyon donemi boyunca farelerin norodavranigsal
parametrelerinde degisiklikler tespit edilmistir [139]. Bir bagska ¢alismada; amarant,
tartrazin, eritrosin gibi boyalarin mide, kolon ve/veya mesanede doza bagh olarak DNA
hasarlarmi tetikledigi belirlenmistir. Bu boyalar arasindan 6zellikle amarant ve tartrazini
de iceren 4 boya maddesinin, ADI degerlerine yakin miktarlarda uygulandiginda
kolonda DNA hasarina neden oldugu bulunmustur [77]. Patterson ve Butler tarafindan
yapilan bir caligmada da [8], tartrazin uygulanmasinin in vitroda memeli Muntiacus

muntjac fibroblast hiicrelerinde kromozom anormalliklerini artirdig: tespit edilmistir.

Renk katki maddeleri olarak kullanilan azo boyalarin ¢cogu, laboratuvar hayvanlar ile
yapilan c¢alismalarda karsinojenik, kisa-siireli genotoksisite c¢alismalarinda ise
genotoksik bulunmustur. Bununla birlikte, karsinojenik bazi azo boyalar, in vitro
testlerde azo bagi kimyasal olarak indirgenip mutajeniteye neden olan aminler aciga
cikmadikca mutajenik oOzellikleri tespit edilememektedir. Amarant, Sunset Yellow,
tartrazin gibi azo boyalar ile insan l6kositleri ve mikroniikleus testi kullanilarak yapilan
caligmalarda, bu boyalarin kromozom hasarlarina neden olduklar1 tespit edilmistir.
Tartrazinin de icinde bulundugu grupta yer alan boyalar, karsinojenik oldugu
ispatlamamasina ragmen, bu boyalar en az bir tane kisa-zamanl testte pozitif sonuc

vermistir [140].

Bu calismada da, tartrazinin 250, 500, 1000 ve 1500 mg/L derisimlerde uygulandigi
Cyprinus carpio eritrosit hiicrelerinde, mikroniikleus yontemi kullanilarak elde edilen
veriler degerlendirildiginde, her dort derisim grubu ve her ii¢ siirede (24, 48 ve 72.
saatler) kontrole gore mikroniikleus sayisinda bir artis tespit edilmistir (p<0,05). (Tablo
4.2.). Ancak, gruplar kendi icerisinde karsilastirildiginda, 250 ile 500 mg/L ve 500 ile
1000 mg/L derigimler arasinda anlaml bir fark bulunamamistir (p>0,05). 250 ile 1000
ve 1500 mg/L, 500 ile 1500 mg/L. ve 1000 ile 1500 mg/L arasindaki fark anlamlidir
(p<0,05). Sonu¢ olarak, uygulanan derisimlerdeki tartrazinin kontrole gore

degerlendirildiginde, baliklarda genotoksik etkisinin oldugu soylenebilir.
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Giintimiizde, baliklarin periferal eritrositleri kullanilarak yapilan mikroniikleus testleri
oldukca yaygindir. Ozellikle bu testlerde Cyprinus carpio tercih edilmektedir [141].
Ciinkii, kemikli baliklar diisiik derisimlerdeki genotoksinlere duyarlidirlar. Bu nedenle,
biyoindikator olarak da uygun organizmalardir. Ayrica bu organizmalar, insanlar i¢in
potansiyel olarak teratojenik, karsinojenik ve mutajenik bazi maddelerin
degerlendirilmesinde, bu toksik ajanlara kars1 daha yiiksek omurgalilara benzer cevaplar
verirler. Ornegin, baliklardan elde edilen bulgular, karsinojenlerin metabolize
edilmesinde memeli ve baliklar arasinda benzerlikler oldugunu gostermektedir. Bailey
ve ark. [142, 143], alabaliklarda karsinogenez ve antikarsinogenez iizerine yaptiklar1 bir
caligmada, bu organizmalarin omurgalilara alternatif bir model olarak
kullanilabilecegine dikkat ¢cekmislerdir. Baliklar ve memeliler arasinda, DNA tamiri de
karsilastirilabilir. Nakatsuru ve ark. [144], balik ve rodentlerde 06—Metilguanin DNA

metiltransferaz enziminin karsilastirilabilir diizeylerde oldugunu bulmustur.

Bu caligmada da, yukaridaki gerek¢eler yaninda iilkemizde bol miktarda bulunmasi ve
bu sayede deney hayvani olarak temin edilmesinin kolay olmasi nedeni ile Cyprinus

carpio tercih edilmistir.

Baliklarda sitogenetik analizler kullanilarak yapilan genotoksisite calismalarindan bu
organizmalarin duyarliligi hakkinda yeterli bilgi elde edilmistir. Giiniimiizde kullanilan
uygun testler arasindan mikroniikleus yontemi, balik tiirleri i¢in uygun oldugundan en
cok tercih edilen metotlardandir. MN testi klastogenik ve anogenik etkilerin her ikisini
birden inceler ve bu sayede ¢ok genis bir aralikta yer alan bilesiklerin bir¢cogunun
genotoksisitesinin incelenmesine olanak saglar. Farkli genotoksik bilesiklerle karsilasan
baliklarin hiicrelerinde MN sayisinda artis oldugu, hem laboratuvar sartlarinda hem de

dogal ortamlarinda gosterilmistir [78, 145].

MN testinin ¢ogalan herhangi bir hiicre populasyonuna interfazda uygulanabilmesi
onemli bir ustiinliiktiir. MN testi, baliklarda genellikle kolay elde edilebilen periferal
kan eritrositlerinde incelenir. Eritrositlerin yaninda, solungac¢ ve karaciger hiicresi gibi
baska hiicre tipleri de eritrositlere alternatif olarak bazi arastiricilar tarafindan
kullanilmaktadir [146-148]. Karaciger, ksenobiyotik metabolizmanin merkezi
oldugundan mikroniikleus testleri i¢in uygun bir doku olarak degerlendirilebilir. Ancak,

MN yontemi i¢in karaciger hiicrelerinin kullanilmasi, mitotik indekslerinin diisiik
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olmas1 nedeni ile uygun degildir. Diger taraftan, solunga¢ hiicreleri kirleticilere
dogrudan maruz kaldiklarmmdan ve devamli olarak boliindiikleri i¢in uygun test hiicreleri
gibi goriinse de MN analizleri icin elde edilmesi ve hazirlanmasi kolay degildir [78,
149]. Periferal eritrositlerin kullanildig1 c¢aligmalarda hiicre hazirlama ve deney
hayvanlarindan doku ¢ikarilmasi gibi karmasik islemler yoktur. Ayrica, hemotopoietik
dokularm mitotik orani yiiksek oldugundan genotoksik ajanlarm etkilerine hizli cevap

verirler.

Farkli balik tiirlerinin eritrositleri ile yapilan genotoksisite ¢calismalarindan elde edilen
veriler karsilastirildiginda 1000 eritrositte 0.1’den daha az MN’li hiicreye rastlanabildigi
gibi, 10 taneden daha fazla MN igeren veriler de elde edilmistir (Tablo 5.1) [10].

Eritrosit mikroniikleus yontemi kullanilarak bir¢ok kimyasal ya da fiziksel etmenin
genotoksik etkileri arastiricilar tarafindan incelenmistir. Bahari ve ark. [150] 9 Gy’lik
radyasyona maruz biraktiklar1 Clarias gariepinus eritrositlerinde 96 saat sonunda en
yilksek MN frekansim % 0,4 ve mitomisin C’ye maruz birakilan C. gariepinus’larda ise
% 0,6 olarak belirlemis ve ayrica doz artisina bagh olarak mikroniikleuslu eritrosit
frekansinda artis oldugunu bildirmislerdir. Ergene-Goziikara ve ark. [121], yaptiklar1 bir
caligmada, 100 ppm’lik methamidophosa maruz birakilan C. lazera’da MN frekansinin
% 1,92 iken, 200 ppm’lik dozda %3,26’ya ¢iktigim tespit etmislerdir. Yine Al-Sabti
[151], Carassius auratus’da selenyum, civa ve metil civanin eritrositlerde mikroniikleus
olusumunu indiikledigini gostermis, calismada 50 ng/5 ml konsantrasyonda civaya
maruz brrakilan C. auratus’larin eritrositlerindeki MN frekansin1  %69,3, ayni
konsantrasyonda metil civaya maruz birakilan baliklarda %113,1 ve 1000 ng/ 5 ml’lik

konsantrasyonda selenyuma maruz birakilan baliklarda ise %69,2 olarak belirlemistir.

Bunlarin yaninda su kirliliginin belirlenmesi amaci ile dogrudan dogal ortamlarindan
toplanan baliklarda yapilan in situ ¢caligmalarda da MN testlerinden faydalanilmaktadir.
Degisik calismalardan elde edilen sonuglarda, calisilan bolgeye, maruz kalinan
kirleticiye, ¢alisilan canli tiiriine, canlinin genetik yapisina, eseye ya da yas ve sicaklik
gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gozlenebilmektedir. Ancak sonugta kirleticiye
maruz kalan baliklarm kalitsal yapisinda kiiciik ya da biiyiik oranlarda bir degisiklik
oldugunu MN testi gostermektedir [131].
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Tablo 5.1. Farkl tiirlerden elde edilen verilere gore balik eritrositlerindeki spontan MN

frekanslar1 [10].
MN frekansi Tiirler MN
aralig1 /1000 hiicre frekans1/1000 hiicre

13-1,0 Cyprinus carpio 6,2
Esox lucius 5,3
Carassius auratus gibelio 13;10; 5,2
Salmo trutta fario 2,8-0,75
Cyprinus carpio 1,2
Oncorhychus 1
Rutilus rutilus 13-3
Perca fluviatilis 10-9

0,9-0,09 Phoxinus phoxinus 0,3-0,7
Poecilia latipinna 0-0,4
Cheirodon interruptus interruptus 0,0-1,0
Heteropneustes fossilis 0,25
Genyonemus lineatus 0,8
Paralabrax clathratus 0,8
Ictalurus nebulosus 0,14
Umbra limi 0,14
Oncorhynchus mykiss 0,33
Oncorhynchus mykiss 0,12
Carassius auratus 0,18;0,0

0,09-0,00 Umbra pygmaea 0,0
Barbus plebeius 0,05
Cyprinus carpio 0,03
Cyprinus carpio 0,02
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In vitro ve in vivo genotoksisite testleri, cesitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli
olarak genetik hasar1 tetikleyen bilesiklerin incelenmesinde kullanilirlar. Tiim
genotoksik ajanlarin incelenmesinde tek bir test kullanilamayacagi i¢in, genel yaklasim
uygun testlerin bir arada kullanilmasidir. Mikroniikleus testi, klastogenik aktiviteyi

incelemede oldukca duyarl ve yararh bir yontemdir [78].

Genotoksik 0©zellige sahip ajanlarin canlilarda, mikroniikleus olusumu yaninda,
hiicrelerin ve c¢ekirdegin morfolojik oOzelliklerinde de degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir [152, 153]. Bu calismada da, diinya genelinde yaklasik 60 iilkede
kullanimina izin verilen bir azo boya olan tartrazinin, doz ve zaman artigina bagl olarak
Cyprinus carpio’nun genetik yapisini etkilemis oldugu, mikroniikleuslu eritrosit
sayisindaki artig ile birlikte eritrosit hiicrelerinin ve cekirdeklerin morfolojisindeki
degisimlerden de anlasilmaktadir. Hiicrelerdeki morfolojik ve yapisal baz1 degisiklikler
ve anormallikler, bu calismanin kapsaminda olmadigindan degerlendirilmemistir.
Ancak, MN sayimlar1 swrasinda siklikla bu tiir yapilarla karsilasilmigtir. Literatiir
bilgileri ve bu calismadan edinilen veriler dogrultusunda, ileride yapilacak caligmalarda
bu yapilarin dikkate alinmasmin, MN sayimi yaninda hiicre morfolojisindeki ve
cekirdek yapisindaki diger anormalliklerin de sayisal olarak degerlendirilmesinin,

genotoksisite hakkinda daha aydinlatici bilgiler verecegi diisiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak, gerek laboratuvar kosullarinda gerekse dogal ortamlarinda, balik
eritrositlerinde yapilacak in vivo MN denemelerinden elde edilecek veriler ile,
genotoksinlerin tespit edilmesinde, ayrica toksik dozlarmin belirlenmesinde, sucul
ortamlardaki toksik maddelerin genotoksik etkilesimleri hakkinda bilgi edinilmesinde,
zahmetli ve ekonomik olarak maliyeti yiiksek diger yontemlere gore, daha kolay ve

ucuz bir secenek olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bundan sonraki caligmalarda, tartrazinin derisimi artirdarak Cyprinus carpio eritrosit
hiicrelerinde MN olusumu yaninda diger yapisal ve morfolojik degisikliklerin de
incelenmesi, ayrica toksik dozun belirlenmesi saglanabilir. Bunun yaninda, ayni
genotoksinin farkli organizmalardaki toksik etkileri de incelenebilir. Ayrica, bazi
bilesiklerin memelilerde toksik etkiye sahip olan yapilarinin metabolize edildikten sonra
ortaya ciktigi dikkate alinarak, indirgenme {iriinleri ile ilgili de detayh arastirmalar

yapilabilir.
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Cevresel kirleticiler, gida katki maddeleri gibi genotoksik ve toksik bilesiklerin
etkilerinin arastirilmasinda, kan hiicrelerinin oransal olarak degismesi ve sitogenetik
etkilerinin incelenmesi yararlh bulgular elde edilmesini saglar. Mikroniikleus yontemi
kullanilarak yapilan bu tip arastirmalarda akis sitometresi (flow cytometry) veya
goriintli analizi gibi otomatik sistemlerin kullanilmasi, geleneksel mikroskobik
yontemlere alternatif olacaktir. Bu metodoloji kullanilarak, populasyonlarin saglik
durumlarim etkileyebilecek, sitogenetik ve hematolojik degerlerde degisikliklere neden
olan kirleticilere ve katki maddelerine maruz kalmanin etkileri, daha giivenilir olarak

daha kisa siirede incelenebilir [154].
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