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OZET

Giliniimiizde hazir gidalar oldukca fazla tercih edilmekte ve bu gidalara farkli katki
maddeleri eklenmektedir. Gidalara eklenen renklendiriciler, renk vermek ve onlar1 daha
cekici ve lezzetli hale getirmek i¢in kullanilmaktadir. Carmoisine (E-122) ve Ponceau 4R
(E-124) en sik tercih edilen gida boyalarindandir. Bu iki gida boyasinin in vitro genotoksik
etkileri insan periferal lenfositlerinde kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatit
degisimi (KKD), sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) ve comet testleri
kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla Carmoisine ve Ponceau 4R’nin dort farkl
konsantrasyonu (37,5; 75; 150; 300 pg/mL) uygulanmistir. Her iki gida boyasi da KA ve
KKD frekanslarii yalnizca en yiiksek konsantrasyonda anlamli diizeyde artirmigtir.
Mitotik indeks (MI) sonuglar1 incelendiginde Carmoisine’nin 24 saatlik uygulamasinda en
diisiik konsantrasyon hari¢ biitiin konsantrasyonlarda ve 48 saatlik uygulamasinda en
yiiksek iki konsantrasyonda (150, 300 pg/mL) kontrole gore anlamli diisiis oldugu
goriilmiistiir. Ponceau 4R mitotik indeks degerlerinde 24 saatlik uygulamasinda en diisiik
konsantrasyon hari¢ kalan tiim konsantrasyonlarda ve 48 saatlik uygulamasinda ise biitiin
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla diisiise neden olmustur. Carmoisine ve Ponceau 4R,
MN frekansini ise etkilememistir. Comet testi sonuclarina gore, Carmoisine en yliksek
konsantrasyonda sadece kuyruk uzunlugunu istatistiksel olarak arttirmistir. Ponceau 4R ise
kuyruk uzunlugunu en yiiksek iki konsantrasyonda, kuyruk momentini ise sadece en
yiiksek konsantrasyonda 6nemli 6l¢iide artirmistir. Comet kuyruk yogunlugu iizerinde her
iki renklendirici de anlamli bir etki gdstermemistir. Tiim genotoksisite testlerinin sonuglari
birlikte degerlendirildiginde bu iki renklendiricinin in vitro kosullarda o6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda genotoksik ve sitotoksik etkilere sahip oldugu sonucuna varilmigtir.
Diisiik konsantrasyonlari ise genotoksik etki sergilemislerdir.
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ABSTRACT

Today, ready-to-eat foods are highly preferred and different additives are added to these
foods. Colourants added to foods are used to give them colour and make them more
attractive and palatable. Carmoisine (E-122) and Ponceau 4R (E-124) are the most
commonly preferred food colourings. The in vitro genotoxic effects of these two food dyes
were investigated in human peripheral lymphocytes using chromosome abnormalities
(CA), sister chromatid exchange (SCE), cytokinesis block micronucleus cytome (CBMN-
Cyt) and comet assays. For this purpose, four different concentrations of Carmoisine and
Ponceau 4R (37.5, 75, 150, 300 pg/mL) were applied to the lymphocytes. Both food
colourings significantly increased CA and SCE frequencies only at the highest
concentration. When the mitotic index (MI) results were analysed, it was observed that
there was a significant decrease in all concentrations except the lowest concentration in 24
h treatment of Carmoisine and in 48 h treatment at the two highest concentrations (150,
300 pg/mL) compared to the control. Ponceau 4R caused a decrease in mitotic index
values compared to the control at all concentrations except the lowest concentration in 24 h
treatment and at all concentrations in 48 h treatment. Carmoisine and Ponceau 4R did not
affect the MN frequency. According to the Comet test results, Carmoisine statistically
increased only the tail length at the highest concentration. Ponceau 4R significantly
increased tail length at the two highest concentrations and tail moment only at the highest
concentration. Neither colorants had a significant effect on comet tail density. When the
results of all genotoxicity tests are evaluated together, it is concluded that these two
colourants have genotoxic and cytotoxic effects under in vitro conditions, especially at
high concentrations. Low concentrations did not exhibit genotoxic effects.
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1. GIRIS

Son yillarda tiim diinyada ve iilkemizde besin tercihleri hizla degismektedir. Bununla
birlikte, diinya ¢apinda hizli niifus artisinin da etkisiyle en temel ihtiyaglarimizdan biri olan
beslenmeye olan talep de hizla artmaktadir. Her giin bir¢ok insan daha pratik, daha kolay
kullanilan ve ¢ogunlukla hazir olan gidalara yonelmektedir. S6z konusu hazir gidalar ile
birlikte cesitli gida katki maddelerini de tiiketmektedir. Uriinler ve hazir gida sektorii
boylece giin gectikce gelismektedir. Dolayisiyla gida katki maddeleri gibi birgok kimyasal
da daha fazla miktarlarda kullanilmaya devam etmektedir (Treudler ve Simon, 2022).
Islenmis gidalar genellikle gida iiriinlerinin giivenligini, tazeligini, tadni, dokusunu veya
goriiniimiinii iyilestirmek veya korumak i¢in kullanilan yapay gida katki maddeleri gibi
besleyici olmayan bilesenlerin bir karigimini icerir (Raoul ve digerleri, 2022). Gida katki
maddeleri, dogal maddelerin saflastirilmasiyla veya yapay sentezlerden elde edilir (Zhou,

Qiao, Wu ve Zhang, 2023).

Gida iireticileri, gida iirlinlerinin tadi ve gorsel goriinimiinii gelistirmek i¢in tatlandiricilar,
koruyucular, renklendiriciler gibi cesitli gida katki maddeleri kullanmaktadir. Gida katki
maddeleri, iiretim, isleme, paketleme ve benzeri asamalarda koruma, stabilize etme gibi
teknolojik amaclarla gidaya ilave edilen, tek basina gida olarak tiikketilmeyen, dogrudan ya
da dolayl olarak o gidanin bileseni haline gelen maddelerdir (Zaifuddin, Othman ve
Hassan, 2021). Gida katki maddeleri gidanin daha uzun raf 6dmriine sahip olmasini, besin
degerini ve lezzetini kaybetmemesini ve cekici dzellikte olmasim saglarlar. Gida ve ilag
Idaresi'nin (FDA) gida katk1 maddesi veri tabaninda yaklasik 3000 bilesen listelenmistir ve
gida trlinlerinde genel olarak kullanmilan yaklasik 2500 g¢esit gida katki maddesi oldugu
bilinmektedir (Mohammadi, Ahangari, Mousazadeh, Hosseini ve Dufossé, 2022). Gida
katki maddelerinin &zellikleri ve kullanilabilecek miktarlart uluslararast kuruluglar

tarafindan diizenlenmektedir (Ozgiin ve Seylan-Kiisiimler, 2020).

Renk, gidalarin daha parlak ve c¢ekici goriinmesini saglayan Onemli bir bilesendir.
Dolayisiyla renklendiriciler; gida, kozmetik ve ilaglar gibi pek c¢ok farkli alanda siklikla
tercih edilir. Aynm1 zamanda gida boyalari, gida endiistrisi igerisinde yer alan katki
maddeleri arasinda énemli bir yere sahiptir (El-Desoky, Wabaidur, AlOthman ve Habila,
2020). 19. yiizyilla kadar tim boyalar, bitkisel 6zler ve hayvansal {riinler gibi dogal
kaynaklardan elde edilmekteydi. Ancak bu malzemelerin hem smirl renk verdigi hem de

kolayca soldugu bilinmektedir (Elder, 2022). Gida endiistrisinin gelismesiyle azo grubu
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iceren yapay boyalar yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. En yaygin kullanilan
boyalar arasinda Carmoisine (E-122) ve Ponceau 4R (E-124) yapay boyalar1 yer

almaktadir.

Carmoisine kirmizi renklidir, giinliik yagsamda karsimiza c¢ikan pek cok gida {iriiniinde,
mesrubatlar, paket corba karigimlari, joleler, tath sekerlemeler, pogaga, pandispanya ve
receller gibi birgok yiyecegin iiretiminde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica Carmoisine,
dondurma yapiminda ve etin renklendirilmesinde de kullanilmaktadir. Ponceau 4R ise
alkollii ve alkolsiiz igecekler, sekerler, suruplar, firin irlinleri, domates sosu gibi cesitli
gida maddelerine renk vermek icin gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilir. Parlak
kirmiz1 renkli, ucuz, yiiksek coziiniirlik ve giiclii stabiliteye sahip bir renklendiricidir.
Gidalara daha canli renkler saglayan sentetik organik boyalar sinifindandir (Vasileva,
Stoyanov, Chayleva, Staykova ve Ivanova, 2022; Alham, Ibraimov, Alimzhanova ve

Mamedova, 2021).

Son yillarda olduk¢a yaygin kullanilmakta olan gida boyalarinin birgok farkli hastaliga
neden olabilecegi, DNA hasarlarinin indiiksiyonu ve genotoksisite olusumunda rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Bencherit, Laoues, Karboua ve Lounis, 2023).
Genotoksisite, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen hasarlar1 kapsar. Genetik
toksikolojinin temel amaci, birgok farkli yontem kullanilarak c¢esitli ¢evresel etkenlerin
neden oldugu genetik hasarin tespit edilmesidir. Dolayisiyla genotoksik maddeler,
genomda mutasyona neden olan maddelerdir. Genotoksinler, DNA'da dogrudan kirilmalar
veya kimyasal grup modifikasyonlar1 gibi yollarla mutasyona yol a¢cmaktadirlar. Hiicre
oliimiine neden olma veya kanserojen stiregleri artirma potansiyeline sahiptirler (Rashad ve
digerleri, 2021). Genotoksisite testleri fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini
belirlemek icin gelistirilmistir. Genotoksisite testleri ile mutajenlerin tanimlanmasi ve
gereksiz maruziyetten korunmay1 saglamak amaglanmaktadir (Topaktas ve Istifli, 2022:

1,25).

Gidalar hayatin vazgecilmezi olup, son yillarda giderek artan hazir gida tiiketimine paralel
olarak her yas grubundan insanin, kabul edilebilir dozun iizerinde gida katkisina maruz
kaldig1 disiiniilmektedir. Bu kimyasallarin insan sagligina verdigi zararlar ile ilgili
tartigmalar giderek artmaktadir. Bu nedenle, gidalarda sik kullanilan renklendiricilerin
DNA hasarina neden olup olmadigi, DNA ¢ift zincir kiriklarini artirip artirmadigi ve

klastojenik ve/ veya anojenik olup olmadiginin belirlenmesi ve bu sayede etki
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mekanizmas1 hakkinda da bilgilere ulagilmasi genotoksisite testleriyle incelenmelidir. En
sik kullanilan testler, insan periferal lenfositlerinde, kromozomal anormallik (KA), kardes
kromatit degisimi (KKD) ve sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) ve comet
testleridir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu ve Unal, 2022; Tla ve Hiisunet, 2022: 153,184).

Kromozom anormallik testi, kromozomal hasar1 ve genom kararsizligim1 degerlendirmek
amaciyla genetik materyalde meydana gelen degisimleri incelemektedir. KA frekansindaki
artis ile kanser arasinda dogrusal bir iligki bulunmaktadir. KKD testi, iki kardes kromatid
arasinda meydana gelen DNA degisimlerini gostermektedir. Genotoksisiteye neden olan
bir maddenin hiicrede replikasyon mekanizmasina etkilerini ve DNA hasar1 olusturabilme
kabiliyetini saptayan bir tekniktir. Sitokinez blok mikroniikleus sitom testi, kimyasal ve
fiziksel ajanlarin mutajenik veya andjenik etkilerin saptanmasinda giivenilir ve hassas bir
testtir. MN frekansindaki artis ile kanser sikligi arasinda pozitif bir iliski oldugu
bilinmektedir. Comet yontemi ise, DNA hasarii ve tamirini 6lgmek amaciyla kullanilan
olduk¢a kolay, hizli ve giivenilir bir testtir. Cok kiiclik diizeydeki DNA hasarlarini bile
ayirt ederek hizli sonuca ulastiran, kansere neden olan ¢esitli ajanlarin olusturabilecegi

riski tespit etmede kullanilan 6nemli bir yontemdir (Kiligle ve Dogan, 2022; Goney, 2016).

Bu calismanin amaci, gidalarda yaygin olarak tercih edilen fakat sagligimiza etkileri
acisindan sinirlt sayida ¢alisma bulunan gida boyalarindan Carmoisine ve Ponceau 4R’ nin
genotoksik etkilerini incelemektir. Bu ¢alisma sayesinde s6z konusu renklendiriciler farkl
ve birbirini destekleyen genotoksisite testleriyle incelenmis olup genotoksik etkileri ve
verebilecekleri hasar detayli bir sekilde ortaya konmaktadir. Bu arastirmadan elde edilen
sonuglarin ileride yapilacak pek ¢ok calismaya ve literatiire katki saglamasi

hedeflenmektedir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Gida ve Gida Katki Maddeleri

Gida, bir bireyin beslenme gereksiniminin giderilmesini saglayan, yasamin en onemli
temel ihtiyacidir. 19. yiizyildan 6nce beslenme, cogunlukla dogal yontemlerle hayvanlar ve
sebzelerden elde edilen gidalarla saglanmistir. Sanayi devriminden sonra, gida giderek
daha fazla islenir hale gelmistir. Bilim ve teknolojideki gelismeler, gidanin yetistirilme,
islenme, muhafaza edilme ve taginma seklini degistirmede rol oynayan onemli etkilerden

olmustur (Nataraj, Ali, Beharel ve Yadav, 2020; Zhou ve digerleri, 2023).

Gidaya bilesen olarak eklenen yapay tatlar, kokular ve renkler gida endiistrisinde ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda, bu sektdrdeki yeni teknolojilerin gelisimi,
kimyasal katki maddelerinin giinliik tiiketilen yiyeceklere daha fazla dahil olmasina neden
olmustur. Ne yazik ki, ¢esitli parametreleri korumak veya artirmak i¢in katki maddelerinin
dahil edilmesi, bunlarin insan saglig1 iizerindeki etkilerinin unutulmasina sebep olmaktadir.
Ancak bunlarin viicuttaki davranislar1 ve sagliga etkilerini belirlemeye yonelik yaklagimlar
birgok spekiilasyona, geligkiye, belirsizlige de konu olmaktadir. Gida katki maddeleri,
islenmis gidalarin 6nemli bir parcast haline gelmistir. Gidalarin, paketlenmesi ve
saklanmas1 sirasinda lezzet kalitesinin iyilestirilmesi ve goriiniimiiniin korunmasi igin
cesitli gida katki maddelerinin eklenmesi gerekmektedir (Salam, Al-Senosy, Ebeed ve
Fahmy, 2021; Blaznik ve digerleri, 2021).

Normalde gida olarak tiiketilmeyen veya gidaya bilesen olarak eklenmeyen maddelere,
gida katki maddesi denilmektedir. Gida maddelerinin iiretimi, islenmesi, hazirlanmasi,
paketlenmesi, tasinmasi veya depolanmasi sirasinda teknolojik bir amag i¢in kasitli olarak
gidaya eklenen maddelerdir. Gida katki maddeleri, gida iiretimi sirasinda oldukga farkli
amaglar igin kullanilmaktadir. Istenen etkiyi yaratmak, goriiniimii gelistirmek, tadin
iyilestirmek gibi nedenlerle gidalara sikliklikla birbirinden farkli katki maddeleri
eklenmektedir. Ayn1 zamanda gidalarin, saklanabilirligini arttirmakta, koruyucu olarak
kullanilmakta ve raf siiresini uzatmaktadir (Sohrabi ve digerleri, 2018;
Boutillier, Fourmentin ve Laperche, 2022; George, Cherian, Benny, Varghese ve Hegde,

2023).
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Tarihsel olarak, gida katki maddelerinin giivenligi Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
aciklanan risk degerlendirme raporuna gore degerlendirilmistir. Gida katki maddelerinin
giivenlik degerlendirmesi dort adimdan olusur:

1- Tehlike tanimlama, yani, bilesigin igsel toksik 6zelliklerinin degerlendirilmesi;

2- Doz-yanit degerlendirmesini, kritik toksik son noktalarin tanimlanmasini ve sagliga

dayali kilavuz degerlerin tiiretilmesini i¢eren tehlike karakterizasyonu;
3- Maruz kalma degerlendirmesi, yani maruz kalma/alma tahmini;

4- Gida katki maddesine maruz kalmayla iliskili riski degerlendirmek icin Onceki

adimlardan gelen bilgileri birlestiren risk karakterizasyonu.

Tehlike karakterizasyonu icinde, kabul edilebilir bir giinliik alim (ADI) degeri belirlenir ve
bu deger, bir insanin omrii boyunca gilnliikk maruz kalma durumu s6z konusu olursa
tiiketiciye zarar vermeyen maksimum alim seviyesi olarak tanimlanir. Bu nedenle tiiketici
gida katki maddesini, daha giivenli bir kullanim1 olmas1 bakimindan giinliikk alim degerini

asmadan kullanmalidir (Kramer ve digerleri, 2019).

2.2. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Son yillarda, islenmis gidalarin tiikketiminde kiiresel artisa neden olan daha uzun raf
Oomriine sahip uygun iiriinlere olan talebin artmasiyla birlikte, gida katki maddelerinin alimi
artmistir. Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligine gére gida katki maddesinin
gidadaki teknolojik fonksiyonunu ortaya koyan ve kullanimina izin verilen birden fazla
fonksiyonel sinifi mevcuttur (Cox, Sandall, Smith, Rossi ve Whelan, 2020; Tirk Gida
Kodeksi, 2013).

Gida katki maddeleri, boyalar, koruyucular, asitlik diizenleyiciler, antioksidanlar,
emiilgatorler, stabilizatorler ve koyulastiricilar dahil olmak {izere cesitli fonksiyonel
smiflara ayrilirlar. Insan saghgm ilgilendiren &nemli bir konu da gida fiiriinlerinin
ambalajlarinda bu katki maddelerinin igeriginin ¢ok sik belirtilmemesidir. Buna ek olarak,
izin verilen maksimum degerden daha fazla kullanilan katki maddeleri i¢in, EFSA (Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi) tarafindan daha kontrollii tiikketim olmasi Onerilmektedir

(Halil¢evi¢ ve digerleri, 2022).



2.2.1. E-Kodu

Gida katki maddeleri icin kiiresel olarak uyumlu bir numaralandirma sistemi tiretmek
amactyla Uluslararas1 Numaralandirma Sistemini (UNS) onerilmistir. Bu kod sistemiyle,
kafa karistirict olabilecek degisken ve uzun molekiil adlarinin yerine kodlar kullanilarak
gida etiketlerinin daha kisa ve kolay gosterilmesi saglanmistir. Oniine "E" harfi konur ve
katki maddeleri ambalaj iizerinde bu sekilde etiketlenir. Dolayisiyla gida katki maddelerini
tanimlamak ve herhangi bir karisikliga yol agmamak i¢in kullanilan Avrupa Birligi’nin
(EC) simgesi olarak E harfi ve ii¢ rakamli sayidan ibaret kod bulunmaktadir (Cox ve
digerleri, 2020).

‘E’ numara sistemi ile gida katki maddelerinin temel islevlerine gore siniflandirmasi Sekil

2.1°de gosterilmistir.

md  1)Renklendiriciler E100-180

med  2)Koruyucular E200-297

== 3)Antioksidanlar E300-321

med  4)Emiilsifiyer-stabilizatorler E322-500

md  5)Asit baz saglayicilari E500-578

= 6)Tatlandiricilar, koku verenler E620-637

mad  7)Genis amacli gida katki maddeleri E900-927

Sekil 2.1. Gida katki maddelerinin siiflandirilmasi
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2.3. Gida Boyalan

Gida boyalarinin herhangi bir besin degeri yoktur. Yiyecek, icecek, takviye ve ilaglarin
teknolojik olarak islenmesi veya renklendirilmesi sirasinda renk kaybini onlemek gibi
amagclarla kullanilmaktadirlar (Haliléevi¢ ve digerleri, 2022). Renk, yiyecek ve igeceklerin
onemli bir bilesenidir. Gida boyas1 hem ticari gida iiretiminde hem de evde pisirme amagh
kullanilmaktadir. Gida teknolojisinde, ¢esitli tiplerde gida renklendiricileri, gida {iriiniiniin
isleme veya depolama sirasinda etkilenebilecek veya kaybolabilecek o6zelliklerini
gelistirmek ve korumak icin gidaya eklenen kimyasal maddelerdir (Dey ve Nagababu,
2022). Renk, gida iiretimi ve isleme sektoriinde gidanin duyusal niteligine katkida bulunan
onemli bir rol oynar. Bir gidanin tazeligini, besin degerini, glivenligini ve estetik degerini
ifade eder, renkli gida {rlinliniin piyasa degerini dogrudan etkiler (Sen, Barrow,

Deshmukh, 2019).

Yiyecek aligverisi yaparken tiiketicilerin hissettigi ilk duyusal uyaran renktir. Yiyecekleri
koklamadan veya tatmadan Once, gozler yiyecegin goriiniimiine iligkin bilgi gonderir.
Insan goziiniin olaganiistii yeteneklerinden biri de renkleri tanimaktir; bu nedenle
nesnelerin ¢ekiciligini artirmak icin boyalar gibi bilesikler kullanilir. Renklendiriciler,
adindan da anlasilacag: gibi, gidalara renk vermek, istenmeyen renkleri maskelemek, rengi
homojenlestirmek, belirli bir rengi zamanla yaymak veya sadece gidanin dogal rengini az
cok yogun veya canli hale getirmek i¢in kullanilir. Bu katki maddeleri, diger teknolojik
islevlerin yani sira, tatlandirma, koruma, doku degistirme, nemlendirme, kurutma gibi
teknolojik bir islevi yerine getirmek icin gidaya eklenen molekiillerdir (Durazzo ve

digerleri, 2022).

Tarihte ¢ok eski ¢aglardan beri renklendirici maddeler insan yasaminda yer bulmustur.
Insanlik tarihi kadar eski olan renklendirici maddeler onceleri dogal iiriinlerden elde
edilirken, daha sonralar1 yerini sentetik renklendiricilere birakmistir. Sanayi devrimi,
organik kimyanin gelismesi, tekstil ve ila¢c endistrileri ortaya c¢ikmasiyla sentetik
renklendirici {iretimi hizlanmistir. Glinlimiizde gida, ilag, kozmetik, tekstil ve plastikte
yaygin olarak kullanilan binlerce farkli boya tiirii bulunmaktadir, bunlarin bir kismi1 toksik
ozellikleri nedeniyle insan ve ¢evre sagligi i¢in risk olusturabilmektedir. Diistiik maliyetli

olmalar1 agisindan gida boyalari hem {ireticilerin hem de tiiketicilerin oldukga sik tercih
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ettigi Urlinler haline gelmistir (Tiirkoglu, 2021; Feng, Cerniglia ve Chen, 2018; Zhang ve
digerleri,2023).

Renkli gida iirtinleri, sentetik gida boyalar ile hazirlandiklart i¢in saglikla ilgili birgok
soruna neden olabilmektedir (Kumar, Pandey, Tiwari ve Pandey, 2022). Ge¢miste,
renklendirici 6zelliklere sahip maddelerin dogal kaynaklardan elde edildigi goriillmektedir,
ancak yiiksek maliyet ve bunlart modern bati gida isleme teknolojisine dahil etmenin
zorlugu nedeniyle, bu durum sentetik gida renklerinin kullanilmasina gecisle
sonug¢lanmistir. Bugiin ticari olarak temin edilebilen hemen hemen tiim boyalar sentetik
maddelerden olugsmaktadir. Renklendiriciler ayn1 zamanda, ¢esitli fonksiyonel 6zellikleri
nedeniyle gida endiistrisinde kullanilan 6nemli gida bilesiklerdir (Bonciu, 2019; Nabi ve
digerleri, 2023). Bu nedenle, yapay gida boyalarinin, tatli, icecek, sekerleme vb. gida
iirlinlerine ¢ekici ve yatistirict bir renk saglamak i¢in farkli sekillerde kullanimlar1 ¢ok

yaygin hale gelmektedir (Kumar ve digerleri, 2022).

Sentetik boya endiistrisinin gelisimi, diinya ¢apinda seri iiretim ve kitlesel pazarlamanin
bliylimesine paralel olmustur. Yaygin kullanimlarina ragmen, bazi sentetik gida
boyalarinin, 6zellikle petrolden elde edilenlerin, ¢ocuklarda kanserojen etkilere sahip
oldugu, asir1 duyarhilik reaksiyonlarina ve davranis sorunlarina neden oldugu bildirilmistir

(Istifli, Husunet, Misirli ve Ila, 2020).

Gida endiistrisi, diinyanin en hizli biiyliyen ekonomik sektorlerinden biridir ve onemli
karlar saglar. Yiyeceklerimizin rengi gorsel olarak istek uyandirdigindan, iireticiler daha
cekici hale getirmek i¢in ¢esitli yiyeceklere sentetik gida boyalar1 eklemektedirler. Dogasi
geregi kimyasal olan sentetik gida boyalarin insanlar i¢in zararli olmasi beklenmektedir.
Cocuklarin parlak renkli katki maddeleri iceren yiyeceklerden etkilenme olasiligi daha
yiiksektir ve bu onlar yliksek risk altina sokar. Ayrica bu renklendiricileri tilketmenin uzun
vadeli etkileri bilinmemektedir (Bhattacharjee, 2022). Sentetik gida boyalari, komiir
katrani1 tiirevlerinden elde edilen ve ¢ogu azo grubu iceren kimyasallardir. Cok sayida
caligma, sentetik gida renklerinin gida zehirlenmesinin ana kaynagi oldugunu ve oksidatif
stres, kardiyovaskiiler hastalik riski gibi ciddi saglik sorunlarina yol actigint dogrulamistir

(Dey ve Nagababu, 2022; Bender, Strassmann ve Golz, 2023).
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Azo boyalar

Azo boyalar, tadi ve besin degeri olmayan, diisiik maliyetli, sentetik gida boyas1 katki
maddelerinin genis bir grubudur. Unlu mamiiller, sekerlemeler, tatlilar, sakizlar, soslar,
receller, joleler, eristeler, dondurulmus tathilar, icecekler, sarap, islenmis deniz iriinleri,
giinliik kullanilan cilt bakim iiriinleri, el dezenfektanlari, sabunlarda tiiketicilerin ilgisini
cekmek ve kabul edilebilirligini artirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Farheen,

Mansoor ve Abid, 2021).

[k azo boya Mene tarafindan, 1861 yilinda birincil aromatik aminin diazotizasyonu ve bir
diazonyum tuzu ile sonuglanan birlestirme kullanilarak sentezlenmistir (Benkhaya vd.,
2020). Bu sentetik bilesikler, iki simetrik ve/veya asimetrik azo alkil veya aril radikalini
birlestiren bir veya birka¢ fonksiyonel -N = N- grubu ile karakterize edilmekte ve azo
baglantilarinin sayisina gore (monoazo, diazo, trisazo, poliazo ve azoik) farkli isimler

almaktadir (Ramos-Souza, Bandoni, Bragotto ve De Rosso, 2023).

Gida endiistrisinde en 6nemli ve yaygin olarak kullanilan gruplardan biri Azoik gruba
aittir. Diinyada {iretilen boyalarin yilizde ellisi veya daha fazlasi bu yogun renkli siif
icerisinde bulunmaktadir. Mevcut rengi gelistirmek, iiretimi standardize etmek, islemedeki
kayiplar1 diizeltmek veya sadece son iiriinii renklendirmek i¢in endiistriyel gidalara boyalar
eklenir. Bununla birlikte “azo” grubu boyalar, asir1 duyarlilik reaksiyonlarma neden
olabilmektedir (Kamali ve digerleri, 2023; de Souza ve digerleri, 2022; dos Santos ve
digerleri, 2022). Bu boyalarin gidalarda kullaniminin giivenligi ile ilgili ¢aligmalar
yapilmaktadir. Dolayisiyla gidalarda yapay azo boyalar: tiiketmenin risklerini anlamak ve
yan etkilerini 6grenmek icin toksikolojik testlerin sonuclari, maruz kalma seviyeleri ve
tilketilmesinden kaynaklanan riskin karakterizasyonu ile ilgili ¢aligmalar1 degerlendirmek
onemlidir (Ramos-Souza ve digerleri, 2023). Azo boyalar tekstil, deri ve kagit endiistrileri
gibi farkli alanlarda da kullanilan sentetik boyalardir. Bununla birlikte, toksik ve kalici
yapilar1 nedeniyle ¢evre sorunlar1 olusturabilmektedir. Gida boyalarinin genotoksisitesi ve
metabolizmalari tarafindan tiretilen yan triinler, esas olarak insan sagligina yonelik riskleri
baglaminda incelenmistir. Bu nedenle, Tartrazine, Sunset Yellow, Amaranth, Ponceau 4R,
Allura Red ve Carmoisine gibi ¢esitli boyalar1 igeren in vivo ve in vitro genotoksisite

caligmalar1 mevcuttur (Vaiano ve De Marco, 2023; Ramos-Souza ve digerleri, 2023).
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2.3.1. Carmoisine (E-122)

En yaygin kullanilan gida boyalarindan Carmoisine (E-122), azo boya grubundan
kirmizidan bordoya kadar degisen aromatik yapiya sahip bir gida boyasidir. Carmoisine
genellikle bir disodyum tuzu formunda bulunur ve suda ¢6ziiniir. Carmoisine, kozmetik,
kagit, tekstil, gida, ilag ve tarim kimyas1 endistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica, dondurma yapiminda ve etin renklendirilmesinde de kullanilmaktadir. Ayni
zamanda parfiimeride, sekerleme iiretiminde, marzipan {riinlerinde ve jole katki
maddelerinde kullanilir. ABD'de Gida ve ilag Dernegi'nin gida endiistrisinde kullanimia
izin verilen renklendiriciler listesine, giivenligi ile ilgili ¢alismalarin olmamasi1 nedeniyle
dahil edilmemistir (Boyko ve Brygadyrenko, 2021). Uluslararasi Kanser Arastirmalar
Ajansi'nin siniflandirmasina gore, Carmoisine gibi azo boyalar kanserojen kategorisi 3'te

yer almaktadir (Montaser ve digerleri, 2018).

S6z konusu bu boya maddesinin diisiik dozlar1 bile viicudun ©nemli biyokimyasal
belirteclerini degistirebilecegi aciklanmistir. Hemoglobinin yapisin1 degistirebildigi,
karaciger ve mide iizerinde olumsuz etkilere neden olabildigi bildirilmektedir. Bu veriler
azo boyalarin toksik metabolizmast ile oksidatif stresin indiiklenebilecegini akla
getirmektedir. Bu nedenle hidrofobik azo boyalarin, viicutta tiimdr olusturma yetenekleri
olabilecegi ve bundan dolay: giivenli olmadiklar1 goriisii yaygindir (Kamali ve digerleri,

2023).

Diinya saglik orgiiti (WHO), Carmoisine i¢in kabul edilebilir giinliik alim miktarimni 4.0
mg/kg"! olarak belirlemistir (Saloglu ve Sahin, 2021). Carmoisine astim hastalarinda ve
aspirine alerjisi olan kisilerde yan etkilere neden olabilmektedir. Daha biiyiik miktarlarda
kullanildiginda, alerjik reaksiyonlara, anemiye, kan hemoglobinine baglanmaya, bobrek ve
karaciger hastaliklarina, ¢ocuklarda hiperaktivite ve hipereksitabiliteye, astima yol

acabilecegi gosterilmistir (Vasileva, Stoyanov, Chayleva, Staykova ve Ivanova, 2021).
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2.3.2. Ponceau 4R (E-124)

Ponceau 4R, cilek kirmizisi rengi olan azo boya grubundan bir renklendiricidir. Bu
renklendirici, gidalarin rengini, lezzetini ve genel olarak korunmasini artirmak icin
kullanilmaktadir. Ancak metabolizmas1 nedeniyle oksidatif stres yoluyla tiiketiciye zarar
verebilecegi diistiniilmektedir (Kamali ve digerleri, 2023). Yenilebilir sentetik azo
renklendirici olarak Ponceau 4R, nispeten diisiik fiyat, iyi suda ¢Oziiniirlik, diisiik
mikrobiyolojik kontaminasyon ve yiiksek stabilite gibi avantajlar1 nedeniyle, gida
maddelerini daha c¢ekici ve istah acici hale getirmek icin siklikla gidalarda tercih

edilmektedir (Qin ve digerleri, 2020).

Ponceau 4R alkolli, alkolsiiz i¢ecekler, sekerleme iiriinleri, dondurma, tathilar, yenilebilir
peynir kaplamalari, firin iirlinleri, domates sosu gibi ¢esitli gida maddelerine renk vermek
icin gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilir. Ponceau 4R agresif ortamlara dayaniklidir
ve pratik olarak giines 15181n1n etkisi altinda ¢okmez. Bu durum E124 gida takviyesini ¢ok
kullanmighi hale getirir. Ancak yapisindaki aromatik halka ve azo-fonksiyonel grup
nedeniyle insan viicuduna zararli olabilir, genotoksisite ve sitotoksisiteye neden olabilir

(Boyko ve Brygadyrenko, 2021; Alham, Ibraimov, Alimzhanova ve Mamedova, 2021).

Ponceau 4R, astim ve uykusuzluga neden olabilir ve ¢cocuklarda hiperaktivite ve intoleransi
artirabilir. Bu nedenle, 2009'da Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi standart gilinliik alimi

4.0'dan 0.7 mg'a diistirmiistiir (Askarniya, Baradaran, Sonawane ve Boczkaj, 2022).

Yiyecek ve iceceklere eklenen sentetik renklendiricilerin miktarlari siki bir sekilde kontrol
edilmekle birlikte izin verilen seviyeleri asabilir. Bu nedenle, icecekler gibi yiiksek
tilketimli iriinlerde renklendirici diizeylerinin izlenmesi biiyilk 6nem kazanmaktadir.
Renklendiriciler, insan sagligini tehdit edebilecek potansiyel risk faktorii olusturmasi
nedeniyle igeriklerinin hassas, giivenilir ve basit yontemlerle belirlenmesi gerekli ve
onemlidir. Son yillarda yayinlanan caligmalarin sayisi, bu sorunun onemini ve sentetik
renklendirici analizleri i¢in hizli, dogru ve secici tekniklerin gelistirilmesi ihtiyacin
gostermektedir (Turak, Ding, Diilger ve Ozgiir, 2014; Vaiano ve De Marco, 2023). Bu
nedenle, bu azo boya katki maddelerinin farkli hayati organlar {izerindeki etkilerini

inceleyen daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Kamali ve digerleri, 2023).
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2.4. Genotoksisite Testleri

Genetik toksisite testleri, genetik materyalde hasarlara sebep olan etkenleri tespit etmek
amaciyla gelistirilen in-vitro/ in-vivo testlerden olugsmaktadir. S6z konusu testler farkli
mekanizmalar1 belirleyebildigi gibi genotoksisitenin direkt ya da indirekt gostergesi
olabilirler. Gida boyalarinin, hayvan, bitki hiicreleri ve hiicre kiiltiirleri gibi c¢esitli
sistemlerde genotoksisite testleriyle degerlendirilmesi son derece dnemlidir. Genotoksisite
ile kanser arasinda dogrusal bir iligkinin varlig1 agiklanmis ve ¢cogunlukla karsinojen olan
ajanlarin  genotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Karsinojenlerin  bir¢ogu,
protoonkogenleri  onkogenlere doOniistiirerek, gen veya kromozom diizeyinde
anormalliklere neden olarak karsinogenezin baslamasina ve gelismesine neden
olmaktadirlar. DNA'y1 dogrudan veya dolayli olarak etkileyen bir¢ok kimyasal,
genotoksikolojik siireglerde rol oynayabilmektedir. Genotoksisite testleri, bu maddeleri
belirlemek ve etkilerini incelemek icin yapilmaktadir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu ve

Unal, 2023; Topaktas ve Istifli, 2022: 1,25).

Glinlimiizde insanlar ¢ok sayida kimyasala maruz kalmaktadir. Bu kimyasallarin
bazilariyla yapilan ¢alismalar genotoksik etkili olduklarini ve onemli saglik sorunlarina
neden olabileceklerini gostermektedir. Bu bulgular genotoksisite alaninda yapilan
caligmalara hiz vermistir. DNA’da ortaya ¢ikan hasari belirlemek ve genotoksik
maddelerin karsinojenik potansiyellerini degerlendirmek icin ¢esitli genotoksisite testleri
gelistirilmistir. Bu testler; tarim ilaclari, endiistriyel kimyasallar, gida katki maddeleri,
kozmetikte kullanilan kimyasallar ve ilaglar gibi farkli kimyasallarin genotoksik ve
karsinojenik potansiyellerinin belirlenmesinde 6nemli bir belirte¢ olarak kabul
gormektedir. Ayn1 zamanda hem hayvan hem de bitki materyallerinde DNA hasarlarini ve
onarimint dogrudan belirlemek i¢inde sikliklikla bu testler kullanilmaktadir. Bu testlerle,
kromozomal degisiklikleri ve nokta mutasyonlar1 gibi bir¢ok farkli DNA hasar tipleri
saptanabilmektedir. Kisa silirede sonug¢ veren testler oldugu i¢in de eko-toksikolojik ve
genotoksikolojik degerlendirmelerde kullanilmasi yaygindir (Wu, Zhang, Lv, Yu ve Shi,
2021; Sen, 2018; Ozel ve digerleri,2022; Alabi, 2023).

Genotoksisite degerlendirmesi, her biri farkli DNA hasar tiirlerine kars1 hassas olan ¢ok
cesitli testlerin gerceklesmesini icermektedir. Gen mutasyonlarinin ve kromozomal hasari

tespit etmek amaciyla potansiyel mutajenleri veya insan kanserojenlerini belirlemek icin
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genotoksisite degerlendirmesi esas olmaktadir. Kimyasal maddelerin karsinojen ya da
mutajen olabilme potansiyellerini belirlemek i¢in kullanilan genetik toksisite testleri
icerisinde yaygin olarak, kromozomal anormallik (KA), kardes kromatit degisimi (KKD),
sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) ve comet testleri goriilmektedir

(Yiizbasioglu, Zengin ve Unal, 2014; Rodriguez-Garraus ve digerleri, 2023).

2.4.1. Kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozomal anormallik testi, fiziksel, kimyasal ve biyolojik molekiillerin genomda hasar
meydana getirmesi sonucu olusan sayisal veya yapisal kromozom degisimlerini tespit
etmekte rol oynar. Kromozom ve kromatit kiriklart DNA’daki onarilmamis ¢ift ve tek
zincir kiriklarindan, anormal yapiya sahip kromozomlar ise DNA’daki kiriklarin yanlis
onarilmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Kromozom anormallikleri testi, herhangi bir ajanin
DNA diizeyindeki etkilerinin belirlenmesinde rol oynayan Onemli ve faydali bir
biyogostergedir. Bdylece, cevresel ve genotoksik ajanlara maruziyet sonucu olusan
genotoksisitenin saptanmasinda belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Turan, 2021; Saygili,

Unal ve Yiizbasioglu, 2021; Ila ve Hiisunet, 2022: 153,184).

OECD klavuzlarinada 473 No’lu karariyla eklenmis olup genotoksisite caligsmalari igin
kullanim1 uygun goriilmiistiir. Hiicresel diizeyde, kromozomal ve DNA hasar1 olusturan
maddelerin genotoksik etkileri dogrulanmistir. DNA hasar1, sadece niikleotit seviyesindeki
degisiklikleri degil, ayn1 zamanda kromozomal seviyedeki hasar1 ve kromozomal
anormallikleri de igerir. Oksidatif strese, endojen ve ekzojen faktorlere (kimyasallar,
ilaclar, toksinler, ultraviyole 151k ve iyonlastirici radyasyon) maruz kalma nedeniyle ve
hatta saglikli kisilerde spontan olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Kromozomal anormallikleri
kanser riskini, tekrarlayan distikleri, hizli yaslanmay1 ve dejeneratif bozukluklar1 veya
bagisiklik fonksiyon bozukluklarini tetiklemektedir (Han ve digerleri, 2023; Holmannova
ve digerleri, 2022).

Cogu yapisal anormallik, kromozomlar arasindaki degisimden veya olusan hasardan dolay1
kromozomlarin kirilip anormal bi¢cimde tekrar birlesmesiyle meydana gelir. Kromozomal
anormallikler, kromozomlarda mikroskobik diizeyde gozlenebilen genetik degisiklerdir.
Kromozomal anormallikler iki temel gruba ayrilir: yapisal ve sayisal anormallikler.

Yapisal kromozomal anormallikler, kromozom kirilmasinin ve kromozomal segmentlerin
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yanlig birlestirilmesinin sonucudur ve kromozom yeniden diizenlemelerini ve gen
amplifikasyonunu igerir. Bununla birlikte, hiicre bdliinmesi sirasinda rekombinasyon
hatalarindan kaynaklanan spontan yapisal yeniden diizenlemeler de vardir. Sayisal
kromozomal anormallikler, ig ipliklerinin bozulmasi ve kromozomal ayrilmama nedeniyle
ortaya cikar. Yapisal kromozom anormallikleri kromatit kirigi, kromozom kirigi, fragment,
disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatit birlesmesi, kromatit degisimi,
translokasyon, inversiyon, izokromozomlardan sayisal anormallikler ise poliploidi ve
endoreduplikasyondan olusmaktadir (Halic1, Seyrek, Aykan, Unal ve Yiizbasioglu, 2021;
Nagaraju, Kalahasthi, Balachandar ve Bagepally, 2022; Yiizbasioglu, Engiizel-Alperen ve
Unal, 2018).

2.4.2. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi

Genotoksisite riskini belirlemek igin kullanilan yontemlerden biri de kardes kromatit
degisimi testidir. Kardes kromatit degisimleri ilk olarak 1938'de McClintock tarafindan
misirin halka kromozomlarinda gézlemlenmistir. KKD testi, DNA hasarini niceliksel ve
niteliksel olarak degerlendirmede kullanilmaktadir. Kardes kromatitler arasinda,
kromozom morfolojisi degismeden, homolog olan pargalarin simetrik olarak degisiminin
gerceklestigi bilinmektedir. Kardes kromatitler arasinda gerceklesen bu degisimler gen
amplifikasyonu ve hiicrelerdeki toksik etki orani ile iligkilendirilmistir. Bu test DNA
eslenmesi ile etkilesime girmis mutajenik bilesiklerin belirlenmesini amaglamaktadir.
Kardes kromatit degisimi, genotoksisite ve hiicresel homolog rekombinasyonlarin altinda
yatan nedenleri, biyokimyasal degisiklikleri belirlemek icin kullanilmaktadir. Genotoksik
ajanlar tarafindan uyarilan ¢ift zincir kiriklar1 seklinde olugan DNA hasarini tespit etmek
amactyla hem in vitro hem in vivo olarak memelilerde, hayvan ve bitki hiicreleri gibi
birgok farkli hiicre hattinda kullanimi miimkiindiir (Rajendran, Manoharan ve Subbiah,

2023; Celik, 2022: 185,217).

Timin analogu olarak bilinen BrdU kimyasalinin tercih edilmesiyle, kardes kromatit
degisim sikligin1 kolay bir sekilde ve hizli gosterilmesi saglanmistir. Boylelikle KKD testi,
BrdU kullanilmasiyla ve boyama yontemlerinin gelistirilmesi ile 6nem kazanmis ve yaygin
kullanilmaya baslamistir. KKD, ajanin DNA’ya esdeger olacak sekilde baglanmasi ya da
DNA tamir mekanizmasini etkilemesi nedeniyle olusmaktadir. Kimyasal veya fiziksel

ajanlar, DNA zincirinde degisiklikler, DNA’da kirilmalar ve yeniden birlesmeler
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olusturarak KKD sikliginda artislara neden olmaktadir (Mankan, 2020). KKD ile ortaya
cikan kromozom dengesizligi, replikasyon mekanizmasint ve DNA hasarimin onarimini
etkileyen herhangi bir maddenin olumsuz etkisi ile yakindan iligkili oldugu kabul

edilmektedir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu ve Unal, 2023).

Bu test, OECD’nin 479 No’lu karariyla 2014 yilinda test klavuzundan ¢ikarilmistir.
Etkilerinin ve mekanizmasinin tam olarak bilinmesi hakkinda belirsizlikler vardir. Artan
KKD frekans1 mutlaka genetik hasar1 gostermez ki bu, testin en biiyiik dezavantaji olabilir.
Bu nedenle KKD testi son yillarda 6nemini yitirmistir. Aslinda bu eksiklik, bir kimyasalin
hiicre DNA's1 ile etkilesime girme yetenegini test etmede hala en hassas testlerden biri
oldugu gercegini degistirmemektedir. Diger bir deyisle KKD testi, genotoksik bir
kimyasala maruz kalan hiicreleri yliksek hassasiyetle saptamaktadir. Dolayisiyla ¢okca
farkli genotoksik arastirmalarda kullanilmaktadir (Ataseven, Yiizbasioglu, Celebi-Keskin

ve Unal, 2016; Duydu, 2022).

2.4.3. Sitokinez blok mikroniikleus (CBMN-Cyt) sitom testi

Mikroniikleus (MN) testi genotoksik ajanlarin hizla tespit edilebilmesi i¢in, hassas kolay
ve daha fazla sayida hiicre incelenebilmesi bakimindan yaygin olarak kullanilan testler
arasindadir. Ekonomik Is birligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) yénergelerini (Test no: 487)
takip edilerek yapilan bu test genotoksik potansiyeli olan maddeleri degerlendirmeyi
amaclamaktadir (Celik ve Uysal, 2020; Sanz-Serrano, Garayoa, Vitas, Cerain ve Azqueta,

2023).

Mikroniikleus testi, kromozom diizeyinde genotoksisite calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Mikroniikleus olusum sikligi, genetik materyale verilen hasarin bir
gostergesi olarak gosterilmektedir. Mikroniikleuslar, sentrik veya asentrik kromozom
parcalarindan kaynaklanan, hiicre boliinmesi sirasinda olusan mikrogekirdeklerdir. MN
sikligindaki artis; mitoz ve kontrol noktalar1 i¢in gerekli olan proteinlerde genetik kusur
meydana gelmesi, DNA onarim mekanizmalarinda hata olmasi, kimyasal genotoksin ve
cevresel ajanlara asir1 maruz kalmak, DNA replikasyonu ve onarimi igin gerekli
faktorlerde eksiklik olmasi gibi nedenlerden dolayr ortaya g¢ikmaktadir (Zor ve Aslan,
2020; Yiizbasioglu ve Avuloglu-Yilmaz, 2022: 219-241; Munakata, 2023).
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Mikronukleus, hiicrelerin sitoplazmasinda goriilebilen kiiciik, kromatin igeren yuvarlak bir
mikrogekirdektir. Mikroniikleusun DNA hasar1 veya genomik kararsizliktan kaynaklandigi
diistintilmektedir. Sonug¢ olarak mikroniikleus, metabolizma, yaslanma ve farkli hastaliklar
gibi dogal stirecler veya bircok g¢evresel faktor tarafindan indiiklenebilir. Mikronukleus
yontemi son yillarda mutajenik ve/veya andjenik etkilerin belirlenmesinde gilivenilir ve
hassas bir yontem olarak tercih edilmektedir. Bu test ayrica mesleki ya da g¢evresel
maruziyetin genotoksik etkilerini tespit etmek amaciyla da kullanilmaktadir. Bazi
genotoksisite ¢aligmalart ve epidemiyolojik ¢alismalar MN frekansinin insan periferal
lenfositlerinde artmasi ile kanser olusumu arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu
gostermistir. Cevresel kirleticiler, DNA molekiiliiniin yapis1 ile etkilesime girebilmekte,
oksitlenmis bazlar ve DNA sarmal kirilmalar1 gibi lezyonlara neden olabilmektedir. DNA
lezyonlari, metabolik, immiinolojik, ndrolojik, tiimorijenik etkilere ve nihayetinde
organizmanin 6liimiine yol acabilen hiicre stresi olusturmaktadir. Ayrica, ireme siireglerini
etkileyip sonraki nesillerin de etkilenmesine yol a¢maktadir. Bdylece MN gibi
genotoksisite testleri bu agidan oldukca Onemli ve hassas yontemlerdir (Boriollo ve

digerleri, 2021; Conway ve digerleri, 2020; Soldi, Londero, Schavinski ve Schuch, 2023).

Sitokinez blok mikroniikleus sitom testi (CBMN); DNA hasarin1 ve sitotoksisiteyi 6lgmeyi
saglayan kapsamli bir test yontemidir. Bu test yontemi ile kromozomal kiriklar veya tam
kromozom kayiplarinin gostergesi olan mikroniikleuslarin, DNA tamiri hatalarinin ve
telomer ug-kiriklariin gostergesi olan niikleoplazmik kopriilerin (NPBs) ve olusan DNA
ve/veya DNA tamir mekanizmalarinin durmasi veya caligmamasinin bir gostergesi olan
niikleer tomurcuklarin (NBUDs) tespit edilmesi saglanir. CBMN testi pek ¢ok farkli alanda
kullanilmaktadir. Cevresel ajanlara maruziyetin incelenmesi, sitogenetik etkinin
karakterizasyonu, DNA hasar1 ve onarimu ile ilgili ¢aligmalar, radyoterapi goren kisilerde
ve genetik bozukluklar1 olan bireylerde radyosensitive caligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Avuloglu-Yilmaz, 2018; Yiizbasioglu ve Avuloglu-Yilmaz, 2022:
219,241).

2.4.4. Comet testi

Comet testi hizli, hassas ve giivenilir sonuclar vermesi nedeniyle sik tercih edilen
testlerdendir. Bu test elektroforez kosullarinda, agaroza gomdilii hiicrelerde DNA gd¢iinii

olgmek ve hiicresel seviyede DNA hasarin1 ve tamirini gdzlemek esasina dayanmaktadir.
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DNA parcalan biiyiikliiklerine gore jel iizerinde c¢ekirdekten artt kutba dogru hareket
etmektedir. Boylece bir bas ve bir de kuyruk yapist olusan ve kuyruklu yildiza benzer bir
goriintii ortaya ¢iktigindan “Kuyruklu Yildiz Testi” ad1 verilmistir. Meydana gelen kuyruk
uzunlugu genotoksisiteye bagli olarak artmaktadir. Bu nedenle, bir¢ok biyoizlem
caligmasinda DNA hasarlarini tespit etmek i¢in tercih edilmektedir. Comet testinde farkli
hiicre 6rnekleri kullanilabilmekte, hem DNA hasar1 hem de tamiri incelenebilmektedir. Bu
test DNA zincir kiriklarini belirleyebilen, hiicresel DNA hasarin tespit edebilen ve 6rnek
icindeki heterojenligin belirlenmesini saglayan bir testtir (Higelin ve digerleri, 2016;

Bonassi, Ceppi, Moller, Azqueta ve Mili¢, 2021; Unal, Saygili ve Akbas, 2022: 313,335).

Comet kuyrugundaki DNA ylizdesi, genellikle goriintii analizi yoluyla bildirilen farkli
tanimlayici tiirleri arasinda en kolay tanimlayici olarak kabul edilir. Comet testi, diisiik
seviyelerde DNA hasarini tespit etme konusunda kanitlanmis bir duyarliliga sahiptir. Ayni
zamanda hem canli hem de cansiz hiicreleri kullanma esnekligini gostermektedir. Ucuzdur,
kullanimi basittir ve kisa bir zaman almaktadir. Tek hiicre diizeyinde elde edilen veriler,
giiclii istatistiksel analize olanak saglamaktadir. Bu yontemle; ¢esitli kimyasallarin, fiziksel
elementlerin, nanoparcaciklarin, ilaglarin vb. mutajenitesini incelenmektedir. Bu test,
belirli genomik lezyon tiplerini ayirmak i¢in kullanilabilmektedir (Jiang ve digerleri, 2023;
Glavini’'c ve digerleri, 2023). Comet testi, insan biyo-izleme ¢alismalarinda DNA'ya zarar
veren maddelere maruz kalmanin bir biyolojik belirteci olarak ve cesitli koruyucu
organizmalarda yapilan ekotoksikolojik calismalarda da kullanilmaktadir. Bu test OECD
test kilavuzu yonergelerine gore kullanilan ve yaygin olarak tercih edilen
genotoksisite/antigenotoksisite testlerinden biridir (Cordelli, Bignami ve Pacchierotti,

2021; Yiizbasioglu, Dilek, Erikel ve Unal, 2023).

2.5. Carmoisine ve Ponceau 4R Gida Boyalari ile Yapilan Calismalar

Carmoisine (E-122) ve Ponceau 4R (E-124) renklendiricilerinin genotoksik etkilerinin
incelendigi smirli sayida calisma bulunmaktadir. Carmoisine’in EFSA (2009 ve 2013)
raporu dikkate alinarak yapilan genotoksisite ¢alismalarimin sonuglari Cizelge 2.1°de
verilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 Carmoisine’in yapilan testlerin hemen hemen
hepsinde genotoksik etki sergilemedigini gostermistir. Ponceau 4R’nin EFSA (2009 ve

2013) raporu dikkate alinarak yapilan genotoksisite calismalarinin sonuglar1 ise Cizelge
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2.2’de sunulmustur. Bu caligmalardan 6nemli bir boliimii bu gida boyasinin genotoksik

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Cizelge 2.1. Carmoisine’in EFSA (2009 ve 2013) raporunda yer alan genotoksisite

calismalar
CALISILAN
TESTLER DOZ SONUC KAYNAK
ORGANIZMA
Test bilgisi . .
Liick ve Rickerl
Escherichia coli 0,5 g /100 mL - uckve Bickerl,
1960
bulunamadi
Salmonella
typhimurium Ames 50 pg/petri i Garner ve Nutman,
1977
TA1538
Salmonella Viola ve Nosotti,
typhimurium 1978
Ames 1, 2,20, 500 ve 1000 -
TA1535, TA1538, ug/petri
TA100 ve TA98
Salmonella Haveland-Smith ve
typhimurium Combes, 1980
Ames 5 pg/petri -
TA1538
Saccharomyces Test bilgisi Sankaranarayanan
cerevisiae ve Murthy, 1979
bulunamadi 5 mg/mL -
Fare KA 1 ve 10 mg/kg - Durnev ve digerleri,
1995
Salmonella Mikrozom Doz bilgisine - Ashby ve digerleri,
typhimurium ulagilamadi 1988
Fare TK +/- Doz bilgisine - Benigni, 1989
ulagilamadi
Cin hamsteri KA Doz bilgisine - Gulati ve digerleri,
ulagtlamadi 1989
KKD
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Cizelge 2.2. Ponceau 4R’nin EFSA (2009 ve 2013) raporunda yer alan genotoksisite

calismalari
CALISILAN
TESTLER DOZ SONUC KAYNAK
ORGANIZMA
o ) Bakteriyel Liick ve Rickerl,
Escherichia coli Mutajenite 5000 mg/L - 1960
Fare KA 4 mg/kg + Agarwal ve
digerleri, 1993
Fare TK +/- Doz bilgisine + Cameron ve
ulagilamadi digerleri, 1987
Salmonella Ames 10 mg/petri + Cameron ve
typhimurium digerleri, 1987
Oryzias latipes Dominant 200 mg/kg - Shimada ve Egami,
oldiirtcii 1984
Salmonella Ames 5 mg/petri + Ishidate ve digerleri,
typhimurium 1984
S. typhimurium Ames 5000 pg/ ml - Longstaff ve
digerleri, 1984
S. typhimurium Ames 10 000 pg/ml - Haveland-Smith ve
TA1535-TA1538 ve Combes, 1980
Escherichia coli
Sican hepatositleri HPC/DR 0.1 mmol/l - Kornbrust ve
Barfknecht, 1985
Hamster fibroblastlari KA %12 ve %13 oraninda + Ishidate ve digerleri,
1984
Fare MN - Hayashi ve
digerleri, 1988
Fare Comet 1, 10, 100 ve 2000 + Tsuda ve digerleri,

mg/kg

2001
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2011 yilinda yapilan bir ¢calismada Carmoisine ve Ponceau 4R’nin mikroniikleus testi ile
genotoksisitesi incelenmistir. Insan periferik kan 6rneklerine gida boyalarinin 100, 200,
300 pg/mL konsatrasyonlar1 uygulanmis ve sonugta MN frekansinda kontrole kiyasla
anlamli artis oldugu gozlenmistir (Swaroop, Roy ve Vijayakumar, 2011). S6z konusu
calisgmada tek dondrden alinan  hiicreler kullanildigt i¢in  dondr farkindan
kaynaklanabilecek degisiklikler dnlenememistir. Insan lenfositlerinde bu gida boyalariyla

yapilmis baska bir genotoksisite ¢alismasina rastlanmamastir.

Carmoisine, sodium benzoate ve aspartame gibi yaygin olarak kullanilan gida katki
maddelerinin Allium cepa kok meristem hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin degerlendirildigi bir ¢calismada, dort farkli konsantrasyon (0.05, 0.1, 1, 10 g/L)
kullanilmigtir. Sonugta, C metafaz, vagrant (basibos) kromozom ve mikroniikleus
frekanslarinda artislara neden olduklarindan genotoksik risk tasidiklar1 ve ayn1 zamanda

sitotoksik olduklari tespit edilmistir (Vasileva ve digerleri, 2021).

Bagka bir c¢alismada Carmoisine’nin genotoksisitesi Allium cepa kullanilarak
degerlendirilmistir. Allium cepamin kok meristematik hiicreleri 24 ve 48 saat siireyle bu
azo boyanin %0.25, %0.50, %0.75 ve % 1.0’lik konsantrasyonlariyla muamele edilmistir.
Mitotik indeks ve kromozomal sapmalar gibi bazi genotoksisite parametreleri
incelenmistir. Carmoisine’nin, mitotik indekste 6nemli bir azalmaya neden oldugu, yiliksek
konsantrasyonda ve wuzun maruz kalma siiresinde farkli tiplerde kromozomal

anormalliklere neden oldugu gozlenmistir (Khan, Alia, Hamid ve Ganiec, 2020).

Carmoisine'nin i¢inde bulundugu gida katki maddelerinin kombinasyonlar: albino ratlarda
comet testiyle degerlendirilmistir. Bu calismada 14 farkli gida katki maddesi es zamanl
olarak ratlara verilmis olup ¢alismanin sonucunda, beyin, bobrek ve karacigerde farkli
derecelerde genotoksik aktivite gozlenmis ve katki maddesi sayisi arttikca genotoksik
etkinin de artti§1 rapor edilmistir (Raya, Aboul-Enein, EIl-Nikeety, Mohamed ve
Abdelwahid, 2020).

Yapilan bir calismada, aralarinda Carmoisine ve Ponceau 4R bulunan farkli gida
renklendiricilerinin sican oral akut toksisitesini, hepatoksisiteyi, immiinotoksisiteyi,

genotoksisitesini ve metabolitlerinin ekotoksisitesini tespit etmek icin in silico ¢alisma
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yapilmistir. Carmoisine ve Ponceau 4R 81-275 mg/kg olacak sekilde belirlenmistir.
Calisma sonucunda bu iki gida boyasinin olumsuz bir etkisi olmadigi agiklanmistir
(Kargupta, Dutta, Roychoudhury, Rana ve Talapatra, 2022). Bu calismanin aksine
Carmoisine’in farelere 120 giin boyunca 4, 200 ve 400 mg/kg olmak iizere ii¢ farkli dozda
oral olarak uygulandigi bir diger calismada hayvan viicut agirhigi, organ agirliklari,
hematoloji, biyokimya ve molekiiler biyoloji degerlendirmesi dahil olmak iizere temel
toksikolojik incelemeler yapilmistir. Calisma sonucunda, yiiksek konsantrasyonda (400
mg/kg) Carmoisine muamelesinin bobrek yetmezligi ve hepatotoksisiteye neden
olabilecegi agiklanmistir. RT-PCR sonuglari, Carmoisine ile muamele edilen fare karaciger
dokularinda Bcl-x ve PARP geninin ekspresyonunun yogun bir sekilde arttigini, p53

geninin ekspresyonunun ise azaldigini gostermistir (Reza ve digerleri, 2019).

Yapilan bir ¢calismada Carmoisine ve Curcumin gida boyalariin siganlarin spermlerindeki
dogurganlik genleri tizerindeki etkisine bakilmistir. 15, 30 ve 45 giin boyunca giinliik alim
degeriyle beraber bu degerin 5 ve 10 kat1 seklinde 3 konsantrasyon olarak oral yolla bu
gida boyalar1 verilmistir. Sperm analizi ve testis ekspresyon diizeyi, Glial hiicre kaynakl
norotrofik faktdér (GDNF), tirozin kinaz reseptorii (c-KIT), folikiil uyarict hormon
reseptorii (FSHR), A kinaz ankor proteini 3 (PRKA3) gibi parametlere bakilmistir.
(Calisma sonucunda, zamana ve konsantrasyona bagli bir sekilde Carmoisine ile muamele
edilmis sicanlarda test edilen genlerin dnemli Slclide regiilasyonunu diisiirdiigli ortaya
cikmistir. Bununla birlikte, Carmoisine izin verilen kabul edilebilir giinliik seviyeden (50
mg/kg viicut agirligl) daha yiiksek konsantrasyonlarda tiiketildiginde dogurganlik iizerinde
farkl1 seviyelerde tehlikeli etkilere neden oldugu goézlenmistir (Montaser ve digerleri,

2018).

Carmoisine’nin farkli canlilarda gelisim iizerine etkilerinin incelendigi iki caligmaya
rastlanmistir. Bunlardan ilki Vorobey ve digerleri’nin yaptig1 bir ¢alismadir. Bu ¢alismada
Carmoisine’nin sulu ¢ozeltisi, soya fasulyesi bitkilerinin fizyolojik parametreleri lizerine
etkisini incelemistir. Calismada B. japonicum 634b, 646, 614, M8, PC07, PC09, PC10 ve
Tn5-mutantlar1 B20, B78, B144 suslar1 test nesneleri olarak kullanilmistir. +28 °C'de 8 giin
boyunca bu besleyici ortamda olusan, bakteriyel preparatdaki soya fasulyesi tohumlariin
ylizeyine, Carmoisine eklenmistir. Soya fasulyesi tohumlarinin, bu renklendiricinin 100
ml'de 0,25, 0,5 ve 1,0 g olacak sekilde soliisyonlartyla muamele edilip biiyiime

stireclerindeki inhibisyonu gozlenmistir. Sonu¢ olarak elde edilen veriler de sentetik
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renklendirici olan Carmoisine’nin farkli olgunluk gruplarina ait soya fasulyesi ¢esitlerinin
¢imlenmesi iizerinde fitotoksisitesinin olmadig1 veya diisiik diizeyde oldugu gbézlenmistir
(Vorobey, Kukol ve Pukhtaievych, 2021). Gelisim iizerine etkisinin incelendigi diger
calisma Kiziltan ve digerleri (2022) tarafindan gerceklestirilmistir. Carmoisine’nin Zebra
baliginda, onerilen ve asiri maruz kalma dozlart (4 ila 2000 ppm) kullanilmis ve maruz
kalmanin zebra baliginin embriyonik gelisimi tizerindeki etkileri ayrintili olarak
incelenmistir. Bu amagla 96 saat boyunca belirlenen dozlarda Carmoisine’e maruz
birakilan zebra baliklarinda bir¢gok morfolojik ve fizyolojik parametre incelenmis ve bu
parametrelerdeki degisikliklerin etki mekanizmalar1 belirlenen metabolit seviyeleri ile
aydmlatilmaya  ¢alisilmistir.  Sonu¢  olarak, wuygulanan Carmoisine’nin  ciddi
malformasyonlara, boy ve gz capinda azalmaya, serbest oksijen radikallerinin miktarinda,
apoptotik hiicrelerde ve lipid birikiminde artisa, larva hareketliliginde doza bagli olarak

azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Kiziltan ve digerleri, 2022).

Tez kapsaminda genotoksik etkisinin incelendigi Ponceau 4R boyas: ile yapilmis
caligmalar da oldukca sinirlidir. Santana ve arkadaslari, yaptiklart bir calismada, Ponceau
4R gida boyasinin Allium cepa L. kok meristematik hiicreleri iizerindeki etkisini
incelemislerdir. Caligmada, 0.25, 0.50 ve 0.75 g/L’lik konsantrasyonlar 24 ve 48 saat
stireyle kok uglarina uygulanmis ve sonugta, her ii¢ konsantrasyonun da kontrole kiyasla
tim muamele siirelerinde mitotik indekste istatiksel olarak anlamli bir azalmaya neden
oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte mikrontikleuslu hiicrelere, gen amplifikasyonlarina

ve telofaz-anafaz kopriilerine neden oldugu gozlenmistir (Santana, Sousa ve Peron, 2015).

Cetinkaya ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligmaya gore Ponceau 4R'nin incelenen
konsantrasyonlarda (25, 50, 75 mg/ml) Drosophila melanogaster’in normal ve serrat
kanatlarinda mutajenik bir etkiye sahip oldugu ortaya c¢ikmistir. Bu bulgu Ponceau 4R
boyasinin Drosophila melanogaster heterozigot larvalarinin embriyonik gelisimi sirasinda
kanat yapisint olusturan hiicrelerde genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ek
olarak, somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyon veya rekombinasyon sonucu mutant
kanatlarin olusmasinda da rol oynadigi bildirilmistir. Ponceau 4R ile muamele gormiis
Drosophila melanogaster’in indiiklenen mutant hiicrelerinde, bu ajanin konsantrasyonuna

bagl olarak genotoksik aktivite belirlenmistir (Y1lmaz-Cetinkaya ve Yurtsever, 2021).
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Carmoisine ve Ponceau 4R gibi bir¢ok azo boyanin genotoksisite, lireme, gelisimsel
toksisite, karsinojeniteye ve bir¢ok saglik sorununa neden oldugu ayrica c¢ocuklarda
davranis degisikliklerine yol agtig1r rapor edilmistir. Bu nedenle, azo-boyalarin canli
organizmalar {izerindeki zararli etkileri gbz Oniine alinarak bunlari igeren gidalarin
kesinlikle kontrol edilmesi gerektigi belirtilmistir (Yarima, Lawal, Gwaram ve
Abdulkarem, 2021). Bu tiir sentetik gida renklendiricilerinin, hiperaktivite, alerjik
durumlar ve hatta kanserler gibi zararli etkileri oldugu bildirilmektedir (Sen, Barrow ve
Deshmukh, 2019). Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda renklendirici aliminin yetiskinlerde
bas agrilarina neden olabildigi belirlenmistir (Kucharska ve Grabka, 2010).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Yapilan bu arastirmada, gida boyalarindan Carmoisine (E-122) ve Ponceau 4R (E-124)’nin
insan periferal lenfositleri kullanilarak in vitro genotoksik etkileri incelenmistir. Periferik
kan, herhangi bir ila¢ tedavisine maruz kalmayan, sigara ve alkol kullanmayan, kronik bir
hastalig1 olmayan ve genotoksik bir ajana maruz kalmamis, 18-27 yas arasi1 goniillii olan
iki kadin donérden alinmustir. Calisma, Gazi Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu’nun 29.03.2021-09 tarih ve sayili izni ile gergeklestirilmistir.

3.1.1. Test materyalleri

E-122 Carmoisine

Kimyasal adlandirmasi: E-122 Carmoisine veya Azorubine

IUPAC adi: Disodyum;4-hidroksi-3-[(4-siilfonatonaftalen-1-il) diazenil] naftalen-1-

stilfonat

Molekiil agirligi: 502.43 g/mol
Molekiil formiilii: C20H12N2NaxO7S;
CAS No: 3567-69-9 (Sigma-Aldrich)

Yapisal Formiilii: Sekil 3.1.’de verilmistir.

o'

Sekil 3.1. Carmoisine’nin yapisal formiilii (Guerrero-Rubio ve digerleri, 2023)
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E-124 Ponceau 4R

Kimyasal adlandirmasi: E-124 Ponceau 4R

IUPAC adi: Trisodyum;7-hidroksi-8-[(4-slilfonatonaftalen-1-il) diazenil] naftalen-1,3-
distiilfonat

Molekiil agirligi: 604,7 g/mol
Molekiil formiilii: C20H11N2Na3zO10S3
CAS No: 2611-82-7 (Sigma-Aldrich)

Yapisal Formiilii: Sekil 3.2.°de verilmistir.

NEOgS

[y
[y
L O

Sekil 3.2. Ponceau 4R ’nin yapisal formiilii (Guerrero-Rubio ve digerleri, 2023)

Calismada kullanilan diger kimyasallar

Sitokalasin-B  (CAS  No: 14930-96-2), Mitomisin-C (CAS No: 50-07-7),
Bromodeoksitiridin (CAS No: 59-14-3) ve Kolkisin (CAS No: 64-86-8) Sigma'dan temin
edilmistir. Glasiyal asetik asit (CAS No: 64-19-7), Metil alkol (CAS No: 67-56-1),
Entellan (CAS No: 1079610500) ve Giemsa (CAS No: 51811-82-6) Merck’ten,
LymphoPlus Medium (CAS No: CY100-100)), Etilendiamintetraasetik asit (CAS No:
6381-92-6), NaOH (CAS No: 1310-73- 2), Tris (CAS No: 77-86-1), Triton X-100 (CAS
No: 9002-93-1), dimetil stilfoksit (CAS No: 67-68-5), Low-Melting Agar (CAS No: 9012-
36-6) Normal-Melting Agar (CAS No: 9012-36-6), ve etidyum bromiir (CAS No:1239-48-
8) ise AppliChem’den alimmistir. Lymphocytes Seperation Media (CAS No: JO100-840)

Cegrogen’den alinmistir.
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3.2. Metod

Carmoisine ve Ponceau 4R’nin in vitro genotoksik etkilerini incelemek amaciyla, kiiltiire
edilmis insan periferal lenfositlerinde, kromozomal anormallik (KA), kardes kromatit
degisimi (KKD) ve sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) testleri uygulanmis

olup, izole insan lenfositlerinde ise comet testi gergeklestirilmistir.

3.2.1. Calismada kullamlan konsantrasyonlarin belirlenmesi

Calismada kullanilacak konsantrasyonlar1 belirlemek i¢in literatlir taramalarindan elde
edilen Carmoisine ve Ponceau 4R’nin deney hayvanlariyla yapilmis ¢alismalarina ait LDso
dozlari referans alinmistir (Cizelge 3.1). Referans degerlerden yola ¢ikarak 6n denemeler
gerceklestirilmis ve mitotik indeks degerleri saptanarak, proliferasyon oranina gore
konsantrasyonlar se¢ilmistir. Bu amacla, Carmoisine ve Ponceau 4R’nin 4,69; 9,38; 18,75;
37,5; 75; 150; 300 pg/mL’lik konsantrasyonlart denenmis ve bu o6n denemelerin

sonuglarina gore 37,5; 75; 150; 300 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 secilmistir.

Cizelge 3.1. Carmoisine ve Ponceau 4R’nin LDso dozlari

Test Hayvan Uygulama LDso degeri Kaynaklar
Materyali Sekli

Rat Oral 10 mg/kg Gaunt ve Farmer (1967)
Carmoisine

Fare Oral 8 mg/kg Gaunt ve Farmer (1967)
Ponceau 4R | Rat Oral 8 mg/kg Gaunt ve Farmer (1967)
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3.2.2. Kiiltiire alinmus insan lenfositlerindeki ¢calismalar

Kromozom anormalligi (KA) ve kardes kromatit degisimi (KKD) testleri

Kromozomal anormallik (KA) testi, Evans’in (1984:405,424) yoOntemine gore bazi
modifikasyonlar ile (Yiizbasioglu, Celik, Yilmaz, Unal ve Aksoy, 2006) uygulanmistir.
Kardes kromatit degisimi (KKD) testi ise Perry ve Wolffun (1974) yontemi kullanilarak
bazi degisikliklerle (Speit ve Haupter, 1985) yapilmistir.

Donorlerden alinan heparinize edilmis periferik kan (0,2 mL), steril ortamda 2,5 mL’lik
LymphoPlus Medium besi ortaminin bulundugu tiiplere ekilmistir. Sonrasinda ayni tiiplere
BrdU (5-Bromo-2- deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) soliisyonundan 10 pg/mL olacak
sekilde ilave edilmistir. Tiipler 37°C’deki etiivde 72 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Kiiltiiriin baglangicindan itibaren 24. ve 48. saatte Carmoisine ve Ponceau 4R’nin yukarida
belirtilen 6n deneme sonucu segilen dort farkli konsantrasyonu (37,5; 75; 150; 300 pg/mL)
besiyerine eklenmistir. Ayni1 zamanda distile su negatif kontrol olarak ve Mitomisin C ise
pozitif kontrol (0,20 pg/mL,) olarak calismaya dahil edilmistir. Kiiltiiriin sonlandirilmasina
2 saat kala (kiiltiirtin 70. saatinde) tiim tiiplere 0,06 pg/mL kolkisin ilave edilmistir.

72 saatlik kiiltiir siiresi sonunda tiipler etiivden ¢ikarilmig ve 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve slipernatant atilmistir. Kalan kisim iizerine 0,075 M KCI (Potasyum
kloriir) ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Bu ¢ozelti ile 37°C’de 20 dakika inkiibasyona
birakilan kiiltiir tiipleri, siire bitiminde yeniden santrifiij edilmistir. Sonrasinda siipernatant
kism1 atilmis ve hiicreler tizerine soguk 3:1 metanol: asetik asit karigimi ilave edilerek 45
dakika boyunca +4°C’de bekletilmistir. Fiksasyon islemi, ayni sekilde 2 kez daha tekrar
edilmistir. Sonrasinda pipetaj yontemiyle tiiplin dibindeki hiicre siispansiyonu homojen
hale getirilmis ve soguk lamlar {izerine {istliste diismeyecek sekilde damlatilmistir.

Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda 24 saat siireyle kurutulmustur.

Sitokinez blok mikroniikleus sitom testi (CBMN-Cyt)

Sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) testi Fenech (2007)’in metodu ile
Yiizbasioglu ve arkadaglarinin (Yiizbasioglu ve Avuloglu-Yilmaz, 2022: 219,241)

kullandig1 baz1 modifikasyonlarla uygulanmigtir. Buna goére her donérden alinan heparinize
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edilmis 0,2 mL periferik kan, icerisinde 2,5 mL’lik LymphoPlus Medium besi ortami

bulunan tiiplere ekilmistir.

Kiiltiir tiipleri 37°C’deki etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiiriin baglangicindan
itibaren 24. saatte Carmoisine ve Ponceau 4R’nin yukarida belirtilen dort farkl
konsantrasyonu (37,5; 75; 150; 300 pug/mL) besiyerine eklenmistir. Ayrica bir pozitif
(Mitomisin C, 0,20 pg/mL) ve bir de negatif kontrol (distile su) kullanilmigtir.
Inkiibasyonun 44. saatinde, kiiltiir ortamma sitokalasin-B (5,2 pg/mL) ilave edilmesiyle
sitokinez engellenmistir. Daha sonra hiicreler, 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
iistte kalan stipernatant atilmigtir. Tiiplere, 0,75 M KCI (Potasyum kloriir) hipotonik
solisyonu ilave edilmistir. Ardindan ise yine soguk 3:1 metanol: asetik asitten olusan
karisim ile fiksasyon islemi gerceklestirilip tiipler +4°C’de 15 dakika bekletilmistir. Bu
islem iki kez daha tekrarlanmistir. Sonrasinda formaldehit ilave edilmis fiksatif ile
fiksasyon gergeklestirilmis ve son kez santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Santrifiij edilen
tiiplerin dibinde kalan hiicre siispansiyonu pipetle homojenize edilip soguk lamlar iizerine
damlatilarak yayilmasiyla preparatlar hazir hale gelmistir. Kurumaya birakilan preparatlar

24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

Preparatlarin boyanmasi

Hazirlanan preparatlar %5°lik Giemsa boyast (pH=6,8) ile 15-20 dakika boyanarak
kromozomal anormallikler, mitoz ge¢iren hiicre miktari, mikroniikleuslar, niikleer
tomurcuk ve niikleoplazmik kopriiler incelenmistir. Kardes kromatit degisimlerinin
gozlenmesi ve replikasyon indeksinin belirlenmesi icin ayrilan diger preparatlar ise Speit
ve Haupter’in (1985) gelistirdikleri metotta bazi modifikasyonlar yapilarak
Floresan+Giemsa boyamasina tabi tutulmustur (Speit ve Haupter, 1985). Bu uygulamaya
gore preparatlar oda sicakliginda 24 saat kurutulduktan sonra, diiz bir tepsiye konularak
iizerleri ince bir tabaka halinde fosfat tamponu (pH 6,8) ile kapatilmistir. Daha sonra UV
lambas1 (254 nm dalga boyu) ile 13 dakika iginlanmistir. Saf suda yikanan preparatlar
onceden 60 °C sicakliga getirilmis 1xSSC (Sodyum kloriir+Tri-Sodyum sitrat)
sollisyonunda 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan tekrar distile su ile yikanan preparatlar,
%5’1lik Giemsa boyasiyla (pH= 6,8) 25 dakika boyanmistir. Kurumaya birakilan preparatlar

entellan ile daimi hale getirilip mikroskobik inceleme i¢in hazir hale getirilmistir.
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3.2.3. Mikroskobik inceleme ve sonuclarinin degerlendirilmesi

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin belirlenmesi

Kromozomal anormalliklerin ve Mitotik indeksin belirlenmesinde her bir konsantrasyon
icin sayilan hiicre miktar1 asagidaki gibidir:

-KA igin her bir donérden kromozomlar1 iyi dagilmis 100 metafaz (toplam 200 metafaz)
-MlI i¢in her bir dondrden 1000 hiicre (toplam 2000 hiicre) degerlendirilmistir.

Bu sayim sonuglart kullanilarak anormal hiicrelerin yiizdesi ve hiicre basina diisen
kromozom anormalligi miktar1 belirlenmistir. Mitotik indeks ise bdliinen hiicre sayisini

toplam hiicre sayisina bolerek ve yiizdesi alinarak hesaplanmistir.

Kardes kromatit degisimi ve replikasyon indeksinin belirlenmesi

Kardes kromatit degisimini belirlemek i¢in, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazinin
analogu olan BrdU Kkiiltiir tiiplerine eklenmistir. Boylece, hiicre DNA’sin1 replike ettigi
sirada yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi i¢ine timinin yerine ortamda bulunan BrdU
geemistir. Sonrasinda UV ile 1sinlama yapilmig, kromozomlarda BrdU igeren bolgeler agik
renkte boyanirken, BrdU icermeyen bolgeler koyu renkte boyanmistir. Boylece KKD,
olusan renk farklilig1 sayesinde kolayca fark edilebilmekte ve ikinci mitozda ki metafaz
hiicrelerinde  kirilma sayisina gore birli, ikili ve gli degisimler olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica birinci (M1), ikinci (M2) ve liglincli (M3) mitoz evresindeki
hiicreler tespit edilebilmektedir.

Kardes kromatit degisimi ve Replikasyon indeksi (RI)’nin belirlenmesinde her bir

konsantrasyon i¢in sayilan hiicre miktar1 agagidaki gibidir:
-KKD i¢in her bir dondrden ikinci mitozdaki 25 metafaz (toplam 50 metafaz)
-Replikasyon indeksi (RI) i¢in her bir dondérden 100’er hiicre (toplam 200 hiicre)

Replikasyon indeksi (RI)=[1x(M1) +2x(M2)+3x(M3)]/N (N= incelenen toplam hiicre

sayis1) formiilii (Schneider ve Lewis, 1981) kullanilarak hesaplanmustir.
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Mikroniikleus (MN), niikleer tomurcuk (NT), niikleoplazmik koprii (NPK) frekanslarinin

ve Proliferasyon indeksinin (PI) belirlenmesi

Mikroniikleus, ntikleer tomurcuk ve niikleoplazmik koprii frekanslari, biniikleat (¢ift
cekirdekli) hiicreler incelenerek degerlendirilmistir. Biniikleat hiicreler, ¢ekirdek
boliinmesini tamamlamis fakat sitoplazmik bdliinmesi inkiibasyonun 44.saatinde eklenen
Sitokalasin-B ile engellenmis olan hiicrelerdir. Bu hiicreler ayn1 zamanda genotoksisitesi

test edilmek istenen materyalin eklenmesinden sonra boliinen hiicrelerdir.

MN, NT, NPK ve PI’nin belirlenmesinde her bir konsantrasyon i¢in sayilan hiicre miktari

asagidaki gibidir:

-MN i¢in her bir donérden 1000 biniikleat hiicre (toplam 2000) i¢indeki 1, 2 ve 3

mikroniikleus sayis1
-NT ve NPK i¢in her bir dondérden 1000 biniikleat hiicre (toplam 2000)

-PI icin her bir her bir donérden 500 (toplam 1000) hiicre icindeki 1 ¢ekirdekli (M1), 2
cekirdekli (M2), 3 ¢ekirdekli (M3), 4 ¢ekirdekli (M4) ve tizeri ¢ekirdekli hiicre sayisi

Hiicre basina diisen mikroniikleus sayist [1x (IMN) +2x(2MN)+3x(3MN+4MN)]/N (N
incelenen toplam hiicre sayis1) formili kullanilarak, Proliferasyon indeksi ise [1x(M1)
+2x(M2)+3x(M3)+ 4x(M4)]/n (n incelenen toplam hiicre sayisi) formiilii kullanilarak
belirlenmistir (Yiizbasioglu ve Avuloglu-Yilmaz, 2022: 219-241; Mamur, Yiizbasioglu,
Altok, Unal ve Deger, 2019).

3.2.4. izole edilmis insan lenfositlerindeki ¢calismalar

Comet testi

Yapilan c¢alismada, test materyali olarak kullanilan Carmoisine ve Ponceau 4R gida
boyalar1 izole insan lenfositlerinde uygulanmistir. Tek hiicre jel elektroforezi (Single cell
gel electrophoresis,SCGE) veya Comet teknigi, Singh ve arkadaslarinin (1988) uyguladig:
metot ile Avuloglu-Yilmaz ve arkadaglarimin (2017) kullandigi bazi modifikasyonlar

uygulanarak gergeklestirilmistir (Unal, Saygili ve Akbas, 2022: 313,335). Buna gore; kan
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orneklerinin 100’er pL’si Fosfat tamponu (PBS) ile karigtirilmis ve Lymphocytes

Seperation Media lenfositler ¢ozeltisi yardimiyla izole edilmistir.
Tripan Blue Canlilik testi > %97 bulunmustur.

Carmoisine ve Ponceau 4R gida boyalarinin belirlenen konsantrasyonlar1 ile izole
lenfositler 1 saat muamele edilmistir. Ardindan agar ile kaplanmig lamlar {izerine yayim
yapilmistir. Bu preparatlar 6nce lysing islemine ardindan elektroforez tankinda 25V 300
mA’de 20 dakika yiiriitme islemine tabi tutulmustur. Siire sonunda Etidyum bromiir (EtBr)
ile boyanan preparatlar Comet 6l¢lim programi “Comet Assay IV” (Perceptive Instruments

Ltd., UK) kullanilarak, floresan mikroskobunda incelenmistir.

Comet kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentinin belirlenmesinde her bir

konsantrasyon i¢in sayilan hiicre miktar1 asagidaki gibidir:

-her bir dondérden 100’er hiicre (Toplam 200 hiicre)

3.2.5. istatistiksel analizler

Kromozom anormallik (KA), kardes kromatit degisimi (KKD), sitokinez blok
mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) ve comet testlerine ait uygulama ve kontrol gruplarindan

elde edilen degerler karsilastirilmistir.

Mitotik indeks, replikasyon indeksi, KKD/Hiicre sayisi, MN/Hiicre sayisi, niikleer
tomurcuk ve niikleoplazmik koprii frekansi, niikleer boliinme indeksi, anormal hiicre
frekans1, KA/Hiicre sayisi, % kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti i¢in
doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla SPSS 23.0 bilgisayar programiyla regresyon

analizi gergeklestirilmistir.

Uygulama ve kontrol gruplarindan elde edilen mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi
(RI), anormal hiicre frekansi, hiicre bagina diisen kromozom anormalligi ve mikroniikleus,
niikleer tomurcuk, niikleoplazmik képrii frekansi ve proliferasyon indeksi (PI) sonuglari z
testi ile, kardes kromatit de§isimi ve comet testi sonuglar1 One-way ANOVA testi ile

analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Carmoisine Uygulamasinin Sonuclari

4.1.1. Kromozomal anormallik (KA) testi sonu¢lari

Carmoisine’nin kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde yapilan analiz sonuglarina
gore biitlin uygulama saatlerinde (24 ve 48 saat) bes tip yapisal anormallik goriilmiistiir.
Bunlar, kromatit kirig1 (%57,63), kardes kromatitlerde birlesme (%15,25), kromozom
kirigt (10,17), fragment (%8,48) ve kromatit degisimi (1,70) dir. Sayisal anormalliklerden
ise poliploidi (%6,77) gdzlenmistir. Bunlar arasinda en fazla goriilenler ise, kromatit kirigi

ile kardes kromatitlerde birlesmedir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2).

Carmosine'nin tiim muamele siirelerinde anormal hiicre yiizdesini ve hiicre bagina diisen
kromozomal anormallik frekansin1 konsantrasyona bagli olarak artirdigi (24 saatlik
uygulamada anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen anormallik sayis1 i¢in 1=0,95. 48
saatlik uygulamada anormal hiicre yiizdesi i¢in r=0,95, hiicre basma diisen anormallik
sayist i¢in r=0,93) gorilmiistiir. Ancak bu artis her iki parametre i¢in de sadece 300

pg/ml'lik konsantrasyonda anlamlidir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2).
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Cizelge 4.1. Carmoisine’nin insan lenfositlerine 24 ve 48 saat uygulanmasiyla olusan
kromozom anormallikleri ve frekanslari

Test Uygulama Anormallikler Anormal hiicre + KA/Hiicre + SH
Maddesi SH (%)
Siire Konsantrasyon ktk kzk f kkb ds ktd p
(saat) (ng/mL)
Kontrol 24 0,00 2 1 1,50+0,86 0,01540.008
MMC 24 0,20 9 2 1 2 1 2 8,50+1,97 0,080+0,019
Carmoisine 24 37,5 3 1 1 2,50+1,10 0,025+0,011
75 4 1 2,50+1,10 0,025+0,011
150 4 1 1 1 3,50+1,29 0,035+0,012
300 6 1 1 2 5,00+1,54 0,050+0,015
Kontrol 48 0,00 2 1 1,50+0,86 0,015+0,008
MMC 48 0,20 10 3 1 2 1 1 1 9,50+2,07 0,090+0,020
Carmoisine 48 37,5 2 1 1 2,00+0,98 0,020+0,009
75 3 1 2 2,50+1,10 0,020+0,009
150 4 1 1 1 1 1 4,50+1,46 0,045+0,014
300 8 2 1 1 1 6,50+1,74 0,0600,016
Kromozomal 57,63 10,17 848 1525 170 6,77
anormallik
yiizdesi

ktk: kromatit kirigi, kzk: kromozom kirigi, f: fragment, kkb: kardes kromatitlerde birlesme, ds: disentrik,
ktd: kromatit degisimi, p: poliploidi

“Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)

*
%
1 I 24 saat
i I I I . 48 Saat
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.

Konsantrasyonlar (pg/mL)

“Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.1. Carmoisine’nin 24 ve 48 saat uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerindeki anormal hiicre yiizdesi iizerine etkileri
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*Kontrole gére p<0.05 diizeyinde anlaml (z testi)

Sekil 4.2. Carmoisine’nin 24 ve 48 saat uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerindeki hiicre basina diisen anormallik frekansi {izerine etkileri
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Resim 4.1. Carmoisine uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde gézlenen
kromozom anormallikleri a) kromatit kirig1 b) kardes kromatitlerde birlesme
¢) fragment d) poliploidi

4.1.2. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi sonuc¢lar:

Carmoisine’nin her iki 24 ve 48 saatlik muamele siirelerindeki, KKD frekanslari,
replikasyon ve mitotik indeks degerleri ile her bir konsantrasyon i¢in birinci, ikinci ve
iclincii mitozu gegiren hiicrelerin sayist Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Carmoisine’nin 24
saatlik uygulamasinda, kontrole kiyasla en yliksek konsantrasyonda KKD oraninda anlamli

bir artis oldugu goriilmiistiir.

Ayni zamanda bu artisin konsantrasyonla giiclii bir iliskisi vardir (r=0,82). 48 saatlik
uygulamada ise kardes kromatit degisim frekanst (KKD) kontrole kiyasla higbir

konsantrasyonda anlamli olarak degisiklik gostermemistir.
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Mitotik indeks 24 saatlik uygulamada hemen hemen tiim konsantrasyonlarda (en diisiik

konsantrasyon harig), 48 saatlik uygulamada ise en yiiksek iki konsantrasyonda kontrole

gore Onemli oranda diigmiistiir. Regresyon analizi, bu diisiisiin konsantrasyonlara bagh

oldugunu (24 saat r = -0,76 ve 48 saat r = -0,89) gostermektedir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3).

Replikasyon indeksi (RI) ise tiim uygulama siirelerinde ve uygulanan konsantrasyonlarda

kontrole gore anlamli diizeyde degismemistir.

Cizelge 4.2. Carmoisine uygulamasinin insan periferal lenfositlerinde KKD, R ve
MI frekanslari iizerine etkisi

Test maddesi Uygulama Min-max KKD hiicre M1 M2 M3 Ri+SH Mi + SH
KKD /+SH
Siire Konsantrasyon
(saat) (g /mL)
Kontrol 24 0,00 0-11 3,06+0,33 68 56 74 2,01+0,05 7,95+0,60
MMC 24 0,20 4-22 11,4+0,64 61 57 82 2,10+0,05 4,60+0,48
Carmoisine 24 37,5 0-9 3,44+0,31 71 55 74 2,01£0,06 6,65+0,55
75 0-10 4,30+0,36 66 56 81 2,10+0,06 4,8510,48***
150 0-10 3,72+0,35 61 56 85 2,14+0,05 4,65i0,47***
300 0-11 4,3810,38+ 55 57 88 2,16+0,05 5,65i0,51**
Kontrol 48 0,00 3-14 3,22+0,38 68 59 73 2,02+0,05 7,55+0,59
MMC 48 0,20 2-29 9,20+ 1,09 80 53 67 1,93£0,06 3,55+0,41
Carmoisine 48 37,5 0-4 3,24+0,25 72 55 73 2,00£0,06 6,80+0,56
75 1-11 3,74+0,27 72 53 75 2,01+0,06 6,80+0,56
150 0-8 3,68+0,27 68 53 79  2,05+0,06 4,4010,47***
300 0-12 3,74+0,41 70 58 72 2,01+0,05 4,85i0,48***

** Kontrole gére p<0.01 diizeyinde anlamli (z testi)
“**Kontrole gore p<0.001 diizeyinde anlamli (z testi)

*Kontrole gore p<0.05 diizeyinden anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)
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*Kontrole gore p<0.05 diizeyinden anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)

Sekil 4.3. Carmoisine’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 kardes kromatit degisimi (KKD)
frekanslari
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Konsantrasyonlar (ug/mL)

™ Kontrole gére p<0.01 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gére p<0.001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.4. Carmoisine’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar: mitotik indeks (M) degerleri
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Resim 4.2. Carmoisine uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde gézlenen
kardes kromatit degisimlerine bir 6rnek

4.1.3. Sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) testi sonuclari

Carmoisine ile 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde gozlenen biniikleat
hiicrelerdeki mikroniikleus (MN), niikleer tomurcuk (NT), niikleoplazmik koprii (NPK)

frekanslar ve proliferasyon indeksi (PI) Cizelge 4.3’te gdsterilmistir.

Yapilan sitokinez blok mikroniikleus sitom testinde degerlendirilen parametrelerden MN,
NPK ve PI degerlerinde kontrole gére anlamli bir degisiklik goriillmemistir. Yalnizca NT
frekansinda en yiiksek konsantrasyonda (300 pg/mL) kontrole kiyasla anlamli bir artis s6z
konusudur ve bu artisin konsantrasyonla iliskisi zayiftir (r=0,55) (Cizelge 4.3, Sekil 4.5,
Resim 4.3).
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Cizcelge 4.3. Carmoisine’nin insan lenfositlerinde mikroniikleus, niikleer tomurcuk,
niikleoplazmik koprii frekanslar1 ve proliferasyon indeksi {izerine etkisi

Test Sayilan BN hiicreler =~ MN+ SH Niikleer ~ Niikleoplazmik Proliferasyon
maddesi Uygulama biniikleat Icinde (%) Tomurcuk Koprii (NPK)+  Indeksi
hiicre sayist ~ Mikroniikleu (NT) + SH SH (%) (PI) £SH
s (%)
Frekanslari

Sire  Konsantrasyon
(saat) (ng/mL)

o @
Kontrol 48 0,00 2000 4 - 020:0,10 0,10£0,07 0,05+0,05 1,66+0,40
MMC 48 0,20 2000 15 - 075:0,19 050+0,15 0,35£0,13 1,6140,39
Carmoisine 48 37,5 2000 3 - 0,15:0,08 0,100,70 0,100,07 1,670,40
75 2000 11 - 055:0,16 0,00£0,00 0,10+0,07 1,58+0,39
150 2000 9 - 045:0,14 005005 0,10£0,07 1,35+0,36
300 2000 71 045014 (404014  0.1040,07 1,47+0,38

“Kontrole gére p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)

0,8
0,7
0,6
, 0,450,45 05 *
0,5 ,
’ 0,4
0,4 0,35
0,3 02 M\
0.2 015
’ 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 -II:IIIT)K
0,1 0,05 0,05
0 0 “S 1R RR
& & 2 ’\°> RPN &@ KSR o\ SRR
& »

Konsantrasyonlar (pg/mL)

“Kontrole gére p<0.05 diizeyinde anlaml (z testi)

Sekil 4.5. Carmoisine’nin insan lenfositlerinde mikroniikleus, niikleer tomurcuk ve
niikleoplazmik koprii frekanslari tizerine etkisi
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Resim 4.3. Carmoisine uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde incelenen
mikroniikleus, niikleer tomurcuk ve niikleoplazmik koprii igeren
biniikleat hiicre 6rnekleri a) bir mikroniikleuslu bintikleat hiicre
b) bir niikleer tomurcuk iceren bintikleat hiicre c¢) bir niikleoplazmik
koprii igeren bintikleat hiicre

4.1.4. Comet testi sonuglari

Comet testi parametrelerine ait sonucglar Cizelge 4.4’te verilmistir. Kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti parametrelerinde hicbir konsantrasyonda kontrole gore anlamli farklilik

goriilmemistir.

Yalnizca kuyruk uzunlugu parametresinde, en yiiksek konsantrasyonda (300 pg/mL)
kontrole kiyasla anlamli bir artis sz konusudur ve bu artisin konsantrasyonla iliskisi

giiclidiir (r=0,88).
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Cizelge 4.4. Carmoisine ile insan lenfositlerinde olusan DNA hasar1

Test Maddesi Uygulama Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Yogunlugu Uzunlugu Momenti
(%) (nm)
Zaman Konsantrasyon
(Saat)

Kontrol 1 0,0 pg/mL 6,93+0,65 49,56+0,92 1,46+0,13
H>0s 1 100uM 10,06+0,98 72,37£2,80  3,52+0,75
Carmoisine 1 37,5 ng/mL 5,23+0,62 51,09+0,92 1,13+0,14
75 pg/mL 6,87+0,79 52,00+0,98 1,60+0,28
150 pg/mL 5,85+0,61 51,33+0,91 1,34+0,15
300 pg/mL 5,29+0,54 54,61:&0,94* 1,22+0,12

* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)

12
10,06
g 10
& 8 693
= ’ 6,87
g" 5,85
> 6 5,23 5,29
H
= 4
e
2
0
Kontrol HO2 37,5 75 150 300
Konsantrasyonlar (pg/mL)
* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (One Way ANOV A-Tukey testi)

Sekil 4.6. Carmoisine uygulamasi sonucunda izole insan periferal lenfositlerinde
comet kuyruk yogunlugu degerleri
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* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)

Sekil 4.7. Carmoisine uygulamasi sonucunda izole insan periferal lenfositlerinde
comet kuyruk uzunlugu degerleri
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=
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1,5
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1
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Kontrol H>,O, 300
Konsantrasyonlar (pg/mL)
* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)

Sekil 4.8. Carmoisine uygulamasi sonucunda izole insan periferal lenfositlerinde
comet kuyruk momenti degerleri
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Resim 4.4. Carmoisine sonucunda insan lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin
Comet testi ile gortiniimiinden 6rnekler a) Hasarsiz DNA b) Orta
hasarlt DNA c¢) Cok hasarli DNA

4.2. Ponceau 4R Uygulamasinin Bulgular

4.2.1. Kromozomal anormallik (KA) testi sonug¢lari

Ponceau 4R ’nin kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde yapilan analiz sonuglarina gore 24 ve
48 saat uygulanmasi ile bes tip yapisal anormallik ve bir sayisal anormallik tespit
edilmistir. Bunlar, kardes kromatitlerde birlesme (%40), fragment (%25,89), kromatit
kirigr (%18,82), kromozom kirigi (2,35) ve disentrik kromozom (%2,35) tipi yapisal
anormalliklerdir. Sayisal anormalliklerden ise poliploidi (%10,59) goriilmiistiir. En fazla
gorlilen anormallikler ise yapisal anormalliklerde goriilmiistiir; fragment ve kardes

kromatitlerde birlesmedir (Cizelge 4.5, Sekil 4.9).

Ponceau 4R’nin tiim uygulama siirelerinde anormal hiicre yiizdesini ve hiicre basina diisen

kromozomal anormallik frekansini sadece 300 pg/ml'lik konsantrasyonda istatistiksel
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olarak 6nemli derece artirdig1 gozlenmistir. Bu artiglarin kontrole gore anlamli oldugu ve
konsantrasyonla iliskisinin giiglii oldugu goriilmektedir (24 saatlik uygulamada anormal
hiicre ylizdesi i¢in r=0,85 ve hiicre basina diisen anormallik sayis1 i¢in r=0,84 ve 48 saatlik
uygulamada hem anormal hiicre yiizdesi hem de hiicre basina diisen kromozomal

anormallik frekans1 her iki deger i¢in de r=0,90).

Cizelge 4.5. Ponceau 4R uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan
kromozom anormallikleri ve frekanslar

Test Uygulama Anormallikler Anormal KA/Hiicre +
Maddesi hiicre + SH SH
(%)
Siire Konsantrasyon ktk kzk f kkb ds ktd p h
(saat) (ng/mL)
Kontrol 24 0,00 1 1 2 2,00+0,98 0,020+0,019
MMC 24 0,20 2 3 6 2 6,50+1,74 0,060+0,016
Ponceau 4R 24 37,5 2 3 1 1 3,50£1,29 0,035+0,012
75 1 2 4 1 4,00£1,38 0,030+0,012
150 2 3 1 1 3,50£1,29 0,035+0,012
300 1 1 6 5 2 7,50£1,86  0,065£0,017
Kontrol 48 0,00 2 2 1 2,50£1,10 0,025+0,011
MMC 48 0,20 10 1 4 7 1 3 1 13,5+£2,41 0,130+0,023
Ponceau 4R 48 37,5 2 4 3 2 5,50+1,61 0,055+0,016
75 1 2 5 1 4,50+1,46 0,045+0,014
150 4 1 6 1 6,00+1,67 0,060+0,016
Kromozomal 300 3 1 1 9 1 1 2004191 0,080£0,019"
anormallik
yiizdesi
18,82 2,35 25,89 40 2,35 10,59

ktk: kromatit kirigi, kzk: kromozom kirigi, f: fragment, kkb: kardes kromatitlerde birlesme, ds: disentrik, ktd: kromatit
degisimi, h: halka kromozom, p: poliploidi

*Kontrole gére p<0.05 diizeyinde anlaml (z testi)

** Kontrole gére p<0.01 diizeyinde anlamli (z testi)
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*Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore p<0.01 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.9. Ponceau 4R’nin 24 ve 48 saat uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerindeki anormal hiicre yilizdesi iizerine etkileri
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*Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore p<0.01 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.10. Ponceau 4R ’nin 24 ve 48 saat uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerindeki hiicre basina diisen anormallik frekansi {izerine etkileri
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Resim 4.5. Ponceau 4R uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde gézlenen
kromozom anormallikleri a) kromatit kirig1 b) kromozom kirigi
c) poliploidi d) fragment e) kardes kromatitlerde birlesme
f) disentrik kromozom
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4.2.2. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi sonuc¢lar:

Ponceau 4R’nin KKD frekanslari, replikasyon indeksi, mitotik indeks degerlerine 24 ve 48

saatlik muamele siiresindeki etkisi Cizelge 4.6’da verilmistir.

Kardes kromatit degisim frekansi i¢in (KKD) 24 ve 48 saatlik uygulamada en yiiksek
konsantrasyonda kontrole gore anlamli bir artis s6z konusudur ve bu artisin

konsantrasyonla iliskisi giicliidiir (24 saat i¢in 1=0,96 ve 48 saat i¢in r=0,89).

Mitotik indeks 24 saatlik uygulamada en diisiikk konsantrasyon hari¢ diger tiim
konsantrasyonlarda, 48 saatlik uygulamada ise biitiin konsantrasyonlarda kontrole gore
onemli diislis gostermistir. Yapilan regresyon analizi sonucunda konsantrasyonlar ile bu
diisiis arasinda kuvvetli korelasyon (24 saat r = -0,76 ve 48 saat r = -0,89) oldugu tespit
edilmistir. Biitiin uygulama siireleri incelendiginde replikasyon indeksi’nin (RI) higbir

konsantrasyonda kontrole gore anlamli diizeyde degismedigi goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Ponceau 4R uygulamasinin insan periferal lenfositlerinde KKD, Ri ve
MI frekanslar {izerine etkisi

Test Uygulama Min-max KKD hiicre/#4SH M1 M2 M3 RI+SH Mi+ SH
maddesi KKD

Siire Konsantrasyon

(saat) (ng /mL)
Kontrol 24 0,00 0-11 3,32 +0,35 51 66 83 2,16+0,05 9,05+0,64
MMC 24 0,20 4-22 8,26+ 0,55 61 67 72 2,05+0,06 4,45+0,46
Ponceau 24 37,5 0-9 3,96+0,34 56 60 84 2,14+0,05 7,55+0,58
4R
75 0-10 4,46+0,34 62 57 81 2,09+0,06 7.20+0 57*
150 0-10 4,72+0,35 57 62 81 2,1240,05 6.65+0 55**
300 0-11 6.04£0.41 54 61 85 2,15+0,05 73240 58*
Kontrol 48 0,00 3-14 2,94+0,29 56 65 79 2,11+0,05 8,30+0,61
MMC 48 0,20 2-29 10,24+0,75 62 67 70 2,03+0,05 4,10+0,44
Ponceau 48 37,5 0-4 4,06+0,34 51 60 89 2,19+0,05 6.40+0 54*
4R
75 1-11 4,12+0,32 59 58 83 2,1240,04 5851052
150 0-8 4,24+0,36 53 61 86 2,16+0,05 5.90+0 52***
300 0-12 6.28+0 36+ 55 62 83 2,14+0,05 5.45+0 50***

*Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)

**Kontrole gore p<0.01 diizeyinde anlamli (z testi)

**Kontrole gore p<0.001 diizeyinde anlamli (z testi)

* Kontrole gore p<0.05 diizeyinden anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)
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*Kontrole gore p<0.05 diizeyinden anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)

Sekil 4.11. Ponceau 4R ’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal

lenfositlerinde olusturduklar1 kardes kromatit degisimi (KKD) frekanslari
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*Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore p<0.01 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore p<0.001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.12. Ponceau 4R ’nin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin insan periferal
lenfositlerinde olusturduklar1 mitotik indeks (MI) degerleri
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Resim 4.6. Ponceau 4R uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde gézlenen
kardes kromatit degisimlerine bir 6rnek

4.2.3. Sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) testi sonuclari

Ponceau 4R ile kiiltire edilen insan periferal lenfositlerinde go6zlenen biniikleat
hiicrelerdeki mikroniikleus (MN), niikleer tomurcuk (NT), niikleoplazmik koprii (NPK)

frekanslar1 ve proliferasyon indeksi (PI) Cizelge 4.7°de gdsterilmistir.

Ponceau 4R’nin, mikroniikleus, niikleer tomurcuk, niikleoplazmik koprii frekanslart ve
proliferasyon indeksi etkileri incelendiginde hi¢bir konsantrasyonda kontrole gére anlamli

diizeyde degisiklige neden olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.13, Resim 4.7).

Cizelge 4.7. Ponceau 4R ’nin insan lenfositlerinde mikroniikleus, niikleer tomurcuk,
niikleoplazmik koprii frekanslar1 ve proliferasyon indeksi iizerine etkisi

Test maddesi Sayilan BN hiicreler =~ MN+SH  Nikleer  Niikleoplazmik Proliferasyon
Uygulama biniikleat Icinde (%) Tomurcuk  Koprii (NPK) = indeksi
hiicre sayis1  Mikroniikleus (NT) £ SH SH (%) (PI) =SH
Frekanslari (%)
Siire  Konsantrasyon
(saat) (LM /L)
6] @
Kontrol 48 0,00 2000 3 - 0,15+0,08 0,10+0,07  0,10+0,07 1,75+0,41
MMC 48 0,20 2000 10 - 0,50+£0,15  0,35+0,13 0,35+0,13 2,14+0,45
Ponceau 4R 48 37,5 2000 3 - 0,05+0,04  0,10+0,70 0,10+ 0,70 1,63+0,20
75 2000 11 - 0,15+0,08  0,15+0,08 0,05+0,04 1,55+0,39
150 2000 9 - 0,20£0,09  0,05+0,04 0,10 +£0,70 1,56+0,39
300 2000 7 1 0,40+0,14  0,20+0,09  0,25+0,11 1,60+0,39
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“Kontrole gére p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.13. Ponceau 4R ’nin insan lenfositlerinde mikroniikleus, niikleer tomurcuk
ve niikleoplazmik koprii frekanslar tizerine etkisi
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Resim 4.7. Ponceau 4R muamelesi sonucunda insan lenfositlerinde incelenen
mikroniikleus, niikleer tomurcuk ve niikleoplazmik koprii igeren
biniikleat hiicre 6rnekleri
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4.2.4. Comet testi sonuglari

Comet testi Ponceau 4R muamelesinde ii¢ farkli parametre incelenmistir (Cizelge 4.8).
Kuyruk yogunlugu parametresinde higbir konsantrasyon kontrole gére anlamhi farkliliga
neden olmamistir. Kuyruk uzunlugu parametresinde, en yiiksek iki konsantrasyonda (150
ve 300 pg/mL) ve kuyruk momenti parametresinde en yiiksek konsantrasyonda (300
ug/mL) kontrole kiyasla anlamli bir artig goriilmiistiir. Ve bu artislarin konsantrasyonla

iliskisi zayiftir (kuyruk uzunlugu parametresi r=0,68, kuyruk momenti parametresi r=

0,65).

Cizelge 4.8. Ponceau 4R ile insan lenfositlerinde olusan DNA hasar1

Test Maddesi Uygulama Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Yogunlugu Uzunlugu (pm) Momenti
(%)
Zaman Konsantrasyon
(Saat)
Kontrol 1 0,0 pg/mL 13,77+ 1,03 68,50 £ 0,81 3,41+ 0,25
H>0» 1 100uM 24,63 + 1,56 143,99 + 6,45 10,68 + 0,95
Ponceau 4R 1 37,5 ng/mL 13,82+ 1,10 70,82 + 1,36 3,90+ 0,40
75 pg/mL 17,10 £ 1,32 72,89 + 1,27 4,62 +0,42
150 pg/mL 13,83 £ 1,09 79,71 £ 1,69* 3,61 £0,28
300 pg/mL 18,19+ 1,21 73,14 + 1,32%* 4,89 + 0,40*

* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)
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Sekil 4.14. Ponceau 4R uygulamasi sonucunda izole insan periferal lenfositlerinde
comet kuyruk yogunlugu degerleri
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* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)

Sekil 4.15. Ponceau 4R uygulamasi sonucunda izole insan periferal lenfositlerinde
comet kuyruk uzunlugu degerleri
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Kontrol H>0» 37,5 75 150 300
Konsantrasyonlar (png/mL)
* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (One Way ANOVA-Tukey testi)

Sekil 4.16. Ponceau 4R uygulamasi sonucunda izole insan periferal lenfositlerinde
comet kuyruk momenti degerleri

Resim 4.8. Ponceau 4R sonucunda insan lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin
comet testi ile gortiniimiinden 6rnekler a) Hasarsiz DNA b) Orta

hasarlt DNA c¢) Cok hasarli DNA
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Resim 4.8. Ponceau 4R sonucunda insan lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin
comet testi ile goriiniimiinden 6rnekler a) Hasarsiz DNA b) Orta
hasarlt DNA ¢) Cok hasarli DNA

Carmoisine ve Ponceau 4R gida boyalari ile yapilan KA, KKD, MN ve Comet testlerinin

sonugclari topluca Cizelge 4.9 ve 4.10°da 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.9. Carmoisine ve Ponceau 4R gida boyalari ile yapilan KA ve KKD test

sonugclari
o Anormal KA/ . ) Anormal KA/ ) )
CARMOISINE ~ Hiuce - KKD MI R  PONCEAU4R Hice ... KKD M Ri
o iicre . Hiicre
Yiizdesi Yiizdesi
375 ng/mlL 375 ugiml,
75 ng/mL ‘ 75 pg/mL l
5;;_{ T 150 pg/mL '] 150 pg/mL }
300 pg/mL 1. t t l 300 pg/mL 1. 1. t ‘
375 ng/mlL 375 ug/ml.
!
75 ug/mL 75 ug/ml
L
W 150 pg/mL, 150 pg/mL
S44T ng 50 pg/
- -
300 pg/ml. 300 pg/mL
1 t ' t 1 t !
Cizelge 4.10. Carmoisine ve Ponceau 4R gida boyalar1 ile yapilan MN ve Comet test
sonugclari
Comet Comet
(1 Saat) (1 Saat)
CARMOISINE MN NPK NT Pi PONCEAU4R.  MN NPKNT PI
Kuymk Kuynk Kuoyruk Kuyuk  Kuynk  Kuymk
Yoguntugu Uzunlugu Momentt Yogunlugu Uzunlugu Momenti
37,5 ng/ml, 375 ugl
75 pg/nl 75 pg/l
48 Saat
150 pg/mL 150 pg/mL
t
300 pg/ml 300 pg/ml
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5. TARTISMA

Diinya ¢apinda modern gida endiistrisindeki gelismelerle birlikte katki maddelerinin
kullannm1 olduk¢a artmistir. Gida katki maddeleri, gida tedariginde cesitli {iretim
yontemlerini kolaylastirmak ve tamamlamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida
katk1i maddelerinin temel islevleri arasinda yiyecekleri bakterilerden koruyarak,
oksidasyonu ve diger kimyasal degisiklikleri dnlemek ve yiyeceklerin lezzetini arttirarak,
ekstra tat vermek bulunmaktadir. Ayrica yiyecekleri daha ¢ekici hale getirmek de temel

islevleri arasinda yer almaktadir (Zhang ve digerleri, 2023).

Gida katki maddeleri, renklendirici maddeler, koruyucular, emiilgatorler, asitlik
diizenleyicileri ve tat modiilatorleri gibi pek ¢ok farkli sinifa ayrilmaktadir. Tiim gida katki
maddeleri arasinda renklendirici boyalar olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida
boyalar1 ¢cogunlukla hidrofiliktir, gazli igecekler, salatalar, meyve sulari, dondurmalar ve
tatlilar gibi farkli gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Halilcevi¢ ve digerleri, 2022;
Khan ve digerleri, 2020).

Renklendiriciler, ¢ogunlukla farkli maddelere yeni renk vermek ve onlar1 daha ¢ekici ve
lezzetli hale getirmek i¢in eklenen azo bilesikleridir. Tekstil firmalari, kagit iiretim
endiistrileri, gida endistrileri, kozmetik ve ila¢ firmalar1 gibi farkli sektorlerde de
kullanilmaktadir. Bu gida boyalari, gida ambalajlarinin {izerinde renklendirici gida katki
maddeleri olarak E kodu ile belirtilmistir. Renklendiriciler E100 (Curcumin) ile E180
(Lithol Rubin) arasindaki numaralar1 almaktadir (Bisgin, 2023).

Renklendiriciler, dogal boyalar ve sentetik boyalar olmak iizere iki ana grupta
siiflandirilabilir. Gida boyalar1 kullanilmaya baslandigi ilk zamanlarda minerallerden,
bitkilerden ve hayvanlardan elde edilen boyalar, halen dogal boyalar olarak kategorize
edilmektedir. Sonrasinda iiretimin degismesiyle yapay/sentetik boyalar kullanilmaya
baslanmistir. Sentetik boyalar, dogal boyalara gore daha ucuz, uygulamasi kolay ve daha
cabuk renk veren maddelerden olusmaktadir. Dogal boyalara gore daha sik kullanilan
sentetik boyalar, kanserojeniteye, ¢ocuklarda hiperaktiviteye, bagisiklik tepkisinin

zayiflamasi gibi farkli hastaliklara neden olabilmektedir (Nabi ve digerleri, 2023).
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Yapay boyalar, renk 6zellikleri, tekdiizelik, kararhilik, diisiik maliyet ve pek c¢ok tonda
bulunurluklar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmakta olup bu da genel olarak estetik
kaliteyi arttirmaktadir. Bugiin ticari olarak temin edilebilen hemen hemen tiim boyalar
sentetik maddelerden olusmaktadir (Bonciu, 2019). Bununla birlikte, uygulanan sentetik
gida boyalarinin ¢ogunun, mutajenik kimyasallara benzer Ozelliklere sahip oldugu fark
edilmistir. Dogal boyalarin kullanilmasi daha giivenli ve ¢evre dostu bir segenek olsa da,
oldukca maliyetli, uygulanmasi daha zahmetlidir. Ayn1 zamanda temin edilmesi daha zor
ve istenen tonlar1 elde etmek i¢in ekonomik olmayan miktarlarda ham maddeye ihtiyag

duyulabilecegi anlamina gelmektedir (Ngo ve Tischler, 2022; Durazzo ve digerleri, 2022).

Renklendirme i¢in kullanilan sentetik boyalar genellikle fonksiyonel azo gruplarina (-
N=N-) sahip azo bilesikleridir. Gida ve tekstil renklendirmesinde kullanilan tiim boyalarin
yaklagik %70'inden fazlasini azo boyalar olusturmaktadir. Bu boyalar, giinliik hayatta
siklikla karsilagtigimiz ve bircogu gida endiistrisinde kullanilan maddelerdir. Son
zamanlarda gida boyalar1 ve saglik {iizerindeki etkileri hakkinda birgok tartisma
yapilmaktadir (Sevastre ve Hodorog, 2021). Azo boyalar kimyasal olarak
sentezlendiginden, kullanim ve bertarafinda giivenligi saglamak i¢in dikkatli iglemlere
ihtiya¢ vardir. Ayn1 zamanda, bazi azo boyalar toksik, kanserojen ve mutajen oldugundan
eser miktarda boya bile ciddi cevresel ve saglik tehlikelerine yol acabilir. Bu sentetik
boyalarin varligi cesitli biyolojik aktiviteleri de engelleyebilir. Bu nedenle, bunlarin
aritilmasi ve bertarafi i¢in siki diizenlemeler uygulamak 6nemlidir (Ngo ve Tischler, 2022;

Durazzo ve digerleri, 2022).

Renklendirici madde olarak en yaygin kullanilan gida katki maddelerinden biri Carmoisine
(azorubine)'dir. Bu gida renklendiricisi, hazir pek ¢ok gida iiriiniinde (paket ¢orba karigima,
joleler, tatli sekerlemeler gibi) siklikla kullanilmaktadir. Carmoisine kimyasal olarak
sentetik gida katki maddelerinin bir mono-azo bilesigi olarak siniflandirilir (Boyko ve
Brygadyrenko, 2021). Yiiksek konsantrasyonda Carmoisine’e maruz kalmanin genel
antioksidan kapasitenin yani sira dopamin ve serotonin diizeylerini azalttig1 gorilmiistiir.
Yapilan ¢aligmalara gore, bu renklendirici maddenin asir1 kullanimi farelerde oksidatif
stresi tetikleyerek anksiyojenik davramisa neden olabilmektedir. Ayrica oksidatif stres
yoluyla norodavranigsal kaliplarda degisiklikler meydana getirebildigi bildirilmistir. Bu
gida boyasi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin salinmasi, hiicresel olaylar iizerinde

oksidatif stres kaynakli zararli etkiye neden olabilmektedir. Merkezi sinir sistemi,
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beyindeki oksidatif bozulmadan etkilenmektedir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada,
oksidatif stresin yiiksek kaygi dilizeylerine katkida bulunabilecegi ve antioksidan
diizeylerini diisiirebilecegi agiklanmistir (Subramaniyan ve digerleri, 2023). Bu
renklendiricinin dikkat bozukluklarina neden olabilecegi gibi ndrolojik ve ayrica alerjenik

potansiyeli oldugu da bildirilmektedir (Labiod ve digerleri, 2022).

Ponceau 4R, yaygin olarak bilinen sentetik gida boyalar1 arasinda yer almaktadir. Komiir
katranindan elde edilen bu boya kirmizi renkte goériinmektedir. Ponceau 4R, mevcut rengi
gelistirmek, iiretimi standardize etmek, islemedeki kayiplar diizeltmek veya sadece son
iriinii renklendirmek gibi pek 6zelligi nedeniyle endiistriyel gidalara eklenmektedir. Ancak
bu boyanin kullanimi1 ve sonrasindaki etkileri ile ilgili baz1 arastirmalar tartismalara yol
acmistir. Azo boya simifina giren bu renklendirici, asir1 kullanim ile ¢esitli soruna neden
olabilmektedir (Ramos-Souza ve digerleri, 2023). Farkli gida {irlinleri ile fazla miktarda
tiketildiginde ciltte tahris, kizariklik, egzama, hiperaktif davranis bozukluklari, dikkat
dagmiklig1 gibi istenmeyen saglik sorunlarmma yol agabilmektedir. Bu nedenle, giinliik
tiiketilebilir miktarlar1 sinirli olan potansiyel olarak tehlikeli bir kimyasal oldugu
bildirilmektedir (Hua, Liang ve Wei, 2022; Bisgin, 2023). Ponceau 4R ’nin aromatik halka
yapisi ve onun azo fonksiyonel grubunun insan viicuduna zararli olabilecegi ve genetik
kusurlara ve sitotoksisiteye neden olabilecegi bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda bu gida
boyalarinin sulu ¢ozeltilerinin atik ¢evre sularina karistig1 ve boylece ekolojik sorunlara da
neden olabilecegi belirtilmektedir (Ghalkhani ve digerleri, 2022; Zarrin ve Sabz, 2022;
Sabeen ve digerleri, 2020).

Insanlarin maruz kaldig1 kimyasal, fiziksel birgok farkli ajan genotoksisiteye, infertiliteye
ve kansere kadar bircok hastaliga yol agmaktadir. Kanser ve genotoksisite arasindaki bu
bag karsinojen olan maddelerin ¢cogunun ayni zamanda genotoksik etkiye de neden
oldugunu gostermektedir. Biitlin bu ajanlar, hastaliklara neden olabildiginden genotoksisite
testleri uygulanarak s6z konusu etkilerinin tespit edilmesi gerekmektedir. /n vivo veya in
vitro olarak uygulanabilen bu testler, gida katki maddeleri gibi pek c¢ok kimyasalin
genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin tespitinde siklikla kullanilmaktadir. Ancak tek
bir testle toksik maddelerin mekanizmalarin1 ve oOzelliklerini anlamak miimkiin

olmamaktadir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu ve Unal, 2023).
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Genotoksisite, belirli bir maddenin, DNA mutasyonlarina veya kromozomal
rekombinasyona ve yeniden diizenlemelere neden olarak hiicrelerin genomunu degistirme
kabiliyetini ifade etmektedir. Bu etkilere sebep olan herhangi bir ajan, kromozomlarin
yapisinda parcalanma, bozulma, delesyon, duplikasyon ve kirilma gibi kromozomal
kararsizliklara neden olabilmektedir. Bu etkilerinin yani sira ¢esitli hastaliklara yol
acmakta, hiicre transformasyonunu ve kanseri tesvik etmektedir. Kanserojenite igin
belirleyici birinci nokta, DNA hasar1 olurken ikincisi ise, memelilerde mutasyonlarin
birikimidir (Musto ve digerleri, 2023). DNA, oksidatif, genotoksik ve metabolik stresler,
telomer erozyonu ve onkojenik mutasyonlar gibi ¢esitli endojen veya eksojen nedenlerle
stirekli olarak hasar gorebilir. DNA hasarini onarma siire¢lerinin basarisiz olmasi sonucu
metabolik organ fonksiyonlarinin bozulmasi kanser, yaslanma ve metabolik hastaliklarin

baslamasina neden olur (Uzen ve digerleri, 2023).

DNA'y1 etkileyen birgok kimyasal, bireylerde ve sonraki nesillerinde etkili olabilen
genotoksikolojik siireglerde rol oynayabilir. Genotoksisite degerlendirmesi, her biri farklh
DNA hasan tiirlerine karsi hassas olan cesitli testlerin yapilmasinmi icermektedir. Tek bir
testin, gen mutasyonu, yapisal kromozomal hasar ve andploidi gibi ii¢ ana genetik hasar
tipini glivenilir bir sekilde tespit edemedigi bilinmektedir. En yaygin kullanilan in vitro ve
in vivo mutajenite testleri; Ames testi, Comet testi, Kromozom anormallikleri (KA) testi,
Kardes kromatit degisimi (KKD) testi ve Mikroniikleus (MN) testidir. Bu testler birlikte
yapildiginda, dogrudan veya dolayli olarak ve birbirlerinin sonuglarini destekleyerek tiim

bu etkileri belirlemektedir (Munakata ve digerleri, 2023).

Bu testlerden, kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde, kromozomal anormallik,
kardes kromatit degisimi ve sitokinez blok mikroniikleus sitom testleri uygulanirken, izole
insan lenfositlerinde ise comet testi yaygin olarak gerceklestirilen yontemlerdir.
Genotoksisite testleri, cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin genetik materyal {izerindeki

hasarlariin mekanizmasini anlamamiz1 saglamaktadir (Ila ve Husunet, 2022:153,184).

Bu calismada gida boyalarindan Carmoisine (E-122) ve Ponceau 4R’nin (E-124)
genotoksik etkileri in vitro kosullarda dort farkli genotoksisite testi ile (kromozom
anormallikleri (KA), kardes kromatit degisimi (KKD), sitokinez blok mikroniikleus sitom
(CBMN-Cyt) ve comet) arastirtlmistir. Calismada her iki maddenin 37,5, 75, 150 ve 300
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pg/mL’lik konsantrasyonlari, KA, KKD ve CBMN-Cyt testlerinde kiiltiire edilmis insan
periferal lenfositlerine uygulanmis, izole lenfositler ise comet testi i¢in kullanilmistir. Bu
testlerle birlikte, Mitotik indeks, Replikasyon indeksi ve Proliferasyon indeksi degerleri de

belirlenmistir.

Kromozom anormallik testi, DNA hasarin1 tespit etme ve test edilen maddenin hem
klastojenik hem de angjenik etkilerini belirlemede etkili olmaktadir. Oldukca hassas, sik
kullanilan ve kabul goren bir genotoksisite testidir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu ve
Unal, 2023). Tez ¢alismasinda her iki renklendiricinin de 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda
anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basimna diisen anormallik frekanslarinin en yiiksek
konsantrasyonda anlamli olarak arttigi gorilmiistiir. Bu iki gida boyasinin en sik
olusturdugu anormallik tipi yapisal anormalliklerden kromatit kirigidir. Belirlenen diger
anormallikler ise; yapisal anormalliklerden, kardes kromatitlerde birlesme, kromozom
kirigl, fragment ve kromatit degisimi, sayisal anormalliklerden ise; poliploididir.

Carmoisine’den farkli olarak Ponceau 4R uygulamasinda halka kromozom da goriilmiistiir.

Hiicre dongiisiinde ortaya ¢ikan DNA ¢ift zincir kiriklart kromozomal anormalliklere
neden olmaktadir. G2 fazinda DNA’da olusan hasarin neredeyse tamamina yakini tamir
edilmektedir. Dolayisiyla burada meydana gelen ve tamir edilemeyen hasarlar kromozom
kiriklari, kromatit kiriklar1 gibi anormalliklerin olusmasina neden olmaktadir. Kromozom
veya kromatitlerin terminal bdélgelerinde olusan delesyonlar ve translokasyonlar
fragmentlerin olusmasina yol a¢maktadir. Kardes kromatitlerde birlesme, iki kardes
kromatitin u¢ bolgelerinde olusan delesyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar ve bu kirik uglarin
yeniden birlesmesiyle meydana gelmektedir. Kromatit degisimi, kromozomlar arasi
degisimler sonucu quadriradial (dortlii) veya triradial (tiglii) kromozomlar seklinde
goriilmektedir. Disentrik kromozom, sentromere sahip iki kirik kromozomun birlesmesiyle
meydana gelmektedir. Halka kromozomlar her iki kromozomun u¢ boélgelerinde olusan
kiriklar nedeniyle halka seklini alarak birlegsmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Sayisal
anormallikler ise, anormal kromozom bdliinmesiyle ortaya ¢ikan kromozom sayisindaki
degisikliklerdir. Poliploidi, haploid kromozom sayisinda katlar seklinde olan artiglardir
(Russo ve digerleri, 2019; van Gulik ve digerleri, 2023; Xue ve digerleri, 2020).
Kromozomal anormallikler morfolojik ve kantitatif degisiklikleri icermektedir. DNA ¢ift
zincir  kirilmalari, kromozomal morfolojik  degisikliklere neden  olmaktadir.

Kromozomlarin kantitatif degisiklikleri arasinda andploidi ve poliploidi bulunmaktadir.
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Sayisal kromozomal anormallikler, mitotik 1§ aparatinin bozulmasina bagli olarak
bozulmus hiicre ve kromozom bdliinmesinin bir sonucu olarak ortaya cikmaktadir.
Kromozomal anormallik oranindaki artig, incelenilen test materyallerinin karsinojenik
potansiyelinin belirlenmesinde olduk¢a onemli bir yere sahiptir (Han ve digerleri, 2023;

Holmannova ve digerleri, 2022).

Kromozomal anormallikler pek cok hastaligin gostergesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Diistik vakalar1 icin bilinen baslica genetik nedenlerin %60 kadarini olusturur (Boreiko ve
Rossman, 2020; Kassa, 2021). Spesifik kromozom anormallikleri karsinojenez sirasinda
iiretilse de, periferik kan lenfositlerindeki genetik hasarin karsinojenez geciren farkli hedef
hiicrelerdeki benzer hasar1 yansitmasina dayanarak, kromozomal anormalliklerin sikliginin
kansere yatkinligin bir belirteci oldugu diisliniilmektedir. Yapisal varyasyonlar1 iceren
kromozomal anormallikler, insan genetik hastaliklarinin ana nedenleri arasinda yer

almaktadir (Mantere ve digerleri, 2021; Toropov, Toropova, Raitano ve Benfenati, 2019).

Tez ¢alismasinda kardes kromatit degisimi testi de uygulanmistir. Kardes kromatit degisim
testi 2014 yilinda OECD kilavuzlarindan ¢ikarilmis olmasina ragmen diger genotoksisite
testlerinin sonuclarini desteklemek i¢in siklikla kullanilan bir testtir. Hem in vitro hem de
in vivo olarak uygulanmaya devam etmektedir. Kromozom anormallik testi kadar
DNA’daki hasar1 belirlemede hassas olmasa da, kardes kromatitler arasindaki genetik
materyal degisimini belirlenmesi agisindan 6nemlidir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu ve
Unal, 2022). Kardes kromatitlerde goriilen parca degisimlerinin, cevresel, genotoksik,
mutajenik ve kimyasal ajanlara maruziyet sonucunda arttig1 ve boylece DNA’da ortaya
cikan hasarin etkilerini gorsel olarak belirledigi bilinmektedir (Yiizbasioglu, Dilek, Erikel
ve Unal, 2023). Kardes kromatitler arasindaki homolog rekombinasyonun kardes kromatit
degisimi olusumu i¢in esas mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Bu test, DNA hasarinm
izlemek ve tespit etmek icin kullanilan hassas yoOntemler arasina girmektedir. Aymn
zamanda klastojenik ajanlarin kromozomlar iizerindeki etkisini gozlemlemek i¢in de
kullanilan bir tekniktir. Kardes kromatit degisimlerini indiikleyen birgok ajan ve kimyasal

madde 1iy1 bilinen mutajen veya karsinojenler arasina girmektedir (Celik, 2022: 185,217).

Carmoisine ve Ponceau 4R’nin insan lenfositlerinde kardes kromatit degisimi siklig
iizerine etkileri incelenmistir. Carmoisine’nin sadece 24 saatlik uygulamada 300 pg/mL’lik

konsantrasyonda ve Ponceau 4R’nin her iki uygulama periyodunda da yine sadece en
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yiiksek konsantrasyon olan 300 pg/mL’lik konsantrasyonda kontrole kiyasla KKD

frekansini 6nemli oranda arttig1 gorilmiistiir.

Sitotoksisitenin gostergesi olarak kabul edilen mitotik indeks, eger kontrol grubuna kiyasla
artarsa, hiicre proliferasyonunun hizli oldugunu gostermektedir. Mitotik indeksdeki azalma
ise, hiicre boliinme kapasitesinin kaybolmast veya hiicre oOliimiinde etkili olan
mekanizmalarin aktive olmasi gibi nedenlerle meydana gelebilmektedir. Replikasyon
indeksi ise hiicre boliinme kinetigini 6l¢mektedir. Mitotik hiicrenin ka¢ defa hiicre dongiisii
gecirdigini degerlendirmektedir. Her iki indeks de genotoksik maddelerin ve kimyasallarin
sitostatik aktivitesini degerlendirmeye katki saglamaktadir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu

ve Unal, 2022).

Mitotik indeks sonuglart incelendiginde Carmoisine’nin 24 saatlik uygulamasinda en
diisitk konsantrasyon hari¢ biitlin konsantrasyonlarda ve 48 saatlik uygulamasinda en
yiiksek iki konsantrasyonda (150 ve 300 pg/mL) kontrole gore anlamli diisiis oldugu
goriilmistlir. Ponceau 4R mitotik indeks degerlerinde 24 saatlik uygulamasinda en diisiik
konsantrasyon hari¢ kalan tiim konsantrasyonlarda ve 48 saatlik uygulamasinda ise biitiin
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla diislise neden olmustur. Bununla birlikte her iki gida

boyasinin da replikasyon indeksi {izerinde hicbir etkisi olmadigi tespit edilmistir.

Tez c¢alismasinda diger bir genotoksisite testi olan ve son yillarda oOzellikle insan
lenfositlerinde yaygin sekilde tercih edilen sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-
Cyt) testi de kullanmilmistir. Bu testte biniikleat hiicrelerde mikroniikleuslarin yani sira
niikleoplazmik koprii ve niikleer tomurcuk frekanslari da belirlenmektedir. Ayrica
proliferasyon indeksi de hesaplanmigtir. Carmoisine sadece en yliksek konsantrasyonda
(300 pg/mL) niikleer tomurcuk frekansinda anlamli bir artisa neden olmustur. Ponceau 4R
uygulamasinda ise higbir parametrede herhangi bir anlamli artis gdzlenmemistir. Ayrica

her iki gida boyas1 da proliferasyon indeksini etkilememistir.

CBMN-Cyt testi, mikroniikleus (MN), niikleoplazmik k&prii (NPK) wve niikleer
tomurcuklarin  (NT) gozlenmesini saglamaktadir. Mikroniikleuslar kromozomal
kirilmalarin veya tam bir kromozom kaybmin sonucunda olusurken, niikleoplazmik

kopriiler yanlis DNA onariminin ve telomer ug bolgelerindeki kayiplarin gostergesidir.
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Niikleer tomurcuklar ise DNA onarim komplekslerinin niikleer eliminasyonunun ve
amplifiye DNA’nin belirtecidir (Avuloglu-Yilmaz, Yiizbasioglu ve Unal, 2022). CBMN-
Cyt testinde sitokinezi inhibe etmek ve boliinen hiicrelerin tanimlanmasini saglamak igin
yaygin olarak bir aktin polimerizasyon inhibitorii olan Sitokalasin B kullanilmaktadir.
Sitokinezini bloke ederek, niikleer boliinmesini tamamlayan hiicrelerin ikiye ayrilmasini
engeller ve iki cekirdekli hiicreler meydana gelir. Bu test ile hem klastojenik hem de
andjenik etkiler belirlenebilir. Ayrica, periferik kan lenfositlerinde artmis MN frekansi,
insanlarda kanser riskininde gostergesidir (Siivola ve digerleri, 2022; Yiizbasioglu ve
Avuloglu-Yilmaz, 2022: 219,241). Mikroniikleuslar iki yol ile ortaya c¢ikabilmektedir:
klastojenik etki nedeniyle kromozomun kirilmasi ile olugan asentrik fragmentlerden veya
andjenik etki sonucu ig ipligi hatalaryla kutuplara c¢ekilemeyen tam bir kromozomdan.
Niikleoplazmik kopriiler, disentrik kromozomlardan kdken alir, niikleer tomurcuklar ise,
kromozomal kararsizlik ile iliskilendirilmigtir.  Niikleer = tomurcuklarin, gen
amplifikasyonunu indiikleyen secgici kosullar altindaki kiiltiirlerde ortaya ¢iktigi

goriilmistiir (Yiizbasioglu ve Avuloglu-Yilmaz, 2022: 219,241).

CBMN-Cyt testi ile proliferasyon indeksi de incelenmektedir. Proliferasyon indeksi yaygin
olarak sitotoksisitenin bir Ol¢iisii olarak kullanilmakta olup aynmi zamanda hiicre
boliinmesinin bir belirtecidir. Proliferasyon indeksinde meyda gelen azalma hiicre
dongiisiindeki inhibisyonu ve hiicrenin proliferasyon kapasitesindeki bir kaybi
yansitmaktadir. Bu belirteg kimyasallarin hiicrelerdeki etki mekanizmalar1 hakkinda

onemli bilgiler de vermektedir (Yiizbasioglu ve Avuloglu-Yilmaz, 2022: 219,241).

Bu calismada iki gida boyasmnin da izole lenfositlerde DNA hasar1 olusturup
olusturmadiginin belirlenmesi i¢in kuyruklu yildiz veya tek hiicreli jel elektroforez testi
olarak da adlandirilan comet testi gerceklestirilmistir. Comet testi sonuglarina gore,
Carmoisine’nin en yiiksek konsantrasyonda sadece kuyruk uzunlugu parametresini
istatistiksel olarak arttirdigr goriilmiistiir. Ponceau 4R ise kuyruk uzunlugunu en ytiksek iki
konsantrasyonda, kuyruk momentini ise sadece en yiiksek konsantrasyonda dnemli dlciide

artirmistir. Diger parametrelerde her iki madde i¢in de bir degisiklik gozlenmemistir.

Comet testi, DNA hasarinin oranin1 ve onarimini incelemek i¢in kullanilan hassas,

giivenilir ve hizli bir testtir. Bu teknik ile hiicrede tek ve ¢ift DNA zincir kiriklarinin
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saptanmast ve hiicresel diizeyde ortaya ¢ikan DNA hasarinin  belirlenmesi
amaglanmaktadir (Cordelli ve digerleri, 2021; Unal, Saygili ve Akbas, 2022: 313,335).
Comet testi, insan biyo-izlem c¢alismalari, molekiiler epidemiyoloji ve temel alanlardaki
uygulamalarda DNA hasarin1 degerlendirmek ve onarimini arastirmak icin standart
yontemlerden biri haline gelmistir. "Comet" terimi baslangigta agaroz jellerdeki DNA
formunu karakterize etmek ic¢in kullanilmistir. Kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve
kuyruk yogunlugu parametrelerine bakilarak comet sayis1 ve genel DNA gog¢ii seviyesinin
nasil oldugu ile ilgili sonuca ulasilmaktadir. DNA hasarinin derecesini tahmin etmek igin
sadece kuyruk uzunluguna degil diger parametrelere de bakilmaktadir (Jiang ve digerleri,
2023). Ayn1 zamanda comet testi Ozellikle diger teknikler kullanilarak kolayca
degerlendirilemeyen organlar ve dokular i¢in in vivo genotoksisitenin degerlendirilmesinde
bir arac olarak da kullanilmaktadir (Unal, Saygili ve Akbas, 2022: 313,335; Zhanataev ve
digerleri, 2020).

Comet testi analiz i¢in, az sayida hiicre gerektirmesi, hemen hemen her tiirden hiicreyle
uygulama yapilabilme esnekligi ve cesitli DNA hasarlarii yiiksek dogrulukla 6lgme
kapasitesi nedeniyle genotoksisite calismalarinda ve klinik arastirmalarda vazgecilmezdir.
Bu yontemle, ¢esitli kimyasallarin, fiziksel elementlerin, nanoparcaciklarin, ilaglarin vb.
mutajenitesi incelenebilmektedir. Bu test, gergeklestirilen teknige gore alkali ve ndtral
olarak ikiye ayrilmistir. DNA’y1 denatiire eden alkali elektroforez hem tek hem de c¢ift
zincir kiriklarinin belirlenmesine izin vermektedir. Buna karsilik, uzun bir siire boyunca,
notr elektroforez protokoliiniin yalnmizca ¢ift zincir kiriklarinin  belirlenmesine izin
verdigine inaniliyordu. Bu goriisiin tamamen dogru olmadig1 ve nétral comet testinin tek
zincir kiriklarini tespit etmek icin de ayni derecede etkili olduguna dair ¢ok sayida kanit

oldugu goriilmektedir (Jiang ve digerleri, 2023; Afanasieva Zazhytska ve Sivolob, 2010).

DNA hasarinin ve onariminin aragtirilmasi, insan yaslanmasini ve kanseri anlamak i¢in
oldukca biiylik 6neme sahiptir. Comet testi, DNA hasarmin birikimini ve onarimini
incelemek i¢in de gelistirilen bir testtir. Dolayisiyla fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlar
DNA'da mutasyonlar iiretebilir ve bunun sonucunda kanser ortaya cikabilmektedir. Bu
nedenle comet testinden elde edilen pozitif sonuglarin kanser gelisimi ile iligkili oldugu

bilinmektedir (Glavini'c ve digerleri, 2023).
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Carmoisine (E-122) ve Ponceau 4R (E-124) renklendiricilerinin genotoksik etkilerinin
incelendigi smirli sayida calisma bulunmaktadir. 2011 yilinda yapilan bir calismada
Carmoisine ve Ponceau 4R’nin mikroniikleus testi ile genotoksisitesi incelenmistir. Insan
periferik kan oOrneklerine gida boyalarmin 100, 200, 300 pg/mL’lik konsantrasyonlari
uygulanmis ve sonugta MN frekansinda kontrole kiyasla anlamli artis oldugu gézlenmistir
(Swaroop, Roy ve Vijayakumar, 2011). Calismamizda CBMN-Cyt testi uygulanmis olup
MN frekansinda herhangi bir degisiklik goériinmezken niikleer tomurcuk frekansinda

anlamli bir artis oldugu bulunmustur.

Carmoisine ve Ponceau 4R’nin insan periferal lenfositlerinde genotoksisitesi ile ilgili
literatlirde sinirhi sayida calismaya rastlanmistir. Ancak bu iki gida boyasinin genotoksik

etkilerinin farkli test sistemleriyle incelendigi calismalar bulunmaktadir.

EFSA Paneli 2009 ve 2013 raporuna gore, Carmoisine’nin genotoksisite agisindan
herhangi bir endisesinin olmadigi sonucuna varilmistir. Ciinkii ¢aligmalarin biiyiik bir
bolimii  genotoksik etkinin olmadigini gostermektedir. Escherichia coli, Salmonella
typhimurium (TA1535, TA1538, TA100 ve TA98 suslari) ile sitotoksisite ve mutajenite
acisindan test edildiginde mutajenik etki bulunmamistir (Viola and Nosotti, 1978).
Salmonella typhimurium'un (TA1538) metabolik aktivasyonla veya metabolik aktivasyon
olmadan Carmoisine’e maruz kalmasindan sonra mutajenik potansiyele dair kanit elde
edilememistir (Haveland-Smith and Combes, 1980). Carmoisine, mikrozomal aktivasyon
olmadan Saccharomyces cerevisiae'de (BZ 34) mitotik gen doniisiimiinii indiiklemedigi
gorlilmiistiir (Sankaranarayanan and Murthy, 1979). Bir in vivo ¢alismada farelerde,
kromozomal hasar1 artirmadigi  gozlenmistir (Durnev  ve  digerleri, 1995).
Salmonella/mikrozom testi, fare lenfomast TK +/- testi, Cin hamsteri yumurtalik
hiicrelerinde kromozom anormallik ve kardes kromatit degisim testi ve sigan
hepatosit/DNA onarim testi gibi bir ¢ok cesitli in vitro ¢alismalar yapilmis fakat bunlarin
hicbiriyle ilgili daha fazla ayrintiya yer verilmemistir (Ashby ve digerleri, 1988; Benigni,
1989; Gulati ve digerleri, 1989).

Vasileva ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir calismada, Carmoisine ve siklikla kullanilan
diger gida katki maddelerinin Allium cepa kok meristem hiicreleri iizerine etkileri

incelenmistir. Calismada, dort farkli konsantrasyon (0.05, 0.1, 1, 10 g/L) kullanilmis, 72
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saat boyunca gida katki soliisyonlari igeren tiliplere soganlar yerlestirilmistir. Kontrol grubu
icin distile su kullanilmis ve muamele siiresi sonunda filizlenen kokler bistiiri yardimiyla
ayrilmistir.  Sonugta C-metafaz, vagrant (basibos) kromozom ve mikroniikleus
frekanslarinda artiglar belirlenmistir. Ek olarak hiicre boliinmesinin baskilandig1 ve mitotik
indeksin azaldig1 gozlenmistir. Bu nedenle Allium cepa'min kdk meristem hiicreleri
iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Dolayisiyla Carmoisine’in
genotoksik risk tasidigi ve ayni1 zamanda sitotoksik oldugu tespit edilmistir (Vasileva ve

digerleri, 2021).

Farkli bir calismada Carmoisine ve Metanil sarist1 olmak iizere iki gida boyasinin
genotoksisitesi Allium cepa kullanilarak degerlendirilmistir. Bu iki azo boya, Allium
cepa'nin kok meristematik hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca % 0.25, % 0.50, % 0.75 ve %
1.0 konsantrasyonlarinda uygulanmistir. Hem Carmoisine hem Metanil sarisinin mitotik
indekste onemli bir azalmaya ayrica ¢ogunlukla daha yiiksek konsantrasyonda ve daha
uzun maruz kalma siiresinde farkli tiplerde kromozomal anormalliklere neden oldugu
bulunmugtur. Bu iki gida boyasi ile muameleden sonra meristematik hiicrelerde gézlenen
farkli aberasyon tiirleri; metafazda yonelim bozuklugu, metafaz yapiskanligi, anafaz
yapigkanligi, anafaz kopriisii, c-mitoz ve kromozom kiriklaridir. Carmoisine’nin
genotoksisitesi, tim konsantrasyonlarda ve maruz kalma siirelerinde Metanil sarisina
kiyasla ¢ok yiiksek bulunmustur. Boylece mevcut calisgmadan Carmoisine ve Metanil
sarisinin - genotoksik aktivitelere sahip oldugu, ¢ok kontrolli ve smirli dozlarda

kullanilmas1 gerektigi sonucuna varilmistir (Khan ve digerleri, 2020).

Bir diger calismada, cevreye salinan endiistriyel atik sularin i¢inde bulunan katki
maddelerinin genotoksik etkisinin rizobakteriler (PGPR) iizerinde incelenmistir. Sentetik
gida boyalari, endiistriyel atiklarda bol miktarda bulunmakta ve ¢evreye (su ve toprak)
bosaltildiklarinda 151k penetrasyonunu azaltarak alglerin, su bitkilerinin, tarimsal {iriinlerin
performansin1  ve biliylimesini engellemektedirler. Bitki biiylimesini destekleyen
rizobakteriler, toprak atmosferindeki nitrojen konsantrasyonunun mevcudiyetini artirma
giicline sahip olan rizosfer bakterileridir. Bu amagla, s6z konusu etkileri test etmek igin
Carmoisine E-122, Tartrazine E-102 ve Allura Red AC E-129 dahil olmak iizere agirlikli
olarak kullanilan {i¢ sentetik gida boyasi sec¢ilmistir. 24 ve 48 saat siireyle cesitli
konsantrasyonlarda (% 0.25, 0.50, 0.75, 1.0) Carmoisine E-122, Tartrazine E-102 ve
Allura red E-129 boyalarn bakterilere ayr1 ayr1 uygulanmistir. Bakterilerin DNA
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ekstraksiyonu ve konsantrasyonun belirlenmesi, degistirilmis bir spektrofotometri CTAB
ekstraksiyon yontemi ile yapilmistir. Elde edilen bakteriyel DNA numunelerine, DNA
hasarimi tespit etmek i¢in comet yontemi uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, tiim
gida boyalar1 konsantrasyona ve maruz kalma siiresine bagli olarak DNA'da 6nemli hasara
neden olmustur. Carmosine’nin neden oldugu DNA hasarmin kapsami, diger
renklendiricilerle karsilastirildiginda nispeten daha fazla oldugu goriilmiistiir (John ve

digerleri, 2023).

Raya ve arkadaglari, aralarinda Carmoisine’nin de bulundugu c¢esitli gida katki maddesi
karisimlarimin - glivenligini  degerlendirmek i¢in albino ratlarda alkali comet testi
gerceklestirmiglerdir. Gida katki maddeleri farkli gruplara ayrilan ratlara otuz giin boyunca
oral olarak verilmistir. Hemoglobin, bobrek fonksiyonlari, AST, ALT ve ALP aktiviteleri,
toplam protein ve alblimin seviyeleri gibi pek c¢ok farkli parametrede etkisi olup
olmadiklart incelenmistir. Sonuclar, kontrol grubuyla karsilastirildiginda incelenen tiim
gida katki maddelerinin kombinasyonlarinin énemli oranda hemoglobin konsantrasyonunu
azalttig1 gosterilmistir. Gida katki maddesi sayis1 arttikga, beyin, bobrek ve karacigerde
farklh derecelerde genotoksik etkinin arttig1 gériilmiistiir (Raya ve digerleri, 2020).

Carmoisine ve Sunset Yellow, renklendiricilerinin oral tiiketiminden sonra davranis
degisikliklerinin altinda yatan apoptotik etki, tam olarak anlagilmamistir. Bununla ilgili
olarak farelerde PCR analiz calismasi yapilmistir. Elli yetigkin erkek fare iizerinde
biyokimyasal ve molekiiler biyolojik parametreler incelenmistir. Calisma, her birinde on
fare bulunan 5 farkli grup tizerinde 3 ay da gerceklestirilmistir. Grup 1 kontrol grubu
olarak, grup 2 Sunset Yellow’un giinliik kabul edilebilir alim miktar1 (ADI) ile muamele
edilmis, grup 3 bunun 10 kat1 (10x ADI Sunset Yellow) ile muamele edilmistir. Grup 4
Carmoisine’nin gilinliik kabul edilebilir alim miktar1 ( 4 mg/kg BW) ve grup 5 bunun 10
kati (10x ADI Carmoisine) ile muamele edilmistir. Carmoisine’nin en yliksek
konsantrasyonlarina maruz kalindiginda, biyokimyasal parametreleri 6nemli Olg¢iide
degistirdigi ve hem serotonin hem de dopamin seviyelerini ayrica toplam antioksidan
kapasiteyi de azalttigi gdzlenmistir. Bu nedenle, hem Carmoisine’nin hem de Sunset
Yellow’un yiiksek konsantrasyonlarda oral uygulamasinin apoptotik etkiye neden
olabilecegi ve kullanimlarma dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir (Hussein,

Arisha, Tayell ve Abdo, 2021).
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2019 yilinda Carmoisine’in toksisitesi ve karsinojenitesinin incelendigi bir ¢aligmada bu
azo boyasi, farelere 120 giin boyunca diisiik, orta ve yiiksek olmak {lizere (sirasiyla 4, 200
ve 400 mg/kg/viicut agirligi) oral olarak uygulanmistir. Temel toksikolojik degerlendirme
yapilabilmesi i¢in hayvan viicut agirligi, organ agirliklari, hematolojik, biyokimyasal ve
molekiiler incelemeler gerceklestirilmistir. Sonucta Carmoisine’in orta ve yiikksek dozda
fare viicut agirliklarini, kontrole kiyasla 6nemli Slgiide azalttifi, trombosit, beyaz kan
hiicresi ve monosit sayilar1 énemli 6lgiide yiikselttigi, Hb ve kirmizi kan hiicresi sayilarini
kontrol grubuna gore Onemli Olgiide diislirdiigii belirlenmistir. Ayrica serum alanin
aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, alkalin fosfataz, total protein, globulin, {ire ve
kreatinin seviyesi gibi biyokimyasal parametreleri onemli Olg¢iide artarirken, serum

kolesterol seviyesinin muameleden sonra kontrole kiyasla azaltig1 tespit edilmistir.

RT-PCR sonuglari, Carmoisine’in fare karaciger dokularinda Bcl-x ve PARP geninin
ekspresyonunu onemli diizeyde arttigini ve p53 geninin ekspresyonunu azalttigini
gostermistir. Bu calisma, yiiksek doz (400 mg/kg) Carmoisine’in bobrek yetmezligi ve
hepatotoksisiteye neden oldugunu ortaya koymustur. Ayrica karaciger onkogenezinde

etkisi olabilecegi agiklanmistir (Reza ve digerleri, 2019).

Tez kapsaminda genotoksik etkilerinin incelendigi diger renklendirici olan Ponceau 4R ’nin
EFSA 2009 ve 2013 panelinde farkli genotoksisite calismalari yer almaktadir. Escherichia
coli kiiltirlerinde, Ponceau 4R'nin mutajenik potansiyele sahip olmadigi agiklanmistir
(Lick and Rickerl, 1960). Erkek farelerin kemik iligi hiicrelerinde, minimum etkili
intraperitoneal dozda klastojenik aktivite ve kromozom sapmalar1 kaydedilmistir (Agarwal
ve digerleri, 1993). Salmonella typhimurium’un S9'lu ve S9'suz TA1535, TA1537,
TA1538, TA98 ve TA100 suslar1 ile Ames testinde ve ayrica fare lenfoma TK+/- testinde
Ponceau 4R'nin mutajenitesi incelenmistir. Ames testinde ve fare lenfoma testinde
sonuclarin negatif oldugu bildirilmistir (Cameron ve digerleri, 1987). Ponceau 4R'nin tath
su balig1 Oryzias latipes ile gergeklestirilen dominant letal testte de negatif sonug verdigi
bildirilmistir (Shimada ve Egami, 1984). Salmonella typhimurium TA92, TA1535, TA100,
TA1537, TA94 ve TA98 suslar1 ile Ames testinde ve hamster fibroblastlarinda
kromozomal anormallik testi ile de incelenmistir. Ponceau 4R'nin Ames testinde negatif
etkili oldugu ve kromozomal anormallik testinde pozitif sonu¢ verdigi bildirilmistir
(Ishidate ve digerleri, 1984). Farelerde mikroniikleus testi yapilmis ve Ponceau 4R'nin

negatif etkili oldugu goézlenmistir (Hayashi M ve digerleri, 1988). Yine farelerde,
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gergeklestirilen comet testinde DNA hasarinda 6nemli artiglara neden oldugu bulunmustur

(Tsuda ve digerleri, 2001).

Ponceau 4R’nin Allium cepa L. kdk meristematik hiicrelerinde hiicre dongiisii iizerindeki
toksisitesi ii¢ konsantrasyonda (0.25, 0.50 ve 0.75 g/L), 24 ve 48 saatlik maruz kalma
stirelerinde incelenmistir. 24 saatlik uygulama siiresinde 0.75 g/L ve 48 saatlik uygulama
stiresinde 0,25 ve 0,50 g/L’lik konsantrasyonlarda mitotik indeks degerleri istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gostermistir. Ayrica Ponceau 4R’nin mikroniikleuslu hiicrelere,
gen amplifikasyonlarina ve anafaz-telofaz kopriileri gibi anormalliklere de neden oldugu

belirtilmistir (Santana, Sousa ve Peron, 2015).

2021°de yapilan bir ¢alismada Ponceau 4R'nin ii¢ farkli konsantrasyonunun (25, 50, 75
mg/ml) Somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testi ile Drosophila
melanogaster’in kanatlarinda olas1 mutajenik etkisi incelenmistir.  Bu maddenin
konsantrasyonuna bagli olarak genotoksik aktivite gdsterdigi belirlenmistir. Ek olarak,
Drosophila larvalarindaki glia hiicrelerinin yetiskin agsamada viicut parcalarini olugturmak
icin cogalma ve farklilasmaya gitmesi, kansere duyarli birgok memeli hiicresine benzer ve
insan genetik hastaliklarinda tanimlanan genlerin % 60'imdan fazlas1 benzerlikleri
yoniinden ortaktir. Bu nedenle calismanin sonuglari insan sagligint da yakindan

ilgilendirmektedir (Y1lmaz-Cetinkaya ve Yurtsever, 2021).

2022 yilinda yapilan bir ¢alismada, birden fazla gida boyasi ve metabolit kullanilarak
siganlardaki oral akut toksisite incelenmistir. Aralarinda Carmoisine ve Ponceau 4R’nin de
bulundugu bu gida boyalarinin sicanlardaki toksisitesini, immiinotoksikolojik,
hepatotoksikolojik ve genotoksikolojik acilardan tespit etmek i¢in in silico c¢alisma
gerceklestirilmistir. Carmoisine ve Ponceau 4R’nin konsantrasyonlarinin (81-275 mg/kg)
oral olarak verildigi kabul edilmistir. Calisma sonucunda, gida boyalar1 arasinda sadece
Aminopirazolon’un hepatotoksik etkisi oldugu ve Allura Red’in kanserojen oldugu
goriilmiistlir. Carmoisine ve Ponceau 4R’nin ise aralarinda oldugu diger gida boyalarinin

herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadig aciklanmistir (Kargupta ve digerleri, 2022).

Ponceau 4R’nin genotoksik etkileri in vivo mikroniikleus testi ile incelenmistir. Swiss

albino fare gruplar1 0.5, 1.0 ve 2 g/kg’lik dozlar ile muamele edilmis, 24 ve 48 saatlik
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etkileri belirlenmistir. Kemik 1iligi polikromatik (PCE) ve normokromatik (NCE)
eritrositleri ve mikroniikleasyonlu PCE (MNPCE) istatistiksel olarak analiz edilmistir.
Muamele edilen hayvan gruplar i¢in, MNPCE sikligi ve PCE/NCE orani analizleri,
muamele gruplart (0,5-2 g/kg) ile kontrol gruplart (NaCl ve NEU) arasinda 6nemli
farkliliklar gostermistir. Ponceau 4R doza ve zamana bagli genotoksisite; zamana ve
cinsiyete baglh sistemik toksisite gostermistir. Veriler sistemik toksik riskleri
giiclendirebilecek potansiyel klastojenik ve/veya aneugenik etkilere isaret etmektedir (de

Souza ve digerleri, 2022).

Bir diger calismada Ponceau 4R’nin erkek ddY farelerin hiicrelerindeki genotoksisitesi
comet testi ile degerlendirilmistir. Ponceau 4R’ye maruz kaldiktan sonra mide hiicrelerinde
ve kolon hiicrelerinin DNA lezyonlar tespit edilmistir. Ayrica, Ponceau 4R mesane,
karaciger, bobrek ve akciger hiicrelerinde DNA lezyonlar1 olusturmustur. Ancak zaman ve
muameleden bagimsiz olarak kemik iligi ve beyin hiicreleri i¢cin genotoksik olmadigi
belirlenmistir. Histopatolojik inceleme ve nekropsi sirasinda, incelenen hayvan

organlarinda herhangi bir hasar rapor edilmemistir (Sasaki ve digerleri, 2002).

Carmoisine ve Ponceau 4R’nin dahil oldugu azo boyalar smifindaki renklerdiricilerin

genotoksik etkilerinin incelendigi ¢alismalar da mevcuttur.

Yapilan bir c¢aligmada Tartrazin gida boyasiin, potansiyel in vitro sitotoksisite,
genotoksisite ve boyaya maruz kalan insan lenfositlerinin DNA onarimi iizerindeki
etkilerini degerlendirilmigtir. Tartrazin’in sitotoksisitesini 3-(4,5-Dimetil-2-tiyazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolyum bromiir testi ile ve DNA onarimi tepkisini comet testi ile
degerlendirilmistir. 0.25-64.0 mM arasinda degisen farkli konsantrasyonlar secilmistir.
Sonuglar, Tartrazin’in sitotoksik etkisinin olmadigini1 gdstermistir. Ancak, bu boyanin test
edilen tiim konsantrasyonlarda 6nemli bir genotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Hasarin ¢cogu tamir edilebilir olmasina ragmen, bazi hasarlar 24 saatlik muameleden sonra
pozitif kontrolden daha yiiksek c¢ikmistir. Bu veriler, Tartrazin’in saghga zararh
olabilecegini ve uzun siireli kullaniminin karsinojenezi tetikleyebilecegini gostermektedir

(Soares ve digerleri, 2015).
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Baska bir ¢alisma tartrazinin insan lenfosit kiiltiiriindeki genotoksik potansiyelini ve insan
lenfositleri ve melanom GR-M hiicre hattindaki sitotoksik potansiyelini degerlendirmeyi
amacglamistir. Insan lenfosit kiiltiiriinde genotoksik ve sitotoksik potansiyelini test etmek
i¢in kromozom anormallik testi ve sitokinez-blok mikroniikleus sitom testi kullanilmistir.
Insan melanom hiicre kiiltiiriindeki etkileri 2.5, 5, 10 mM konsantrasyonlarda
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar ve yapilan istatistiksel analizler, Tartrazin’in test
edilen konsantrasyonlarinin insan lenfositlerinde genotoksik olmadigin1 gostermistir

(Haveri¢ ve digerleri, 2018).

Bir diger arastirmada Tartrazine’in, 25, 500, 2000 mL/kg konsantrasyonlar1 farelerde
mikroniikleus ve comet testlerinde incelenmistir. Kemik iligi mikroniikleus testinde,
karaciger, mide ve kolon comet testinde kullanilmistir. Tartrazine icin genotoksik
aktivitenin acik bir sekilde olmadigi bildirilmistir. Gida katki maddeleri WHO/FAO
Komitesi’de (JECFA) bu verileri gozden gecirmistir ve Tartrazine i¢in herhangi bir

genotoksisite endigesi olmadigi sonucuna varilmistir (Bastaki ve digerleri, 2017).

Amaranth, Eritrosin ve Tartrazin gibi ¢esitli gida boyalari ile yapilmis bir ¢alismada, insan
periferik kan hiicrelerinde 0,02-8mM aras1 konsantrasyonlarin genotoksisitesi ve
sitotoksisitesi kardes kromatit degisimi, comet ve PCR ile incelenmistir. KKD frekansinda
kontrol seviyesine gore artis goriilmiistiir. 2, 4 ve 8 mM konsantrasyonlarda yiiksek
sitotoksisite bulunmustur. PCR amplifikasyonlar1 da incelendiginde bu gida boyalarinin
insan lenfositlerinde toksik potansiyele sahip oldugu gozlenmistir (Mpountoukas ve

digerleri, 2010).

Azo boyalari, tekstil boyalarinin agik ara en 6nemli sinifin1 temsil etmektedir. Yapilan bir
caligmada ¢esitli deri bakterileri tarafindan biyotransformasyonlari, biiylik 6lgiide dermal
olarak emilebilen aromatik aminlerin (AA'larin) acgiga c¢iktig1 belirtilmistir. AA'larin
genotoksik ve/veya kanserojen ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Ames testi yapilmis
S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarina S9 varliginda ve yoklugunda genotoksisite
incelenmistir. Bu c¢alismanin sonucu, tekstil azo boyalarindaki mutajenik AA'larin,
beklenenden ¢ok daha fazla endise verici oldugunu, bunun da muhtemelen gelecekte azo
boyalarinin diizenlenmesi tizerinde etkileri olacagi aciklanmistir (Briischweiler ve Merlot,

2017).
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Gida boyalari, pek ¢ok kromozomal anormallige ve DNA hasarlarina neden olmaktadir.
Fakat olusan bu anormalliklerin mekanizmalariyla ilgili hala c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Yiiksek miktarlarda Carmoisine tliketildiginde, reaktif oksijen tiirlerine
(ROT) neden olur. Bu durum oksidatif strese yol agarak bagisiklik sistemi hastaliklari,
norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok hastaliga neden olmaktadir. ROT
miktarinda artis oldugunda, DNA, protein ve lipitlerin oksidasyonu nedeniyle hiicre hasari
artmakta, nekroz ve apoptozis meydana gelmektedir. ROT’larin hiicrede 6nemli rolleri
bulunmaktadir. Hiicrede sinyal iletiminde, cogalma ve farklilasmada ve ¢esitli fizyolojik
olaylarda rol almaktadirlar. Yiiksek oranda iiretilen ya da normal diizeyde iiretildigi halde
notralize edilemeyen serbest radikaller, lipidlerde peroksidasyona, proteinlerde yikim
nedeniyle olusan enzim aktivitesi kaybina ve DNA yikimi nedeniyle mutasyon ve
karsinojenik etkiye yol agmaktadir. (Kiziltan ve digerleri, 2022; Subramaniyan ve

digerleri, 2023).

Carmoisine ile muamele edilen karaciger dokularinda DNA onarim geni PARP'n
ekspresyonundaki degisim fark edilmis, bu da apoptozun engellenmesini ve karaciger
dokusunda mutasyon veya tiimor indiiksiyonunu dogrulamistir. Ayrica, timor baskilayici
gen olan p53, muamele edilen farelerin karaciger dokularinda daha az ifade edilirken,
kontrol karaciger dokularinda tam ekspresyona ugramistir. Bu da muamele edilen
karaciger dokularinda mutasyon ve/veya tiimdr hiicresinin olusacagini dogrulamistir (Reza
ve digerleri, 2019). Arastirmacilar Carmoisine’in gida ve ila¢ endiistrilerinde kullanimi
onaylanmis olmasina ragmen, saglik riskleri olusturabilecegini, hayati organlar1 (Orn.
karaciger ve bobrekler) olumsuz etkileyebilecegini ve fonksiyonlarini degistirebilecegini
belirtmislerdir. Yiiksek dozda hepatoseliiler hasar riskini artirmakla kalmadigini, ayni
zamanda kansere de neden olacagini, karacigerin Carmoisine toksisitesinin ana hedef
organi oldugunu bildirmislerdir. Sentetik gida azo boyalarnin saglik iizerindeki olumsuz
etkileri konusunda kamuoyunda farkindalik yaratilmasi ve ADI araliginda tiiketimin tesvik
edilmesi gerektigini vurgulamislardir (Reza ve digerleri, 2019). Yapilan bir diger
calismada Carmoisine’in DNA ile baglanabildigi ve bu baglanmanin, DNA'nin B-form
yapisinda orta derecede konformasyonel bozulmalara neden oldugu aciklanmistir. Bu
degisimin mutajenite veya karsinojeniteye katki saglayabilecegi bildirilmistir (Basu ve

Kumar, 2014).
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Carmoisine ile muamele sonrasinda toplam antioksidan kapasitede belirgin bir diisiis
bildirilmistir. Makrofajlarda asirt ROT birikimi, hiicre metabolik fonksiyon bozukluguna
ve apoptoza yol agabilen RNA, DNA, lipidler ve proteinde bir dizi hiicresel degisikligi
tetikleyebilir. Apoptoz, hiicre popiilasyonlarini kontrol etmenin ¢ok 6nemli bir yoludur ve
bu nedenle kontrol altinda olmasi zorunludur. Normal hiicre O6liimiindeki homeostaz,
oksidatif stresin kisitlanmasiyla siki bir sekilde sinirlandirilmistir. Sonug olarak, bu
yolaklar boyunca hatali sinyallesme, apoptozun baslatilmasinin yan1 sira kanser gelisimini
de miimkiin kilmaktadir. Carmoisine, hiicre boliinmesi inhibisyonunun yani sira membran
ve DNA hasar1 yoluyla apoptotik indiiksiyona neden olmaktadir. Carmoisine, beyin
dokularinda proapoptotik bir gen olan Fas, Fas-L, BAX ve Caspase-3 gen ekspresyonu ile
dogrulanan apoptotik ortamin ilerlemesine neden olmustur. Dolayisiyla oksidatif stresin
olugmasi ve ROT birikimine neden olmasi nedeniyle norogelisimsel saglik sorunlar1 ortaya

cikmasi endigesi bulunmaktadir (Hussein, Arisha, Tayell ve Abdo, 2021).

Carmoisine ve Ponceau 4R metabolizmasi siilfonatli aromatik aminler iiretmektedir. Jung
ve arkadaslar1 bir dizi siilfonathh aromatik aminlerin genotoksisitesini incelemislerdir.
Fenilaminlerin ve naftilaminlerin genotoksik potansiyelleri {iizerinde siilfonasyonun
etkisine iliskin fikir edinmek i¢in, siilfonatli aromatik aminlerin genotoksisitesi, siilfonatsiz
analoglart ile karsilastirilmistir.  Ames testlerinde genel olarak siilfonatlanmis
fenilaminlerin ve naftilaminlerin Salmonella'ya karsi mutajenik olmadigi bulunmustur.
Bazi siilfonatli aromatik aminler icin in vifro ve in vivo diger test sistemleri de hicbir
genotoksisite gostermemistir. Mevcut verilere dayanarak, stilfonatlanmis aromatik
aminlerin, stilfonatlanmamis analoglarinin aksine, hi¢ veya ¢ok diisilk genotoksik
potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle calisma, metabolik
parcalanmayla tiiretilen veya renklendirmede kirletici maddeler olarak bulunan siilfonatl
aromatik aminlere maruz kalmanin herhangi bir 6nemli genotoksik risk olusturmadigin
gostermistir (EFSA, 2009). Ancak bunun aksini agiklayan caligmalarda endiistride yaygin
olarak kullanilan azo boyalarin toksik aktivitesi metabolizmalarinin bir sonucu oldugu
bildirilmektedir. Enzim aracili azo indirgenmesi, DNA'ya saldiran aktif aromatik aminlerin
olusumuna yol agmaktadir. Bu maddelerin tavsiye edilen giinliik alim miktarindan (ADI)
daha yiiksek miktarlarda alinmasinin memeli modellerinde olumsuz etkileri oldugu

gosterilmistir (Mishra, 2020).



75

Tez calismasinda her iki azo boyanin genotoksik potansiyelinin benzer oldugu ve 6zellikle
yiiksek  konsantrasyonlarin  genotoksik etki  olusturdugu  gozlenmistir.  Diisiik
konsantrasyonlarda her hangi bir genotoksik etki belirlenmemistir. Gida boyalarmin
genotoksik etkileri ve kanser iligkisinin mekanizmalarimin anlagilmasi igin ilave

caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gida boyalari, yaygin olarak tiiketilen birgok yiyeceklerde bulunan ve son zamanlarda
siklikla karsimiza c¢ikan katki maddelerindendir. Bu boyalarin saglik tizerine etkisi
arastirilmalara konu olmaktadir. Renklendiricilerin fazla ve dikkatsiz kullanimi nedeniyle
alerjik reaksiyonlar, mide bulantisi, kalp-damar hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliga neden
olabilecegi goriilmektedir. Hatta bazi gida boyalarinin kanserojen, klastojenik ve
genotoksik Ozellikler de gosterdigi bildirilmistir. Bundan dolayi, gida boyalarinin dikkatli
kullanilmas1 gerekmektedir (Momtaz, Bubli and Khan, 2023).

Sentetik gida boyalar1 arasinda en 6nemlisi suda ¢odziinen azo boyalardir. Bunlar genellikle
ilag ve gida endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica azo boyalar, 6zellikle suruplar,
sekerlemeler ve enerji icecekleri gibi dikkat ¢ekici ¢ok farkli yiyecek ve iceceklerde renk
kaybmi telafi eden parlak tonlari nedeniyle ve tatlar1 zenginlestirmek amaciyla en sik
kullanilanlardir (Nandanwadkar ve Mastiholimath, 2020). Bir¢ok boya, laboratuvar
hayvanlar {izerindeki olumsuz etkileri veya yetersiz testler nedeniyle yasaklanmistir. Bu
testlerin kanserojenite, genotoksisite ve asirt duyarlilik kanitlart olusturmasi, boyalarin
gidalarin giivenligini veya beslenme kalitesini artirmadigi gergegi ile birlestiginde, ¢ok
dikkatli kullanilmalar1 gerektigini ve daha giivenli renklendiriciler kullanilmasinin zaruri
oldugunu ortaya koymaktadir. Diizenleyici makamlarin daha iyi ve bagimsiz toksisite
testleri yapmalari, kullanim onay1 verilmesinde dikkatli davranmalar1 ve sadece iyi test

edilmis, glivenli boyalar1 onaylamalar1 dnemlidir (Kobylewski ve Jacobson, 2012).

Carmoisine (E122) kirmizi renkli bir sentetik-azo boyadir. Tiketim miktarina dikkat
edilmeden fazla Carmoisine maruz kalinmasinin, hiperaktiviteye neden oldugu, alerjik
reaksiyonlar ortaya ¢ikardigi ve karacigere zarar verdigi bildirilmektedir. Ponceau 4R
(E124) ise siklikla kullanilan diger bir azo boyadir (Kamali ve digerleri, 2023). Carmoisine
ve Ponceau 4R’nin kullanim miktarlar1 siki bir sekilde kontrol edilmekle birlikte izin
verilen seviyeleri agabildigi de bildirilmektedir. Bu nedenle, 6zellikle i¢ecekler gibi yliksek
tiiketimli iiriinlerde renklendirici diizeylerinin izlenmesi biiyliik 6nem kazanmaktadir. Son
yillarda yapilan caligmalarin sayisi, bu sorunun olduk¢a 6nemli oldugunu ve sentetik
renklendiricilerin zararlarinin tespiti i¢in hizli, dogru ve secici testlerin gelistirilmesi

gerektigini gostermektedir (Mirabi ve Norouzi, 2023).
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Arastirmalar gostermistir ki giinliilk hayatta rahatca ulasilabilen ve 6zellikle ¢ocuklarin
dikkatini ¢eken pek cok yiyecekde bu gida boyalari bulunmaktadir. Bu nedenle
renklendirici maddelerin genotoksik etkilerinin incelenmesi, arastirtlmasi 6énemli ve hassas
bir konudur. Farkli test sistemleri ile desteklenerek literatiire katki saglanmalidir. Ayni
zamanda bu arastirmalar, gida boyalarinin fazla kullanimlarindan dolay1r ortaya cikan
endiselerin giderilmesini de saglayabilir. Ancak hala azo boyalarin mutajenik ve
genotoksik aktivite mekanizmasini gdsteren ¢alismalar sinirhidir. Ayrica bu maddelerin,
her birinin DNA hasarinda rol oynayan mekanizmalari hakkinda ¢ok az calisma

bulunmaktadir. Dolayisiyla yeni bilgi ve ¢alismalara ihtiyag vardir.

Bu tez calismasinda, Carmoisine ve Ponceau 4R’nin insan lenfositleri iizerinde
genotoksisitesi birbirini tamamlayan dort farkli genotoksisite testiyle incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gore her iki gida boyasinin da genellikle en yiiksek konsantrasyonlarinda
genotoksik etki goriildiigl tespit edilmistir. Bu nedenle gida, ilag gibi insanlarin siklikla
kullandig1 iriinlerde diisilk dozlarda kullanilmasi ©6nemlidir. Bu renklendiricilerin
iiriinlerde tek basina kullanilmadigi, bir¢ok gida katkisiyla birlikte bulunduklari da
unutulmamal1 ve kokteyl etkisi olusabilecegi de goz onilinde bulundurulmalidir. Bunlarin
yanisira diisiik konsantrasyonlarda genotoksik potansiyele sahip olmamalari insan saglig
acisindan son derece dnemli bir avantajdir. Kullanim dozu siki sekilde denetlenirse saglik

uzerinde olumsuz etkileri minimuma inebilecektir.

Bu caligma Carmoisine ve Ponceau 4R ’nin insan lenfositlerinde genotoksik etkilerinin KA,
KKD, MN-sitom ve comet testleriyle incelendigi ilk calismadir. Bu nedenle literatiire
onemli katki saglayacaktir. Tez ¢alismasi in vitro kosullarda lenfosit hiicre kiiltiirii ve izole
lenfositlerde gergeklestirildiginden in vivo etkilerin incelendigi calismalarla da sonuglar

desteklenebilir.
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