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OZET

Yuksek Lisans Tezi

GIDA MADDELERINE KATILAN BAZI SENTETIK AZO GIDA BOYALARININ
Drosophila melanogaster’in OREGON R YABANIL ve VESTIGIAL MUTANT
SOYLARINDA LARVAL MORTALITE VE OMUR UZUNLUGU UZERINE

ETKIiLERI

Sidika SEMERDOKEN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman: Dog. Dr. Handan UYSAL

Bu ¢alismada, sentetik gida boyalarindan Tartrazin, Amarant, Sunset Yellow, Ponceu 4R’nin
Drosophila melanogaster’in Oregon (R) yabanil ve Vestigial mutant soylarina ait 72+4 saatlik
larvalar {izerine toksik etkileri aragtirilmistir. Ayrica gida boyalar ile kronik beslenmeye bagl
olarak her iki soyun ergin bireylerinde dmiir uzunluklar1 da belirlenmistir.

Calismanin ilk asamasinda kontrol ve uygulama gruplarina ait besiyerlerine ayn1 yash 100’er
larva konulmus ve larvadan ergine gelisebilen bireyler kaydedilmistir. Tim uygulama
gruplarinda konsantrasyon artigina baglh olarak larval mortalite oraninin hem yabanil hem de
mutant soylarinda arttig1 gézlenmistir (P<0,01).

Calismanin ikinci agamasinda disi ve erkek popiilasyonlarina ait ergin bireylerin maksimum ve
ortalama 6miir uzunluklar1 belirlenmistir. D. melanogaster’in hem Oregon R hem de Vestigial
soylarina ait digi ve erkek bireylerin hayat tablosu verileri degerlendirildiginde kontrol grubuna
gore tim uygulama gruplarinda hem erkek hem de disi bireylerin dmiir uzunlugunun Snemli
Olciide azaldig1 tespit edilmistir (P<0,01).

Larval mortalite ve 6mir uzunlugu deneylerinden elde edilen sonuglara gore, gida boyalari i¢in
toksisite siralamasinin Tartrazin> Amarant> Sunset Yellow> Ponceu 4R seklinde oldugu

belirlenmistir. Tiim uygulama gruplarinda larval mortalite ve dmiir uzunlugu bakimindan disi ve
erkek bireyler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P<0,01).

2012, 90 sayfa

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, gida boyasi, larval mortalite, dmiir uzunlugu



ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECTS of SOME SYNTHETIC AZO FOOD DYES on THE LARVAE
MORTALITY and LONGEVITY in OREGON R WILD and VESTIGIAL MUTANT of
Drosophila melanogaster

Sidika SEMERDOKEN

Atatlrk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Handan UYSAL

In this study, the toxic effects of synthetic food dyes Tartrazine, Amaranth, Sunset Yellow and
Ponceau 4R on the 72+4 hour larvae of Drosophila melanogaster Oregon (R) wild and Vestigial
mutant types have been examined. In addition, the adult longevities for both types have been
determined depending on chronic feeding with food dyes.

In the first stage of study, 100 larvae of the same age were placed in the control and application
group media and the individuals that could develop from larvae to adult were recorded. It was
observed that the mortality ratio increased in both the wild and the mutant types based on the
concentration increase in all application groups (P<0,01).

In the second stage of study, we were determined the maximum and average longevities of the
adult individuals of the female and male populations. When the life tables of both Oregon R and
Vestigial types of female and male D. melanogaster individuals were evaluated, it was
determined that the longevities of both male and female individuals in all application groups
decreased significantly (P<0,01).

According to the results obtained from the larval mortality and longevity experiments, toxicity
order has been for food dyes as Tartrazine> Amaranth> Sunset Yellow> Ponceau 4R.

Significant differences have been determined between the female and male individuals in all
application groups regarding the larval mortality and longevities (P<0,01).

2012, 90 pages

Keywords: Drosophila melanogaster, food dyes, larval mortality, longevity
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1. GIRIS

1.1. Gida Katki Maddeleri

Giliniimiizde tiiketiciye sunulan gidalarin igeriginde dogal olarak KH, protein, yag ve
vitamin gibi organik bilesikler ile cesitli kimyasal maddeler bulunmaktadir. Bu
kimyasal maddeler gida isleme sirasinda gidaya istenilerek katilmakta veya

istenilmeden bulagsmaktadir.

Gidalarda kimyasal madde kullanimu ile ilgili tarihsel gelismeler incelendiginde, M.O.
3000 yillarinda et iiriinlerini saklamada tuzdan yararlanildigi, M.O. 900 yillarinda ise
odun tiitstisiiniin kullanildig1 bilgisine rastlanilmaktadir. Ortagagda tuz ve tiitsiiniin yani
sira etin rengini olumlu yonde degistirmek ve botulizmi dnlemek amaciyla nitratin da
kullanildig1 bilinmektedir (Altug 2001). M.O. 50 yillarinda baharatlardan lezzet verici
olarak yararlanilmistir. Gida boyalari ise giiniimiizden yaklasik 3500 y1l kadar 6nce ilk
kez Misirhilar tarafindan renklendirme amaciyla kullamilmustir. ilk sentetik boya
1856’da Sir William Henry Perkins tarafindan siyah anilinden elde edilmistir (Crosby
1981; Newsome 1986). 19. Yiizyildan itibaren endiistrilesme ile birlikte gida katki
maddelerinin kullaniminda da artig baglamistir. Bu yiizyilda gidalara katilmaya baslayan
benzoik asit, sodyum, karbonat, sakarin gibi maddeler giiniimiizde de gida katkis1 olarak
kullanilmaktadir. 20. yiizyillda gida iiretiminin artmasi ile gida katki maddelerinin
kullaniminda da &nemli artislar gdzlenmistir. Ornegin; islenmis peynir yapiminda
sitratlar, fosfatlar gibi emiilsifiye edici tuzlar kullanilmis, emiilgator katilimi ile
margarin yapimi giderek kolaylagmis, gidalarin kalitesini gelistirmek amaciyla lezzet
verici maddelerden ve lezzet artiricilardan yararlanilmaya baglanilmistir (Erdogan

2008).

Tarihsel siireg icerisinde katki maddeleri her zaman yararli amaclar igin
kullanilmamistir. Bu nedenle s6z konusu donemlerde katkilarin zararl veya ucuz dolgu

maddeleri olarak kullanilmalarni 6nlemek amaciyla yasalar cikarilmistir. Ozellikle



gidalara boya katiliminin oldukga karisik bir gegmisi bulunmakta olup, civa, arsenik ve
kursun bilesikleri gibi toksik etkili maddelerin gidalar1 boyamada kullanildiklari rapor
edilmektedir. Siitii korumak amaciyla formaldehitin, eti korumak amaciyla boraksin
kullanimi, una beyaz renkte tozlarin katilimi gibi 6rnekler katki maddelerinin gidalarda

uygulamalar1 konusunda yasal diizenlemeler yapilmasini zorunlu kilmistir (Erdogan

2008).

Yukarida verilen bilgilerin 1s18inda gida katki maddelerinin  (GKM) tarihsel
gelisimlerinin iki etki ile sekillendigi anlasilmaktadir. Bunlardan birincisi gelisen
teknoloji  paralelinde gida saklama yontemlerinin  gelistirilmesine  duyulan
gereksinimdir. Ikinci etki ise tiiketici goziinde gidanin mevcut kalitesinin daha iyi
algilanmasini saglamaktir. Bu etkilerden ilki giiniimiizde gelisen uluslararasi ticaret géz
Oniine alindig1 zaman gida katki maddelerinin teknolojinin vazgecilmez bir parcasi
olmalarinin nedenini agiklamaktadir. ikinci etki ise daha farkl1 bir anlayisla ele alinmis
olup katki maddelerinin gidalarin teknolojik karakterlerini gelistirmek amaciyla
kullanilmalarin1  saglamistir. Bu amaglar dogrultusunda gida katki maddelerinin
diinyadaki pazar1 1900’lii yillarda 10 milyar dolara ulasmis olup 21. yiizyilda bu pazarin
daha da biiyiimesi beklenmektedir (Altug 2001).

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore, gida katki maddeleri; "tek basina gida olarak
tikketilmeyen veya gida ham veya yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek basina
besleyici degeri olan veya olmayan; sec¢ilen teknoloji geregi kullanilan islem veya
imalat sirasinda kalint1 veya tiirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin iiretilmesi,
tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, taginmasi, depolanmasi sirasinda gida
maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, dizeltmek veya
istenmeyen degisikliklere engel olmak ve diizeltmek amaciyla kullanilan maddeler"

olarak tanimlanmaktadir (Anonim 2002).

Yirminci yiizyilin baglarinda, o zamana kadar her hangi bir kurala bagli olmadan
kullanilan gida katki maddeleri ve gida boyalar1 lizerinde tartismalar baglamis ve ilk

once ABD’de 1920 yilindan itibaren belirli kurallar konmustur. Bugiin ise diinyada, tiim



iilkeler igin referans teskil edebilecek arastirmalarin ¢ogu Amerikan Gida ve Ilag
Yonetimi (Food & Drug Administration) ile Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health
Organization=WHOQO) bir yan kurulusu olan Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi
(International Agency for Research on Cancer) tarafindan organize edilmektedir
(Erdogan 2008). Ayrica, WHO ile Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Organizasyonu’nun (Food & Agricultural Organization of the United Nations=FAQ)
birlikte olusturduklar1 gida katki maddeleri uzmanlar komitesi (Joint FAO/WHO Expert
Commitee on Food Additives=JECFA) bu alanda; 6zellikle gida katki maddelerinin
toksikolojik yonden aragtirmalarin1 gergeklestirmekte ve sonuglart yayinlamaktadir
(Larsson and Nilsson 1987). Bu komiteler bilimsel veriler dogrultusunda hazirlanmig
olduklar1 gida mevzuatlarinda, hangi katki maddesinin hangi gidaya, hangi amacla ve ne
kadar katilacagimi belirlemislerdir. Ayrica, bu mevzuatta her bir katki maddesi i¢in
“glinlik alinabilecek miktarlar” (Acceptable Daily Intake=ADI)’ da verilmektedir
(Erdogan 2008).

Katki maddelerinin ADI degerleri toksikolojik testlerle saptanabilmektedir. Bu
caligmalarda kimya, biyokimya, hematoloji, bakteriyoloji gibi ¢esitli disiplinler gorev
almaktadir. Deney hayvanlarina dldiiriici dozda (Letal doz = LDsg: deney hayvanlarinin
%350’sinin Gliimiine neden olan doz) katki maddesi verilmektedir. Daha sonra doz
tedrici olarak azaltilarak doz-cevap iliskisi arastirilmaktadir. Her dozda; katki
maddesinin emilimi, metabolizmas:1 ve atimi incelenmektedir. Sonraki asamada ise,
deney hayvanlarinin hiicre, doku ve organlar1 incelenerek, gida katki maddelerinin
karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve alerjik etkileri arastirilmaktadir (Giircan 1993;
Renwiek 1995). Bu tip deneyler insanlar {izerinde etik nedenlerden dolay1
yapilamayacagindan, giivenlik faktorii kullanmaktadir (Uesugi et al. 2006). Gulvenlik
faktori genellikle 100°dir. Yani, deney hayvaninda higbir etki gostermeyen dozun
1/100’1 insan i¢in kabul edilir. Béylece giinliik alinabilecek miktar (ADI), insanin viicut
agirhigi basina mg olarak belirlenir (Gircan 1993; Renwiek 1995). Calismada kullanilan
gida boyalarina ait ADI degerleri Cizelge 1.1°de verilmistir.



Cizelge 1.1. Calismada kullanilan gida boyalarina ait ADI degerleri (Renwiek 1995).

Ponceu 4R 0-4 mg / kg viicut agirligi/giin
Sunset Yellow 0-2,5 mg/kg viicut agirligi/giin
Amarant 0-0,5 mg/kg viicut agirligi/giin
Tartrazin 0-7,5 mg/kg viicut agirhigi/glin

Hem pratik olmalar1 hem de daha dikkat cekici goriinmeleri nedeniyle ¢ok fazla
diistinmeden tiikettigimiz hazir yiyecekler, dogal besinlerden hizla uzaklasmamiza
neden olmustur (Calisir ve Caliskan 2003). Beslenme aliskanliklarinin degismesi, besin
hazirlamak i¢in daha az zaman ayrilmasi gibi nedenler yarithazir veya ticari olarak
neredeyse tamamen hazir olan besin iiretimini tesvik etmis, bu da GKM’nin kullanimin
kacinilmaz kilmistir (Sarikaya ve Solak 2003). Yapilan aragtirmalar sonucunda, GKM
ile hazirlanan besinlerin viicuda gerekli olan vitamin ve mineral gibi c¢esitli besin
Ogelerini yetersiz miktarda igerdikleri ve beslenme ile ilgili olarak basta kardiyovaskiiler
hastaliklar, alerjik astim ve iirtiker gibi ¢esitli hastaliklarin gelismesine egilim
yarattiklar1 tespit edilmistir (Batu ve Molla 2008). Bu katki maddelerinin degisik
dozlarda tiiketilmesi ile psikolojik rahatsizliklardan kansere kadar varan genis bir
hastalik spektrumunun olustugu da belirtilmektedir (Richard and Lipton 2000; Vincent
and Behbehani 2001). Bu gibi nedenlerden dolayr Avrupa Toplulugunun direktifleri ile
maden sulari, siit, un, ekmek, seker, sal¢a gibi bazi iirlinlere gida katki maddelerinin
katilmasii yasaklamistir. Ayrica, gida katki maddelerinin bebek ve g¢ocuklar igin
hazirlanmis yiyeceklerde kullanilmamasi da onerilmektedir (Thorley 1984). Ingiltere’de
ozellikle et, balik, kiimes hayvanlari, meyve, sebze, ¢ay, kahve, siit, bal gibi islemden
gecirilmemis veya ¢ig yiyeceklere herhangi bir gida boyasi eklenmesi de yasaklanmistir

(Coultate 1993).

Gidalarda kullanilmasina izin verilen ve gida katki maddelerinin bir grubunu olusturan
gida boya maddelerinin sayis1 ve cesidi iilkelere gore degismektedir. Ornegin
Iskandinav iilkelerinden Norveg 1978’de, Isvec ise 1980°de her tiirlii sentetik boyanin

gida maddelerine katilimini tamamen yasaklarken, Avusturya, 8’1 sentetik olmak {izere



toplam 27 boyaya miisaade etmektedir (Karaali ve Ozgcelik 1993; Eksi 1996; Yaman
1996). Ulkemizde de gidalarn boyanmasinda kullanimina izin verilen boya maddeleri
ve miktarlar1 Saghik Bakanligi tarafindan belirlenmektedir. Bu amagla gida katki
maddeleri yonetmeligi hazirlanmistir. Tiirkiye’de Saglik Bakanligi’nca olusturulmus
Gida Katkilar1 Teknik Komisyonu, Kodeks Alimentarius Komisyonu raporlari, AB
mevzuatt ve ¢esitli ulusal gida yasalarini degerlendirmistir. Boylece 1988 yilinda Gida
Katk1 Maddeleri Yonetmeligi hazirlamis ve son olarak da 25 Agustos 2002 tarih, 24857
numarali Resmi Gazete’de revize edilerek Tarim ve Koy isleri Bakanligi’nca yayinlanan
Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligi (Teblig No: 2002/55) ile Tiirkiye’de
gidalara katilimina miisaade edilecek boyalar hilkkme baglanmistir. Ulkemizde
yiiriirliikte olan, Tarim ve K&y Isleri Bakanligi’nin 2002 yilinda yayimladig1 “Gidalarda
Kullanilan Renklendiriciler Tebligi” ile bu maddelerin gidalarda kullanim miktarlar

belirtilmistir (Anonim 2002; Anonim 2003).

AB ortak mevzuatinda gida katki maddeleri renklendiriciler, tatlandiricilar ve diger

katki maddeleri olmak {izere 3 ana baslikta gruplandirilmistir.

1.2. Gida Boyalan (Renklendiriciler)

Tiiketiciye cazip hale getirmek amaciyla gidalarin iiretimi ve depolanmasi sirasinda
gidalarin  kaybolan dogal rengini yeniden kazandirmak, zayif olan dogal rengini
kuvvetlendirmek ya da gergekte renksiz olan gidalara renk vermek igin kullanilan gida
boyalari, gida katki maddeleri igerisinde 6nemli bir grubu olusturmaktadir (Amin et al.
2010). Gida boyalar1, dogal kaynaklardan ve sentetik olarak elde edilenler seklinde
ikiye ayrilmaktadir (Sowbhagya et al. 2005).



1.2.1. Sentetik gida boyalar

Sentetik boyalar potansiyel olarak daha toksik oldugundan kullanimlart resmi
kurumlarca sinirlandirilmistir (Eksi 1996). Ancak, sentetik gida boyalarmin dogal

kaynaklardan elde edilen boyalara gore bir¢ok avantaji da bulunmaktadir. Bunlar;

e Sentetik boyalar, 1s1l islemlere dayanikli olmalari, iyi ¢oziinmeleri, kuvvetli renk
vermeleri ayrica parlak ve genis renk tonlarina sahip olmalar1 nedeni ile {ireticiler
tarafindan tercih edilmektedirler (Crosby 1981; Demirag ve Altug 1990; Sadecka and
Polonsky 2000). Bununla birlikte, sentetik boyalarin stabilitesi 1s1, 151k, asit, tuz,
koruyucular ve pH gibi bircok faktor etkilenebilmektedir (Thakur and Arya 1993).

e Uretim masraflar1 géz 6niine alindig1 zaman sentetik boyalar dogal boyalara gore

daha ucuzdur (Ozcan ve Akgiil 1995).

e Sentetik boyalarin en Onemli avantajlarindan birisi dogal gida boyalarinin
bilesimleri, kullanilan bitki tiiri, cografi ozellikler ve mevsimlere gore degisiklik
gosterir. Bu nedenle dogal boya iiretimi yapilirken, her defasinda ayni ton standardini
elde etmek miimkiin degildir. Diger taraftan, dogal boyalarin, renk katma 6zellikleri de

sentetik olanlara gore daha diistiktiir (Taylor and Clydesdale 1986; Keskin 1999).

Bu avantajlardan dolay1 sentetik boyalar {reticilerin siklikla tercih ettigi katki

maddeleridir.

Sentetik gida boyalar1 azo, trifenilmetan, floresein ve siilfonath indigo boyalar1 olarak

dort gruba ayrilir.



1.2.1.a. Azo boyalari

Azo boyalarmin 6nemli 6zelligi iki yada daha fazla aromatik halkay1 birlestiren ve
meydana gelen konjuge sistemin bir pargasini olusturan kromoforazo grubudur (-N=N).
Azo boyalar diazolastirilan aromatik aminin baska bir amin fenol yada naftolle
birlesmesinden elde edilmektedir. Bunlardan en az bir siilfo grubu igerenlere asidik azo
boyar maddeleri, bazik amin veya dialkil amin grubu icerenlere ise bazik azo boyar
maddeleri denilmektedir. Amino azo-benzen (anilin saris1) ilk kesfedilen bazik ve B

naftol oranj ise ilk kesfedilen asidik azo boyar maddeleridir (Noonan et al. 1980).

Yapilan literatur taramalarina gore, daha 6nce yapilan ¢aligmalarda hem sentetik hem de
dogal gida boyalarinin ¢esitli organizmalar {izerinde toksik etkiler yaptigi
bildirilmektedir (Chung 1983; Mekkawy et al. 1998; Ito 2000; Gao et al. 2011). Bu tip
toksik etkilerin dmur uzunlugunu kisaltic1 etki yaparak yaslanmaya sebep olabilecegi

kuvvetle muhtemeldir.

1.3. Yaslanma Teorileri

Yaglanma, insanlar i¢in en giincel konulardan birisi olmasina ragmen, bu olayin
mekanizmas1 heniiz tam olarak anlagilamamistir. Yaglanma ve Omiir uzunlugunun
saptanmasinda, hangi temel yasa ve mekanizmalarin iglediginin anlasilmasi, yaslilikla

ilgili problemlerin ¢6zlimiine yardimci olabilecektir.

Yaglanma olaymnin kesin bir tanimi heniiz yoktur. Ancak, yaslanma biyolojisi ile
ugrasanlar (gerontologlar), yaslanma olayin1 degisik agilardan ele alarak ¢esitli tanimlar
yapmislardir. Bunlardan birisi, yaslanma siirecini “genetik bir program ile diizenlenen,
organizmayt yapisal ve islevsel degisikliklerle Oliime gotiiren olaylar toplamidir”
seklinde tanimlamaktadir (Bozcuk 1981). Yaslanma, aslinda dollenme ile baslayan,
zaman akis1 iginde normal olarak ortaya cikan tiim degisimlerin toplami olarak da

tanimlanmaktadir. Omiir, esas olarak kalitsal denetim mekanizmasi ile saglansa da



genom ile ¢evrenin etkilesimi de bu siirecte onemli bir rol oynamaktadir (Demirsoy ve

Bozcuk 1997).

Gerontologlar, yaslanmanin bir bireyde olup olmadigin1 deneysel olarak gostermek
amaciyla bir ilke benimsemislerdir (Bozcuk 1981). Buna gore, yaslanmayi
gosterebilmek icin bir canlinin i¢inde bulundugu popiilasyonla hayat tablosu
yapilmaktadir. Eger hayat tablosuna gore ¢izilen hayatta kalis egrisi dikddrtgensel ise,
yani “Oliim oranmi” denilen “belirli bir siire i¢inde Olen birey sayisinin, o siirenin
baslangicindaki birey sayisina orami”, kronolojik zamana bagli olarak artiyorsa o
popiilasyon yaslanmaktadir (Pearl et al. 1927; Maynard-Smith 1958). Hayat tablosu,
canlida yer alan tiim yaglanma olay ve siireclerinin kaba bir dlgiisii ve yansimasidir.
Hayat tablosunun sekli, verilen bir popililasyonda hayatta kalis siiresinin, yani Omiir
uzunlugunu etkileyen genetik yapi1 ve g¢evrenin ortak bir ifadesidir (Maynard-Smith

1966).

Yaslanmayla ilgili ileri siiriilen tiim goriisler deneysel olarak test edilip yanlislik ve
dogruluklar belirli dlgiilerde kanitlanmis ve zamanla bir kismi ayiklanmistir. Cagdas
tip, insan1 daha uzun siire ve daha saglikli yasatmanin yanitin1 ararken yaslanmayla
ilgili teoriler tiretmekte, koruyucu ve sagligi gelistirici hizmetlere dnem vermektedir.
Yaslanmaya oOzgii degisikliklerle ilgili molekiiler diizeyden organ sistemleri
fonksiyonlarina kadar bir¢ok teori iiretilmistir. Bugiin bilim ¢evrelerinde benimsenen
baslica yaslanma teorilerine somatik mutasyon teorisi, serbest radikal teorisi, genetik
yaslanma teorisi, hiicresel yaslanma teorisi, immiinolojik teori, endokrin teori,
ndroendokrin teori, antagonistik pleiotropi teorisi ve mutasyon birikimi teorisi 0rnek
verilmektedir (Ayar 2008).

1.3.1. Somatik mutasyon teorisi

Bu teoriye gore somatik hiicrelerde yasam boyu biriken mutasyonlar bir¢ok hastaliga
neden olmaktadir. Ornegin, yas ilerledikge onkojenik mutasyonlarin somatik hiicrelerde

yasam boyu birikmesi sonucu kanser goriilme siklig1 artmaktadir (Curtis 1966).



1.3.2. Serbest radikal teorisi

Yaglanma teorileri icerisinde en ¢ok kabul goren ve incelenen teori serbest radikal
teorisidir (Harman 1956). Serbest radikaller, en dis elektron zarfinda bir elektron
kaybetmis ve dolayisiyla bu elektron agigini kapatabilmek i¢in baska atomlarin
elektronlarint paylagsmaya calisan atomlardir. Bu kimyasallar, aerobik solunum
yapan tiim canlilarda metabolizmanin dogal bir sonucu olarak iiretilmektedirler.
Viicut hiicreleri i¢inde olusarak hiicre zarini, hayati proteinleri, yaglar1 ve genetik

yapimizi (DNA) hasara ugratirlar.

Biyolojik sistemlerdeki en dénemli serbest radikaller oksijen, sliperoksit, hidrojen
peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalleridir. Normal fizyolojik
konsantrasyonlarda hicresel aktivite gosteren reaktif oksijen tlrevleri yiksek
konsantrasyonlarda oksidatif strese yol acarak toksik olabilmektedir. Bunun
sonucunda da genetik ve metabolik bozukluklara, nérodejeneratif bozukluklara,
kardiyovaskiiler hastaliklara, otoimmun hastaliklara, enfeksiydz hastaliklara, alerjik
patolojilere ve kansere yol acarak yaslanma siirecini hizlandirmaktadir (Harman

1981; Ames et al. 1993; Droge 2002).

Nitrik oksit (NO), serbest radikal 6zelligine sahip bir molekiildiir. Diger radikal tiirlerle
kiyaslandiginda nitrik oksidin reaktivitesi olduk¢a diisiiktiir. Bunun sebebi
paylasilmamis elektronun azot ve oksijen atomlari iizerinde lokalize olmamis bir sekilde
bulunmasidir. Nitrik oksit paylasilmamis elektron tasiyan yiiksiiz bir molekiil olmasi
bakimindan 6nemlidir. Ciinkii yiiksiiz oldugu i¢cin membranlardan kolayca gegebilir ve
hizla reaksiyona girebilir. Nitrik oksit biiylik bir ilgi ile organik yapilardaki metal
merkezlere baglanir. Nitrik oksidin biyolojik molekiillerle en 6nemli tepkimeleri,
kendiliginden oksidasyonu sirasinda olusan reaktif nitrojen tiirleri araciligl ile

gerceklesir (Kiling ve Kiling 2003).

Biyomolekiillerin tiim biiylik smniflar1 serbest radikallerden etkilenirler. Fakat bu

biyomolekiiller arasinda en hassas olanlar1 lipitlerdir. Membranlardaki kolesterol ve yag
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asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon firtinlerini olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi
lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Ciinkii kendi kendini devam
ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerlemektedir. Lipit peroksidasyonu ile meydana

gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Alem 2007).

Serbest oksijen radikallerinin yan1 sira basta nitrit oksit olmak Uzere reaktif nitrojen
tiirleri, hiicrelerin lipit, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim onemli bilesiklerine etki
ederek hiicrelerin yap1 ve islevlerini bozmaktadirlar. Lipit peroksidasyonun en énemli
{iriinii malondialdehit (MDA)’tir. U¢ ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon
aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur

(Kiling ve Kiling 2003).

Serbest radikal yaratan kaynaklar arasinda radyasyon, viriisler, glines 1sinlariin bir
kism1 olan ultraviyole 1sinlari, hava kirliligi yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma
sonundaki iirtinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda
ortaya ¢ikan iirlinler gibi hiicre metabolizmasinin toksik triinleri, bazi tahrip edici

kimyasallar, hasere kontrol ilaglar1 sayilabilir (Kiling ve Kiling 2003).

Serbest radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri Ureten tim
faktorler “oksidan” veya “prooksidan” olarak tanimlanmaktadir. “Antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” ise reaktif oksijen tirlerinin
olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnleyici savunma mekanizmalardir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve rediikte (= indirgenmis)
glutatyon (GSH) gibi antioksidanlarin bazilar1 viicut tarafindan iiretilmekte, bazilar
da (A, C, E vitaminleri gibi) besinlerle disaridan alinmaktadir (Kiling ve Kiling
2003).
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Canlilarin viicutlarinda oksidan-antioksidan oranlarini iyi ayarlanmasinin saglikli
yasam ve verim fonksiyonlari agisindan son derece dnemli oldugu savunulmaktadir.
Bu teoriye gore, yasam boyu siirekli serbest radikallere maruz kalinmasi sonucunda
hiicre hasar1 olugsmakta, hiicrelerin biiyiime, gelisme ve farklilasma fonksiyonlarinda

bozulma, kanser veya 6lim meydana gelmektedir (Ames et al. 1993).

Ilerleyen yasla birlikte biriken serbest radikallerin, yaslanma siireci iizerine biiyiik
bir etkisi oldugu birgok c¢alisma ile desteklenmistir (Setsini et al. 1991; Orr and
Sohal 1992; Fiskin et al. 1994; Jordens et al. 1999; Zou et al. 2000). Ancak,
yaslanmada serbest radikallerin etkisinin yaslanma icin tek faktdr olmadigi da

bilinmektedir.

1.3.3. Genetik yaslanma teorisi

Kisilerin yasam siiresini soy, cins ve irktan gelen DNA programlarina dayandiran bir
teoridir. Bu teoriyi savunan bilim adamlari, yaslanmanin nedeninin genetik sifremizde
yazili oldugunu, yani bizim ne zaman yaslanacagimizin belli oldugunu ileri
siirmektedirler. Bu bilim adamlarina gore, erken donemdeki biiylime ve gelismenin bir
program izlemesi gibi, olgunluk, yaslanma ve olim de bir program izlemektedir

(Jazwinski 1996).

1.3.4. Hiicre yaslanmasi teorisi

Bu teoriye g0re, hiicre ¢ogalmasini kontrol eden genler klonal yaslanmanin
sebeplerindendir. Kromozom uglarinda bulunan telomer bolgesindeki DNA kayiplari
hiicre yaslanmasinin bir nedenidir. Yasla birlikte gelisen telomer kisalma fenomeni,
hiicrelerin biliylime potansiyelleri i¢in kurulu bir saat gibi ¢alismaktadir. Yagla birlikte
telomerlerin boyu, o6zelikle lenfositlerde kisalirken, kok hiicrelerde bir degisiklik

olmamaktadir (Hemann et al. 2001).
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1.3.5. immiinolojik teori

Bu teoriye gore, yaslanmanin nedeni, yas ile birlikte bazt hormonlarin diizeyindeki
azalma ya da bagisiklik sistemindeki zayiflamadir. Bu teorinin esasi, T- lenfositlerin
kalite ve miktarca zayiflamasina dayanmaktadir. Bu azalma timiis bezinin islevlerindeki
azalmayla (bozulmayla) ilgilidir. Hiicresel bagisiklik i¢in ¢ok onemli bir gorevi olan
timilis bezinin ergenlikten sonra fonksiyonlarinda Onemli oranda azalma olmasi,
yaslanmada timiis bezinin énemli bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Yaslanma ile
birlikte, viicudumuzun hastaliklarla savasan bagisiklik sisteminin fonksiyonlari
azalmakta, viriis, bakteri ya da diger hastalik yapici etkenlere giris yolu agilmaktadir.
Ayrica, yaslanma ile beraber viicut kendi dokulari ile yabanct maddeler arasindaki farki
tanima yetenegini kaybetmeye baglar. Bu nedenle, immiin sistem, eskiden istila eden
organizma ile savasirken, yaslanmayla birlikte kendi viicuduna saldirip hastalik

olusturmaktadir (Walford 1980).

1.3.6. Endokrin teori

Bu teoriye gore, endokrin bezlerin hormon salgilamalarindaki diizensizlik veya
yetersizlik yaslanmay1 bagslatmaktadir. Pineal bezden salgilanan, uyku-uyaniklik
doneminin dizenlenmesinde 6nemli rolt olan “melatonin” hormonunun yaslanmanin
nedeni oldugunu séyleyenlerin (Reiter 1994) yani sira, bobrek iistii bezinden salgilanan
“dehidroepiandrosteron” (DHEA)’un azalmasmin yaslanma nedeni oldugunu
sOyleyenler de (Barrou et al. 1997) bulunmaktadir. Bu nedenle, DHEA preparatlar1 ve
melatonin haplari, yaslanmay1 geciktirici kimyevi maddeler olarak pazarlanmakta ve
tamamlayici tipta kullanilan maddeler arasinda yerini almis bulunmaktadir. Bununla
birlikte, over folikdllerinin ve oositlerin kisitli depolarinin bitmesi ile meydana gelen

menopoz olay1 da endokrin teoriye 6rnek olarak verilmektedir.
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1.3.7. Noroendokrin teori

Bu teoriye gore yaslanma, viicudun kimyasallar1 engelleme ve digar1 atma (negative
feedback mechanism) mekanizmasinin hassasiyetinin azalmasit neticesinde
olusmaktadir. Bu teorinin en Onemli dayanagi, hipotalamo-hipofizer aksin
bliylimenin diizenlenmesinde ve yaslanmanin temel mekanizmalarinda yer aliyor
olmasidir. Ozellikle kadinlarda iiretkenlik sona erince bu aksin fonksiyonlarinda da
hizl1 bir azalma olmaktadir. Bu teori hipofizektomi (hipofiz bezinin ¢ikartilmasi)

yapilmis farelerde de test edilmis ve dogrulanmistir (Mobbs 1996).

Drosophila genetiginin yaslanma genetigi agisindan en cok ilgilendigi alan popiilasyon
ya da evrimsel genetiktir. Bu alandaki calismalarda, 6zellikle yaglanmanin biyolojisi
Uzerine 6ne surdlen iki teori dikkat cekmektedir. Bunlardan birincisi, mutasyon birikimi
teorisi (Medawar 1952), ikincisi ise antagonistik pleiotropi teorisidir (Williams 1957).
Yaslanmanin genetigi tizerine ileri siiriilen hem antagonistik pleiotropi, hem de
mutasyon birikimi teorileri artan yasla dogal seleksiyon baskisinin azaldigi gergegine

dayanmaktadir (Haldane 1941; Medawar 1952).

1.3.8. Mutasyon birikimi teorisi

Bu teoriye gore, gen¢ yaslardaki zayif dogal seleksiyonlar, tekrarlanan zararli
mutasyonlarin etkisiyle hayatta kalis ve {iremeyi olumsuz yonde etkilemektedir

(Medawar 1952; Charlesworth 1994).

Yaglanmanin evrimsel teorileri i¢in anahtar nokta, dogal secilim giiciiniin artan yasla
birlikte azaldigidir. Geng organizmada ifade edilen negatif etkili bir mutasyon, tim
tireme periyodunu etkileyecektir, dolayisiyla mutasyonun etkisine karst seleksiyon
giiclii olacaktir. Yalnizca ileri yaslarda ifade edilen negatif etkili bir mutasyon erken
tireme periyodunu etkilemeyecektir, dolayisiyla gec¢ ortaya ¢ikan bir mutasyon iizerine
seleksiyonun etkisi daha zayif olacaktir (Partridge and Fowler 1992; Partridge and
Barton 1993; Tower 1996; Zwaan 1999; Kirkwood 2002).
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Yasla birlikte devamli artan genetik varyansin en biiyiilk nedeni, mutasyon birikimi
olabilir. Bu birikim, artan yasla birlikte dogal seleksiyon baskisini azaltirken, zararl
mutasyonlarin elemine edilme ya da frekanslarini diistirme olasiligini1 azaltmakta ya da
yok etmektedir (Rose 1999). Boylece olusan mutasyon birikimi genetik varyansi
arttirmaktadir. Bu ylizden, yaglanma ile genetik varyansinin artmasi lizerinde mutasyon
birikiminin énemli bir etkisi oldugu diisiniilmektedir (Tatar et al. 1996). Ayn sekilde,
Drosophila’da mortalite de genetik varyansin siirekliligi ile iliskilendirilmekte ve bu da
yaslanma mekanizmasi i¢in gecerli olan mutasyon birikimi teorisi ile desteklenmektedir

(Hughes and Charlesworth 1994).

1.3.9. Antagonistik pleiotropi teorisi

Bu teori, viabilite (= yasayabilirlik, canlilik) ve fekunditeyi (= yumurta iiretimi)
diizenleyen allellerin ilerleyen yaslarda 6miir uzunlugu tlizerinde negatif bir etkiye sahip
olduklarini ileri siirmektedir (Williams 1957; Rose 1985). Diger bir ifadeyle, dmur
uzunlugunun gen allellerinin gen¢ ve ileri yaslardaki pleiotropik etkisi dolayisiyla
ortaya ¢ikabilecegi, erken yaslarda yararli etkisi olan genlerin sonraki dénemlerde
zararli etkilerinin goriilebilecegi ileri siiriilmektedir. Partridge (2001)’e gore,

antagonistik pleiotropinin yaslanma {izerine etkisi mutasyon birikiminden daha fazladir.

Yukarida agiklanan teorilerin hi¢ birisi, tek basina yaslanmayi agiklamak i¢in yeterli
degildir. Tiim bu teorilerin yaninda, yaslanmay1 ve 6miir uzunlugunu etkileyecek baska
faktorler de mevcuttur. Omiir uzunlugunu etkileyen bu faktdrler Lints and Lints (1971)
tarafindan i¢ (anasal yas, yumurta iretimi, esey ve genetik yapi) ve dis (sicaklik,
beslenme, popiilasyon yogunlugu, 151k, nem ve radyasyon) faktorler olmak iizere, iki

siifa ayrilarak incelenmistir.
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1.4. Omiir Uzunlugunu Etkileyen Faktérler

1.4.1. i¢ faktorler

1.4.1.a. Anasal yas

Anasal yasin yavru doliin omiir uzunlugunda 6nemli bir etken oldugu ilk kez
rotiferlerden Philodina citrina tirii ile yapilan deneyle belirlenmistir (Lansing 1952).
Deneyde kullanilan yash bireyin biraktigi yumurtalardan gelisen, bireyler birka¢ nesil
boyunca izlenmistir. Sonugta, yash bireylerin yumurtasindan gelisen bireylerin 6miir
uzunluklarinin gittikce azaldigr goriilmiistiir. Daha sonra, bilim diinyasinda ‘’Lansing
etkisi” veya ‘’Anasal etki” olarak adlandirilan bu hipoteze goére, anne yasinin dmiir
uzunluguna etkisi genetik degildir ama kusaktan kusaga yumurtadaki sitoplazmik
faktorler ile ya da epigenetik (DNA dizi degisimleri disindaki faktorlerle olusan, gen
ifadesindeki tiim degisiklikler) olarak aktarilmaktadir.

1.4.1.b. Yumurta Uretimi (Fekundite)

Drosophila’da kisa omiirlii oldugu bilinen vestigial, vermillion ve wmf gibi birgok
mutant tiir vardir (Unlli ve Bozcuk 1979; Bozcuk 1981, 1983; Setsini et al. 1991; Unlii
1991). Baz1 mutasyonlar ise dmiir uzunlugunu artirmaktadir. Ornegin, Maynard-Smith
(1958), ovaryumlari indirgenmis mutant disilerin iireme yapilarinin eksikligine bagl
olarak Omiir uzunlugunun arttigin1 bulmustur. Aksine, Pearl et al. (1927)’ne gore,
yumurtlama oram artan disilerde Omiir uzunlugu azalmaktadir. Ureme ve omiir
uzunlugu arasindaki bu iligki, antagonistik pleiotropi teorisini de desteklemektedir
(Finch 1990). Yapilan diger deneylerde, yiiksek yumurta iiretimi olan giftlesmis
disilerin, yumurta iiretimi diisiik bakire (virjin) disilerden daha kisa omiirlii olduklari

goriilmiistiir (Gowen and Johanson 1946).
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1.4.1.c. Eseylik

Drosophila’da erkek ve disi bireyler farkli dmiir uzunluklarina sahiptirler. Yapilan
caligmalarda, ¢cogunlukla disilerin erkeklerden daha uzun oémiirlii olduklar1 gozlenmistir.
Disilerin metabolizmasi erkeklerin metabolizmasindan ¢ok farkli olabilir. Ornegin, D.
melanogaster erkek ve disilerinde DNA, RNA ve protein seviyeleri tayin edildiginde,
disilerde bu molekiillerin erkeklere oranla ¢cok daha fazla olduklar1 gézlenmistir (Samis

etal. 1971).

1.4.1.d. Genetik yap1

Bir organizmanin ergin Omiir uzunlugu, onun sahip oldugu genetik etmenler ve
organizmay1 ¢eviren cevresel etkenlerin etkilesimiyle belirlenmektedir. Cevre sartlari
kontrol edildigi zaman, yasayabilme i¢in gerekli optimum kosullar organizmanin hayati
boyunca siirdiiriiliir. Bu durumda, organizmanin degisik soylarinda gorulen ergin émdir
uzunlugundaki ¢ok belirgin farklar genetik etkenlere baglanabilir (Bozcuk 1981). D.
melanogaster’de 6miir uzunluguna gen kombinasyonlarinin ve spesifik mutant genlerin
etkisinin oldugunu ilk olarak Gonzales (1923) ortaya koymustur. Bu ¢alismada, bes
mutant genin bir arada bulundugu bireylerin, bu genlerin ayr1 ayr1 bulundugu
bireylerden daha kisa dmiir uzunluguna sahip olduklar1 gdzlenmistir. Ote yandan, melez
genotipin Omiir uzunlugunun denetiminde ¢ok etkili oldugu ve melezlerin ar1 dol
ebeveynlerden daha uzun yasadiklar1 belirlenmistir (Pearl et al. 1923). Diger bir
arastirma sonucunda, D. melanogaster’in birinci ve ikinci kusak doéllerinde, melezlerin
kendilegmis ar1 dol bireylerden daha uzun yasadiklar1 ve ayn1 zamanda ekstrem sicaklik
kosullarina daha dayanikli olduklari ortaya konulmustur (Woodhams and Hollingsworth
1971).
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1.4.2. Dis (Cevresel) faktorler

1.4.2.a. Beslenme

Boceklerde besin ¢esidi omiir uzunlugu iizerine oldukca etkilidir. Ornegin, besin
ortamina seker kaynagi olarak sukroz yerine galaktoz konulan Drosophila’larin 6miir
uzunluklariin istatistiksel olarak anlamli derecede kisaldigi bulunmustur (Jordens et al.
1999). Baska bir ¢alismada, pantotenik asit’in Drosophila’larin 6miir uzunlugunu
arttirdig1 gézlemlenmistir (Strehler 1962). Sadece sukroz+agar’la beslenen Drosophila
subobscura popiilasyonunun standart ortamda beslenenlerden yaklasik %50 daha kisa
ortalama omir uzunluguna sahip olduklar1 bulunmustur (Bozcuk 1981). Bir liken tir
olan Usnea longissima likeninin su ekstresinin (Ule) D. melanogaster popiilasyonlarina
ait Omiir uzunlugu {zerine etkilerinin arastirlldigi c¢alisma sonucunda, diistik
konsantrasyonda Ule ile beslenen bireylerin Omiir uzunlugunda artig, yiiksek
konsantrasyonda Ule ile beslenen bireylerin 6miir uzunlugunda ise azalma gozlenmistir
(Altun 2007). Baska bir liken tiirii ile yapilan g¢alismada ise Lobaria pulmonaria
likeninin metanol, kloroform ve su ekstrelerinin D. melanogaster’in émiir uzunlugu
tizerine etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda, tim ekstrelerin  konsantrasyon
artigina paralel olarak dmiir uzunlugunu artirdigi, ancak metanol ekstresinin digerlerine

gore daha etkili oldugu tespit edilmistir (Uysal vd 2008).

1.4.2.b. Radyasyon

Bocekler radyasyona olduk¢a dayanikli canlilardir. Ornegin, ergin Drosophila’nin
iyonize radyasyona duyarliligt olduk¢a azdir (Bozcuk 1981). Fakat yapilan bazi
caligmalarda, yiiksek dozdaki radyasyonun somatik mutasyon birikimine neden olarak
omiir uzunlugunu kisalttigi, diisiik dozdaki radyasyonun ise omri uzatici etkisinin
oldugu goézlemlenmistir. Omiir uzunlugundaki bu artis, muhtemelen baz
enfeksiyonlarin radyasyon etkisiyle azalmasi ve/veya sinegin ¢evresel direncinin
artmasi sonucudur (Ashburner and Wright 1978). Diger bir ¢alismada ise mikrodalga

frekansindaki elektromanyetik radyasyonun D. melanogaster’in bazi mutant soylarinda
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Omiir uzunluguna etkisi arastirilmis ve sonugta ozellikle ti¢lii mutantlarin disilerinde
Omiir uzunlugunda azalma, erkeklerinde ise Omiir uzunlugunda artis tespit edilmistir

(Dalgi¢ vd 2002).

1.4.2.c. Popiilasyon yogunlugu

Popiilasyon yogunlugunun etkileri ergin bireylerden daha ¢ok larval donemdeki bireyler
tizerinedir. Popiilasyon yogunlugundaki fazlaligin etkilerinden biri olan larva
bliylimesini geciktirmenin ergin omiir uzunlugunu artirict bir etkiye sahip oldugu
gbzlenmistir (Miller and Thomas 1958). Ornegin standart bir {ireme tiipiindeki yumurta
sayist 7°den 480’¢ yiikseltildiginde ortalama ergin Omriiniin %60 oraninda arttig1
kaydedilmis, preimaginal evredeki yogunlugun, erginlerin ge¢ ve kiigiik ¢ikmasina yol
actig1 ve bu kiiclik bireylerin normallerine gore daha uzun yasadiklar1 gézlenmistir

(Lints 1963).

1.4.2.d. Isik

Fotoperiyodun D. melanogaster’in yumurta ve pupadan ¢ikis siiresinde (Qiu and Hardin
1996), metabolik hizinda (Lanciani et al. 1991) ve 6miir uzunlugunda (Sheeba et al.
2000) etkili oldugu tespit edilmistir. D. melanogaster ile yapilan galismalarda, belirli
sicaklikta, ayn1 besin tipiyle beslenen, fakat farkli fotoperiyot sartlarina maruz kalan
bireylerde, metabolik hizin farkli oldugu, genel olarak kisa giin sartlarina maruz
kalanlarda metabolik hizin, uzun giin sartlarina maruz kalanlardan daha yiiksek oldugu,
dolayisiyla kisa giin sartlarinda gelismenin daha hizli gerceklestigi ifade edilmistir
(Lanciani et al. 1991). Farkli Drosophila tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda, strekli 1gikli
ortamin ergin dmiir uzunlugunu kisalttigi (Allemand et al. 1973; Klarsfeld and Rouyer
1998), buna karsin siirekli karanlik ortamda yasatilan D. melanogaster erkeklerinde
%20, disilerinde ise %43’e varan Omir uzunlugu artisinin oldugu goézlenmistir

(Allemand et al. 1973; Bagc1 ve Bozcuk 1991).
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1.4.2.e. Sicaklik

Bocekler sogukkanli (poikilotermal) canlilar olduklarindan, ¢evresel sicakliktaki
yiikselme, onlarin metabolik aktivitesini, solunum hizin1 ve serbest radikal olusumunu
artirarak hiicresel hasara ve Omiir uzunlugunda azalmaya neden olmaktadir. Yani,
yasamaya izin veren sicaklik sinirlart igerisinde sicaklik arttikga 1s1 iiretimi ve oksijen

harcanmasi artmakta, buna karsilik 6miir uzunlugu kisalmaktadir (Setsini et al. 1991).

Yapilan ¢alismalarda gida boyalarinin tiiketiminin artmasiyla birlikte bu maddelerin
cesitli hastaliklarla olan iliskisi de 6nem kazanmustir (Sarikaya vd 2010). Fare, sigan ve
bakteri gibi deney hayvanlari lizerinde yapilan toksisite ¢alismalar1 ve epidemiyolojik
kanitlar, belirli sartlar altinda boyalarin karsinojenik olabilecegini gostermektedir (Poula
et al. 2009; Erkmen 2010). Ayrica gida renklendiricilerinin asir1 duyarlilik, astim, deri
dokiintiileri, migren, erken dogum, aspirin duyarliligi ve kanserlesmeye yol actig1 da

belirtilmektedir (Mamur vd 2008; Maier et al. 2010).

Gilinlik hayatimizda kullandigimiz sayisiz gida maddesi igerisinde bulunan Tartrazin,
Sunset Yellow, Ponceu 4R gibi sentetik gida boyalarinin kullanim miktarlan tiiketici
saglhig acisindan biiylik 6nem tagimakla beraber bu boyalarin bilingsizce kullanimi
insanlarda basta astim olmak iizere ¢esitli alerjik reaksiyonlara neden olmaktadir
(Sasaki and Kawaguchi 2002). Gida renklendiricilerinin alerjik, mutajenik hatta
kanserojenik etkilerinin olabilecegi bir¢ok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur
(Sasaki and Kawaguchi 2002; Maier et al. 2010). Gida boyalarindan Eritrosin’in diisiik
dozda etkisinin arastirildigi ¢esitli calismalarda, Eritrosinin atopik hastaliklara (Uysal ve
Aral 1998), tiimor olusturarak kansere (Borzelleca and Hallagan 1987; Sasaki et al.
2002) ve gastrointestinal organlarda DNA hasarina neden oldugu ortaya konulmustur
(Mekkawy et al. 1998). Yine Amarant, Allura Red, Sunset Yellow gibi gida boyalari
laboratuvar hayvanlarinda test edilmis ve kanserojen olduklar1 ve ayrica kisa siireli

testler kullanilarak genotoksik olduklari da bildirilmistir (Combes and Haveland 1982).
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Hindistan’da yapilan bir aragtirmaya gore Tartrazin iceren ilaglarin 2210 hastanin
%13,2’sinde alerjik reaksiyona neden oldugu gozlenmistir (Bhatia 2000). Karmin ve
Annatto gibi dogal boyalarin da bu tip etkilerinin oldugu daha onceki arastirmacilar
tarafindan belirlenmistir (Quirce et al. 1994). Yine Sunset Yellow, Ponceu 4R ve
Karmoisin gibi boyalarin alerjik reaksiyonlara sebep oldugu 6zellikle Ponceu 4R ile
renklendirilmis meyveli yogurtla beslenen bir kiz ¢ocugunun agiz ve dudaklarinda
graniilomat6z lezyonlarinin olustugu goriilmistiir (Veien and Krogdahl 1991). An et al.
(2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada Sudan 1 azo gida boyasinin yiiksek
konsantrasyonda (100 uM) DNA hasarina sebep oldugu bulunmustur.

Baz1 gida boyalarinin, ¢ocuklarda hiperaktiviteye sebep oldugu ya da hiperaktiviteyi
arttirdigr iddia edilmektedir. 1970'lerin sonunda yapilan c¢aligmalarda, ¢ogunlukla azo
boyalarmin hiperaktivite etkisinin bulundugu 6zellikle Azo boyalarinin benzoik asit ile
birlikte kullanilmasi ile bu maddeleri i¢eren gidalari tiiketen ¢ocuklarda giligll bir

hiperaktivite olusturdugu Chung et al. (1978) tarafindan belirlenmistir

Yaglanma, siirekli devam eden biyolojik bir siirectir. Yaslanma ve omiir uzunlugunun
saptanmasinda, hangi temel yasa ve mekanizmalarin islediginin anlagilmasi, yaglhlikla
ilgili problemlerin ¢o6ziimiine yardimci olabilir. Bu nedenle, yaslanma ve Omiir
uzunlugunu etkileyen stres faktorlerini arastirmak, bu noktada olduk¢a Onem
kazanmaktadir. Bu stres faktorlerinden birisi olan beslenme aligkanligi, giiniimiizde
etkileri giderek daha iyi anlagilan gida katki maddeleri ile daha fazla 6nem kazanmustir.
Tiim diinyada cesitli gidalara eklenen GKM’nin uzun siire kullanilmasi sonucunda
canlilar {izerine etkisini belirlemek i¢in bircok arastirma yapilmaktadir. Cesitli
kaynaklarda GKM ve gida boyalari ile ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ancak, gida
boyalarinin D. melanogaster iizerine etkisi ile ilgili ¢alisma olduk¢a azdir. Bu amagla,
calismamizda D. melanogaster’in Oregon R yabanil soyu ile Vestigial mutant soylari
kullanilarak, azo gida boyalarin larval mortalite ve ergin bireylerin dmiir uzunlugu

tizerine etkileri karsilastiriimistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde kaynak 6zetleri, miir uzunlugu ve gida katki maddelerinden gida boyalari
ile ilgili olarak yapilan calismalar olmak iizere iki kistm halinde kronolojik sirayla

verilmistir.

Pearl et al. (1923) tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore, Drosophila melanogaster’de
melez genotipin Omiir uzunlugunun denetiminde ¢ok etkili oldugu ve melezlerin ar1 d6l

ebeveynlerden daha uzun yasadiklar1 gozlenmistir.

Yine, D. melanogaster’de omiir uzunlugu tizerine farkli gen kombinasyonlarinin ve
spesifik mutant genlerin etkisi ilk olarak Gonzales (1923) tarafindan ortaya

konulmustur.

Gowen and Johanson (1946)’a gore, D. melanogaster’de yiiksek yumurta verimi olan ve

stirekli ¢iftlesen disiler bakire (virjin) disilerden daha kisa émiirlidiirler.

Anasal yasin yavru dolin omiir uzunlugunda onemli bir etken oldugu ilk kez
Rotiferlerden Philodina citrina tiirii ile yapilan bir ¢alisma ile belirlenmistir (Lansing
1952).

Maynard-Smith (1958), ovaryumlar1 indirgenmis mutant D. melanogaster disilerinde

tireme yapilarinin eksikligine bagli olarak dmiir uzunlugunun arttigini bulmustur.

Miller and Thomas (1958)’a gOre de metamorfoz silresince larval biyumenin

geciktirilmesiyle ergin bireylerin dmiir uzunlugu artirilabilir.

D. melanogaster’de preimeginal evrenin uzamasina bagli olarak, yavru bireylerin

pupadan ¢ikis siiresinin normal siireden daha ge¢ ve pupadan ¢ikan erginlerin daha
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kiiciik oldugu ancak bu bireylerin normal biiyiikliikteki erginlere gore daha uzun

yasadiklar1 gézlenmistir (Lints 1963).

D. melanogaster’in birinci ve ikinci kusak ergin bireylerinde, melezlerin homozigot
bireylerden daha uzun yasadiklar1 ve ayni zamanda ekstrem sicaklik sartlarina daha

dayanikli olduklari ortaya konulmustur (Woodhams and Hollingsworth 1971).

Omiir uzunlugunu etkileyen faktérler, Lints and Lints (1971) tarafindan i¢ (anasal yas,
yumurta iretimi, esey ve genetik yap1) ve dis (sicaklik, beslenme, popiilasyon
yogunlugu, 1s1k, nem ve radyasyon) faktorler olmak iizere, iki simifa ayrilarak

incelenmistir.

Siirekli karanlik ortamda yasatilan D. melanogaster’in erkek bireylerinde %20, disi

bireylerinde ise %43’e varan 6miir uzunlugu artis1 gézlenmistir (Allemand et al. 1973).

Unlii ve Bozcuk (1979), Drosophila’da émiir uzunlugunun, farkl tiirlerde, ayni tiiriin
eseylerinde ve mutantlar arasinda farklilik gdsterecegi gibi, ayni genotipe sahip
popiilasyonlarin farkli ¢evresel kosullarda farkli 6miir uzunluklarina sahip olabilecegini

ifade etmislerdir.

Standart Drosophila Besiyerinin igerigi degistirilerek yalnizca sukroz+agarla beslenen
D. subobscura popiilasyonunun standart besiyeri ile beslenenlere gore yaklasik %50

daha kisa dmiir uzunluguna sahip oldugu, Bozcuk (1981) tarafindan gosterilmistir.

D. melanogaster ile yapilan ¢alismalarda, belirli sicaklikta ayni besin tipiyle beslenen,
fakat farkli fotoperiyot sartlarina maruz kalan bireylerde, metabolik hizin farkli oldugu,
genel olarak kisa giin sartlarina maruz kalanlarda metabolik hizin, uzun giin sartlarina
maruz kalanlardan daha yiiksek oldugu, dolayistyla kisa giin sartlarinda gelismenin daha
hizli gergeklestigi ifade edilmistir (Lanciani et al. 1991).
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Setsini et al. (1991)’e gore, yiiksek sicaklik metabolik aktiviteyi ve bu baglamda
solunum hizim1 ve serbest radikal olusumunu artirarak hiicresel hasara ve Omiir

uzunlugunda azalmaya neden olmaktadir.

Fred and Timothy (1997), Drosophila popilasyonu ile yaptiklari ¢alismada, besin
ortaminda metabolik artiklarin olmamasi halinde Omiir uzunlugunun arttigini tespit

etmislerdir.

Besin ortamina seker kaynagi olarak sukroz yerine galaktoz konuldugu zaman,
Drosophila’da émir uzunlugu istatistiksel olarak anlamli derecede kisalmaktadir.
(Jordens et al. 1999).

Oksidatif stres genetik ve metabolik bozukluklara, nérodejeneratif bozukluklara,
kardiyovaskiiler hastaliklara, otoimmun hastaliklara, enfeksiyoz hastaliklara, alerjik

patolojilere ve kansere yol agarak yaslanma siirecini hizlandirmaktadir (Droge 2002).

Dalgic vd (2002), mikrodalga frekansindaki elektromanyetik radyasyonun D.
melanogaster’in bazi mutant soylarinda dmur uzunlugu Uzerine etkisini arastirmis ve
sonucta Ozellikle Gc¢lu mutantlarin disilerinde 6mur uzunlugunda azalma, erkeklerinde

ise Gmur uzunlugunda artis tespit edilmistir.

Novoseltsev et al. (2003)’e gore, D. melanogaster’e ait disi bireylerde erken ciftlesme

ve erken yumurtlama dmiir uzunlugunu azaltmaktadir.

Bir liken tiri olan Usnea longissima’ya ait su ekstresinin (Ule) D. melanogaster
populasyonlarina ait 6mur uzunlugu Gzerine etkilerinin arastirildigi calisma sonucunda,
dustik konsantrasyonda Ule ile beslenen bireylerin émir uzunlugunda artis, yliksek
konsantrasyonda Ule ile beslenen bireylerin dmur uzunlugunda ise azalma gozlenmistir
(Altun 2007).
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Uysal ve Semerddken (2011)’e gore, kronik beslenmeye bagli olarak sentetik gida
boyalari, D. melanogaster’in ergin bireylerinde 6miir uzunlugunu simirlandirici bir
dis faktordiir. Kontrol grubunda ortalama Omiir uzunlugu 58%0,18giin iken farkl
konsantrasyonlarda gida boyalar1 ortalama Omiir uzunlugunu 1+0,04-7+0,11glne

kadar diigtirmiistiir.

Fareler iizerinde yapilan teratojenik bir ¢alismada, gebe farelere gebeligin ilk giiniinden
itibaren 7 guin boyunca Ponceu 4R gida boyasi igeren besi yeri verilmis ve gebeliginin

8. giiniinden sonra %12,7 oraninda fetal 6liim tespit edilmistir (Larson 1975).

Kisa siireli test teknikleri kullanilarak, Amarant, Allura Red ve Sunset Yellow gibi gida
boyalarinin laboratuar hayvanlarinda genotoksik ve kanserojen olduklari Combes ve

Haveland (1982) tarafindan belirlenmistir.

Bu boyalardan 6zellikle Sunset Yellow ve Tartrazin’in gidalarda kullanimiyla birlikte

kolon kanseri riskinin arttig1 da Chung (1983) tarafindan bildirilmistir.

Ik sentetik boya 1856°da Sir William Henry Perkins tarafindan siyah anilinden elde
edilmistir (Newsome 1986).

Gida boyalarindan Tartrazin’in genotoksik etkileri, Drosophila’da somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile arastirilmis ve %0,03-0,06’lik uygulamalarin mutajeniteyi ve

rekombinojeniteyi uyardigi gézlenmistir (Niraj et al. 1989).

Japonya’da gida sektoriinde yaygin olarak kullanilan Benzil Violet 4B isimli gida
boyasi ile kronik olarak beslenen ratlarda biiyiimenin 6nemli oOlciide geriledigi
goriilmiistiir. Ayrica bu boya ile beslenen disi ratlarda meme kanseri gozlenirken

kontrol gruplarinda kanser vakasina rastlanmamistir (Sudhic and Khanna 1991).
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Agarwal et al. (1993a) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Black PN ve Kinolin
Yellow’un hem insan lenfosit hicrelerinde hem de Vicia faba kdk meristem

hiicrelerinde mutajenik ve klastojenik oldugu gosterilmistir.

Yine, Agarwal et al. (1993b) tarafindan yapilan bir baska calismada, Ponceu 4R
boyasinin farelerin kemik iligi hiicrelerinde kromozomal anormallikler meydana

getirdigi tespit edilmistir.

Karmin ve Annatto gibi dogal boyalarin alerjik etkileri Quirce et al. (1994) tarafindan

belirlenmistir.

Rhodamin ve Amarant’mn D. melanogaster {izerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismada, Rhodamin’in hem somatik hem de lireme hiicrelerinde genotoksik oldugu

ancak Amarant’in boyle bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir (Tripathy et al. 1995).

Sentetik boyalar dogal boyalara gore potansiyel olarak daha toksik oldugundan
kullanimlar1 resmi kurumlarca smirlandirilmistir  (Eksi  1996) ve farkli gida
komisyonlar1 tarafindan hazirlanan gida mevzuatlarina gore, gida boyalarinin giinliik
alinabilecek miktarlar1 deney hayvanlar iizerinde toksikolojik yonden degerlendirilerek

gida ile ilgili endiistriyel alanlarda kullanimina izin verilmistir.

Uysal ve Aral (1998)’a gore, gida boyalarindan Eritrosin diisiik dozlarda kullanilsa bile,
atopik hastaliklara (alerjik kokenli hastaliklara) neden olmaktadir.

Eritrosin gibi bir ¢esit gida boyasi olan Tartrazin, ila¢ sanayinde bazi ilaglarin
renklendirilmesinde kullanilmaktadir. Hindistan’da yapilan bir arastirmada, Tartrazin

iceren ilaglarin 2210 hastanin %13,2’sinde alerjik reaksiyona neden oldugu gozlenmistir
(Bhatia 2000).
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Bazi aragtirmacilar tarafindan belirtildigine gore, degisen konsantrasyonlarda gida katki
maddesinin tiiketilmesi ile psikolojik rahatsizliklardan kansere kadar varan genis bir
hastalik spektrumu olusmaktadir (Richard and Lipton 2000; Vincent and Behbehani
2001).

Oral yolla Amarant ve Allura Red gibi kirmiz1 gida boyalari ile beslenen gebe disi ve

erkek farelerde DNA hasarinin uyarildigi gosterilmistir (Tsuda et al. 2001).

Sasaki et al. (2002) gida boyalarindan Eritrosin’in tiimor olusturarak kansere yol

acabilecegini vurgulamistir.

Tartrazin, Sunset Yellow ve Ponceu 4R gibi sentetik gida boyalarinin bilingsizce
kullanim1 insanlarda basta astim olmak iizere cesitli alerjik reaksiyonlara neden

olabilmektedir (Sasaki and Kawaguchi 2002).

Gunumuzde gunluk yasama bagli olarak hem pratik olmalari hem de daha dikkat ¢ekici
goriinmeleri nedeniyle ¢ok fazla diigiinmeden tiikettigimiz hazir yiyecekler, dogal
besinlerden hizla uzaklasmamiza neden olmustur (Calisir ve Caligkan 2003). Bu da her

gun diyetle birlikte daha fazla katki maddesi / gida boyasi alimina yol agmaktadir.

An et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Sudan I azo gida boyasinin yiiksek
konsantrasyonda (100 uM) DNA hasarina sebep oldugu bulunmustur.

Gida boyalari, dogal kaynaklardan ve sentetik olarak elde edilenler seklinde ikiye
ayrilmaktadir (Sowbhagya et al. 2005). Sentetik olanlarin iiretim maliyetinin diisiik
olmasma karsilik daha toksik olmalar1 6zellikle gida sanayinde dogal boyalarin

kullanimini gerekli kilmaktadir.

Mittal et al. (2007)’e gore, yiksek dozlarda Amarant ve Sunset Yellow gibi boyalar

farelerde karaciger ve iskelet anomalilerine sebep olmaktadir.
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Tartrazin gastrointestinal mikroflorada metabolize edildikten sonra aromatik amin

gruplarina doniistiirilmektedir (Moutinho et al. 2007).

Ratlar iizerinde yapilan bir baska caligmada, 10 ay boyunca i¢gme sularina ilave edilen
Tartrazin’in lenfosit ve eozinofil sayisini artirdigi tespit edilmistir (Moutinho et al.
2007).

Cesitli gida katki maddelerinin basta kardiyovaskiiler hastaliklar, alerjik astim ve iirtiker
gibi hastaliklarin gelismesine egilim yarattiklari, Batu ve Molla (2008) tarafindan tespit

edilmistir

Masannat et al. (2009)’e gore, Metilen Blue, Patent Blue ve Indigo Karmin gibi gida

boyalar1 insan meme epitel hiicrelerinde DNA hasarina sebep olmaktadir.

Mpountoukas et al. (2010) Amarant, Eritrosin ve Tartrazin’in in vitro ortamda insan
periferal kan hicrelerindeki genotoksik, sitotoksik ve sitostatik (hiicre gelisiminin
biyime ve 06zellikle boluinmenin G1 ve S fazinda durdurulmasi) potansiyelini
arastirmiglar ve bu boyalarin insan lenfosit hiicrelerinde toksik etkiye neden oldugu,
kardes kromatit degisimini kontrol grubuna gore 1,7 kez arttirdig1 ve dogrudan DNA’ya

baglanma etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

Shimada et al. (2010) tarafindan yapilan bir calismada, 10 mg kg™ Amarant azo gida
boyasinin uygulanmasindan ii¢ saat sonra fare kolonunda DNA hasar1 olustugu

gbzlenmistir.

Gida boyalarina bagl olarak ¢ocuklarda gérilen hiperaktivitenin nedenlerini belirlemek
icin yapilan bir arastirmada, gida boyalarmin histamin-N-metil transferaz (HNMT)
enzimini inhibe ettigi buna bagli olarak beyine gecen histaminin ve onun miktarindaki

artigin hiperaktiviteyi artirdigi bildirilmektedir (Stevenson et al. 2010).
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Gao et al. (2011) farelerde Tartrazin’in katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
siiperoksit dismutaz (SOD) miktarlarin1 azalttigin1 buna karsilik beyin dokusunda
metabolik bir Grlin olan malondialdehit (MDA) seviyesini artirdigini, bu artisin da beyin

hiicrelerinde membran yapisinin bozulmasina yol agtigini tespit etmislerdir.

Sarikaya et al. (2012), D. melanogaster’de Amarant, Patent Blue, Karminik Asit,
Indigotin ve Eritrosin gibi gida boyalarmin genotoksik etkisini somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile arastirmislardir. Elde edilen bulgulara gore, Karminik Asit ve
Indigotin gida boyalarmi genotoksik olmadig1 ancak Eritrosin’in genotoksik oldugu

sonucuna varilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda sentetik gida boyalarindan Black PN, Brilliant Blue, Pea
Green, Ponceu 4R ve Kinolin Yellow ile kronik olarak beslenen D. melanogaster’in
Oregon R yabanil soyuna ait 3.evre larvalarinda gida boyasi konsantrasyonu artisina
bagli olarak larval toksisitenin uyarildigi gozlenmistir. Ergine doniisebilme orani
kontrol grubunda %98 iken gida boyalarinda bu deger yalnizca %5-25 olarak tespit
edilmistir. Ayrica uygulama gruplarinda larval toksisiteye bagli olarak malformlu birey

sayisinin da arttig1 gézlenmistir (Uysal ve Semerdoken 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Organizma

Bu ¢alismada, Drosophila melanogaster’in (Diptera: Drosophilidae) Oregon R yabanil
ve Vestigial mutant tiirii kullamlmustir. Bu soylar Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Bolimii Genetik Arastirma Laboratuvari’nda 1988 yilindan bu yana ileri
derecede kendilestirilerek yasatilmaktadir. D. melanogaster’in Oregon R soyu normal,
yuvarlak-kirmizi gozIlii ve herhangi bir mutant karakter tagimayan yabanil tip (w.t.=
wild type) soydur (Sekil 3.1). Vestigial mutant1 ise yuvarlak-kirmizi gozlidiir ancak

kanatlar1 ve denge organlar1 korelmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. D. melanogaster’in Oregon R soyu (yabanil tip) erkek ve disi bireyleri
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Sekil 3.2. D. melanogaster’in Vestigial mutant soyu erkek ve disi bireyleri

Drosophila’da biitiin boceklerde oldugu gibi viicut bas (kaput), gégiis (toraks) ve karin
(abdomen) olmak fizere, ii¢ kisma ayrilmaktadir. Bas ve gogiis kisminda biiyiik sert
killar (makroseta) ve ufak yumusak killar (mikroseta) bulunmaktadir. Killarin her iki
cesidi de duyu organi olarak gorev yapmaktadir. Sayr ve sekilleri kalitsal olarak
degisebilir. Basin iki yaninda birer bilesik goz (petek goz) ve alin kisminda (frons) da
lic basit goz (ocel), basin 6n ventralinde agiz parcalar1 ve 1 ¢ift arista tipi anten
bulunmaktadir. G6glis bolgesinde bulunan {i¢ segmentten her birinde bir ¢ift bacak,
ikinci goglis segmentinde bir ¢ift kanat ve 3. gogiis segmentinde de bir ¢ift halter organi

yer almaktadir.

Cesitli kalitim mekanizmalarinin ¢alisilmasinda ve anlasilmasinda, meyve sineklerinin
kullanilmasinin nedenlerini ve Drosophila’yr diger organizmalara goére istiin kilan

ozellikleri s0yle siralayabiliriz:
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1. Genetik denemelerde kullanilan organizmalarda, belirgin baz1 farkliliklar
(varyasyonlar) gortlmelidir. Drosophila ¢ok cesitli dogal ya da yapay varyasyonlarin
gozlenebildigi bir organizmadir. Bu varyasyonlar1 tagiyan mutant bireylerde goz rengi,
goz sekli, kil tipi, viicut rengi, kanat sekli agisindan farkli fenotipik o6zellikleri
gorebilmek miimkiindiir. Bu tip zit karakterleri ¢iplak gozle ya da binokiiler mikroskop

altinda incelemek oldukca kolaydir.

2. Drosophila’nin hayat devri ¢ok kisadir. Yumurtadan ¢iktiktan sonra yaklasik 9-10

giinde erginlesir ve yeniden iiremeye baslar.

3. Drosophila’lar ile yapilan bir ¢aprazlama sonucunda, bir disi birey giinde 40-50
yumurta birakir. Bu, 10 giinliik bir sayim sonucunda toplam 400-500 birey demektir.
Yani, bir defada oldukga fazla sayida yavru birey elde edilir. Bir nesilde elde edilen
birey sayisinin fazla olmasi, onun genetiksel ozellikleriyle ilgili bilginin dogru tespit

edilmesi ve sonuglarin giivenilirligi agisindan dnemlidir.

4. Bir Drosophila popiilasyonu laboratuvarda kolayca yetistirilebilir ve besinleri
ucuzdur. Kolayca temin edilebilecek malzemeler kullanilarak hazirlanan besin

ortamlari, arastirmaciya fazla bir maddi kiilfet getirmez.

5. Kontrollii c¢aprazlama (arastirmacinin kontrolii altinda belli 6zellikleri tasiyan
organizmalarin ¢aprazlanmasi), genetik denemelerde kullanilan ¢aligma yontemlerinden
biridir. Eger eslesmeler kontrol edilebiliyorsa bir organizmanin genetiginin
incelenebilmesi ¢ok daha kolaydir. Caprazlamanin o6zelligine bagli olarak o6zel ata
soylar secilip eslesmeleri saglanir ve elde edilen yavru bireylerin kayitlar1 birkag nesil
dikkatle kaydedilip, c¢ikan sonuglara gore ilgilenilen 6zelligin kalitimi1 hakkinda bir
sonuca varilabilir. Drosophila kontrollii ¢aprazlama yapilabilen en uygun canlilardan

biridir.

6. Drosophila’nin diger bir avantaji, mitotik kromozomlardan kolayca ayirt edilebilen

ve Ozellikle larvalarin tiikriik bezi hiicrelerinde goriilebilen dev kromozomlari (politen
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kromozom) tasimasidir. Bu kromozomlar, sitogenetik olarak kromozom haritalar1 ve

kromozom fonksiyon analizlerinin yapilmasini saglar.

7. Drosophila’lar 6zel diizenekler kullanilarak eterle kolayca bayiltildiklarindan,

tizerlerinde ¢esitli incelemeler yapilabilmektedir (Uysal vd 2006) .

Yukarida belirtilen 6zellikler bakimindan Drosophila, genetik arastirmalar i¢in ideal bir

organizmadir.

3.1.1. Drosophila melanogaster’in hayat dongust

D. melanogaster tam bagskalasim (holometabol) gosteren bir tiirdiir. Hayvanlar
alemindeki yeri Cizelge 3.1’de verilmistir. Gelisim evreleri yumurta, larva, pupa ve

ergin olmak tizere dort evreden olusmaktadir (Sekil 3.3).

Cizelge 3.1. D. melanogaster’in sistematigi

Alem Animalia (Hayvanlar alemi)
Sube Arthropoda (Eklem bacaklilar)
Simif Insecta (Bocekler)
Takim Diptera (Cift kanatlilar)
Familya Drosophilidae (Sirke sinegigiller)
Cins Drosophila (Sirke sinegi)
Tuar Drosophila melanogaster (Sirke sinegi)

3.1.1.a. Yumurta

D. melanogaster yumurtalar1, ventral yiizli yuvarlak, dorsal yiizii ise daha diizdiir ve
yaklasik 0,5 mm boyunda, 0,2 mm eninde oval sekillidir. Dorsal bolgenin 6n ucunda

yumurtalarin 1slak besiyerine batmasini engelleyen ve yasamsal dneme sahip oksijenin


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hayvanlar
http://tr.wikipedia.org/wiki/Eklem_bacakl%C4%B1lar
http://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6cekler
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87ift_kanatl%C4%B1lar
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sirke_sine%C4%9Figiller&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sirke_sine%C4%9Fi
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kara_kar%C4%B1nl%C4%B1_sirke_sine%C4%9Fi&action=edit&redlink=1
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alinmasindan sorumlu iki adet koryon uzantisi olan filament bulunur. Koryonun i¢inde,
yumurtaya siit beyazi goriintlisiinii veren 151k yansimasina neden olan hava ile dolu
stingerimsi bir tabaka vardir. Dollenmis yumurtalar, ¢iftlesmeden hemen sonra birakilir
(Sekil 3.4). D. melanogaster’de yumurtalar 25+°C’de 22-24 saat i¢inde agilir ve 1.evre
larva ¢ikar (Ashburner 1989).

1. larva evresi

>

2. larva evresi

3. larva evresi

Sekil 3.3. D. melanogaster’de hayat dongst (Anonim 2012a)
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Sekil 3.4. D. melanogaster’de besiyerine birakilan yumurtalarin toplu halde goriiniisii
(Anonim 2012b)

3.1.1.b. Larva

Larvalar, yumurtadan yaklasik 22-24 saat sonra c¢ikar ve hemen beslenmeye baglar.
Larva; 1 bas, 3 toraks ve 8 abdomen olmak {izere 12 segmentlidir. Larvalarin viicut
duvari olduk¢a yumusak ve esnektir. Viicut duvari, dista ince bir ekzokutikula ve kalin
bir endokutikula, igte ise bir epidermis tabakasindan olusur. Larval gelisim sirasinda
kiitikiil tabakasi iki kez atilarak yenisi ile degistirilir. Gomlek degistirme olarakta
bilinen bu olay larval yasamu ii¢ evreye ayirir. Iki gdmlek degistirme arasindaki donem
bir evre (instar) olarak adlandirilir. Larva gelisiminde L1 (1. evre), L2 (2. evre) ve L3
(3. evre) olmak iizere li¢ donem vardir. Birinci evre 1 giin, 2. evre 1 giin, 3. evre ise 2
glin sdrer. Birinci evre larva besiyeri ylizeyinde beslenir ve ancak ikinci evre larva
olduktan sonra besiyerinin i¢ine girmeye baglar. Larvalar besiyeri i¢inde tiineller
kazarak beslenirler. D. melanogaster larvalari, normal gelisimleri boyunca,
agirhiklarimin yaklasik 3-5 kati kadar beslenir. Larvalarin pupa evresine gecebilmeleri
icin belirli bir agirliga (esik agirlik) ulagsmalar1 gerekmektedir. Larvalar beslenmelerini
tamamlay1p yaklasik 0,3 mg’lik esik agirliga ulastiklarinda besiyerini terk eder ve pupa
evresi i¢in kuru bir yere genellikle kiltiir sisesinin duvarna gecer (Sekil 3.5)
(Ashburner 1989).
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Sekil 3.5. D. melanogaster’de 1., 2. ve 3. evre larvalarin mikroskobik goriiniisii

3.1.1.c. Pupa

Besiyerini terk ederek kiiltiir sisesinin duvarina tirmanan larvalar, agiz kisimlar1 asagiya
dogru gelecek sekilde yerleserek pupalagsmaya baslar (prepupa). Ergin c¢ikana kadar
hareketsiz hayvani ¢evreleyen sertlesmis kiitikiilden olusan larval oOrtiiye “puparium”
denir. Puparium olusumu, larval gelisimin son birkag saatinde meydana gelen ektisteroit
hormon miktarindaki artis ile baslar. Puparium ilk olustugunda yumusak ve beyazdir.
Yaklagik iki saat sonra sariya, sonra da kahverengine doniislir. Kahverengilesme
surerken puparium sertlesir. Pupalasma, puparium olusumundan yaklasik 12 saat sonra
meydana gelir. Ergin bireye ait metamorfoz evresi pupa i¢inde tamamlanir (Ashburner

1989) (Sekil 3.6).

Larval doku ve organlar parcalanir, tiikriik bezleri, yag doku, bagirsak ve kaslar
tamamen ayrisir. Beyin ve malpigi tiiplerinde ayrisma olmaz fakat yapisal olarak
degisiklige ugrarlar. Farklilagsmamis hiicre gruplari (histoblastlar) ve imajinal disklerden

ergin viicut yapilari olusur (Ashburner 1989).
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Sekil 3.6. D. melanogaster’de pupa gelisimi

3.1.1.d. Ergin

Pupadan ergin ¢ikmasi icin yaklasik 4-5 giin gereklidir. Pupadan yeni ¢ikmis erginlerin
kanatlar1 agilmamistir, uzun, ince ve kismen pigmentsiz viicutlar1 vardir. Kanatlarin
acilmasi pupadan ¢iktiktan sonra bir saat i¢inde, pigmentasyon ise 2-3 saat icinde
gerceklesir. D. melanogaster’in disileri pupadan ¢iktiklarinda eseysel olgunluga
erismemistir, 5-6 saat sonra eseysel olgunluga erisir ve ciftlesme yetenegini kazanir
(Ashburner 1989). Ergin disi ve erkekler abdomen sekli, esey taragi, ve renk gibi
morfolojik farkliliklara sahiptir. Disi bireylerde abdomenin ucu uzun ve sivri,
erkeklerde daha kisa ve yuvarlaktir. Ayrica, disilerin yaslanmasiyla birlikte abdomenleri
yumurtalarla dolar ve buna bagli olarak genisler. Yabanil tipler ve bir¢ok mutant
bireylerde abdomen segmentlerinde bulunan koyu renkli ¢izgiler, erkek ve disilerin
ayriminda kullanilan énemli bir kriterdir. Erkek bireylerde abdomenin son segmentleri
siyahtir. Diside ise agikli ve koyulu ¢izgiler, abdomenin u¢ kismina kadar devam eder.
Disinin abdomeninde 7, erkegin abdomeninde ise 5 tane goriilebilir segment mevcuttur.

Erkeklerde, birinci ¢ift bacagin birinci tarsus segmenti {izerinde 25 siyah ve kalin kil
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demetinden olusan esey taragi (metatarsal tarak) bulunur (Sekil 3.7). Bu yapi, ciftlesme
sirasinda erkegin disiyi kavramasi igin gereklidir ve disilerde bulunmaz (Ashburner

1989).

.
3 ,:

Sekil 3.7. D. melanogaster’in erkek bireylerinde bulunan esey taragi (metatarsal tarak)
3.2. Cahismamizda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Besi yerinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler Agar agar ve propiyonik
asit Merck firmasindan, dietil eter Fluka firmasindan, gida boyalar1 (Ponceu 4R, Sunset
Yellow, Amarant ve Tartrazin) ise Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Bu

boyalara ait kimyasal formiiller asagida verilmistir (Sekil 3.8-3.11).

HO
o Hu
AW,
A2 sl )

SO;Na

Sekil 3.8. Ponceu 4R gida boyasinin kimyasal formiili
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HO

SO;Na

Sekil 3.9. Sunset Yellow gida boyasinin kimyasal formiilii

HO SO3Na

v~ 3
i
Q SO3Na

Sekil 3.10. Amarant gida boyasinin kimyasal formiilii

HO SO3Na
NaQ.3 N
3 \‘f
/
—N
NaQQC

Sekil 3.11. Tartrazin gida boyasinin kimyasal formiilii
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3.3. Deney Kosullar

3.3.1. Cevre kosullar:

Drosophila stok kultlrleri, %40-60 bagil nem, 25+1°C sicaklik ile siirekli karanlik
kosullarin1 tasiyan isitmali-sogutmali sicaklik kabinlerinde, Standart Drosophila besi
yeri (SDB) iceren siselerde yasatilmaktadir. Kiiltiir siseleri 250 ml’lik siit siseleri olup
dip kismindan 2-3 cm yiikseklige kadar besin maddesi igermektedir. Stoklarin
yenilenmesi, taze hazirlanmis besin igeren siselerin her birine 1099 x 1043 birey
caprazlamasi yapilarak saglanmistir. Stoklarin yenilenme islemi, ortalama her 15 gilinde
bir tekrarlanmigtir. Sinekler sadece taze besin ortamina aktarilmalari sirasinda giin

1s181na ¢ikarilmistir.

3.3.2. Besin ortaminin hazirlanmasi

Laboratuvar stok kultlrleri Standart Drosophila Besiyeri’nde (SDB) (Lewis 1960)
tutulmaktadir. SDB hazirlamak i¢in gereken malzemeler; 9 g agar, 60 g toz seker, 19 g
bira mayasi, 50 g misir unu, 565 cc saf su ve 3-3,5 cc propionik asittir. 440 cc saf su
temiz bir beherde kaynatilir. Kaynamaya baslayan saf suya 6nce 9 g agar, daha sonra 60
g seker ilave edilip bir cam baget yardimiyla iyice karigtirilir. Bir bagka beher i¢inde
125 cc saf suda 50 g misir unu ve 19 g bira mayasi ezilir. Karstirilarak ezilen bu
karisim kaynayan seker-agar karigimina ilave edilerek karigtirmaya devam edilir.
Karisim kaynamaya bagladiktan sonra karistirma islemine 15 dk daha kisik ateste
devam edilmelidir. Bu safhada karisimin kivamina dikkat etmek gerekir. Eger karisim
cok sivi olursa besin ortami sogudugu zaman ¢ok katilasmayacak ve sinekler besin
ortamina yapisacaktir. Karisim ¢ok katilagirsa hem siselere doldurmak hem de
sineklerin beslenmesi giiglesecektir. Bu durumlar géz oniine alinarak hazirlanan besin
ortam1 atesten indirilir. Karigim biraz soguduktan sonra kiif inhibitorii olarak kullanilan
propionik asit ilave edilip hazirlanan besin ortami heniiz sicakken 250 ml’lik kiiltiir
siselerine dokiiliir ve iizerleri temiz kurutma kagitlartyla kapatilarak bir giin oda

sicakliginda sogumalar1 icin bekletilir. Besiyerleri soguyup katilastifinda siselerin
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agizlar sineklerin hava alabilmesi i¢in siinger veya pamuk ve gazli bezden yapilmis

tikaglarla kapatilir.

3.3.3. Bayiltma yontemi

Drosophila’lar, negatif geotropik (yercekiminin tersine) ve pozitif fototropik (1s1ga
dogru) yonelim gosterdiklerinden ¢esitli maniplasyonlarin yapilabilmesi igin eterize
edilirler (Doane 1967). Deneylerimizde ekonomik olusu ve ¢alisma kolaylig1 nedeniyle
dietil eter kullanilmistir. Bayiltma islemi igin basit bir diizenek hazirlanmistir. Bir
erlenmayere bir miktar eter konularak cam kroze erlenin igine yerlestirilmis ve krozenin
agz1 bir petri kabi ile kapatilmistir. Krozenin tabaninda bulunan torf gézeneklidir ve bu
sayede eter krozenin i¢ine buharlagir. Krozenin gévdesinde bulunan sinekler bu sekilde
bayiltilmis olur. Bayiltma (eterizasyon) islemi, ana-baba stoklarmin kurulmasi ve
uygulama gruplarinin olusturulmast i¢in kullanilmistir. Ancak Omiir uzunlugu

deneylerindeki transfer islemleri sirasinda eterizasyon yapilmamistir.

3.4. Deneylerin Yapihs

3.4.1. 3. evre larvalarin elde edilmesi ve larvalara gida boyalarinin uygulanmasi

Hem deney hem de kontrol gruplarinda kullanilacak olan 3. evre larvalar (72+4 saat)
yalnizca SDB igeren kiiltiir ortaminda Oregon R yabanil ve Vestigial mutant
soylarindan 1099 x 1043  c¢aprazi yapilarak elde edilmistir. Ebeveynlerin
ciftlestirilmesini takiben 4. giinde 3. evre larvalart olusmustur. Deney gruplar
olusturulurken her gida boyasi i¢in ¢ok sayida tekerriir ve 6n denemeler ile belirlenen
altr farkli uygulama dozu olan 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mg mL™ boya maddesi + SDB
iceren besi yerlerine 100’er larva konulmustur. Larvalar besi yerine konuldugu giinden
itibaren gelisim evreleri bakimindan giinliikk olarak izlenmistir. Larvadan pupaya,
pupadan ergine doniisebilen bireyler giinliik olarak sayilmis ve kaydedilmistir. Ergin
bireyler ise binokiiler mikroskop altinda incelenmis ve malformasyonlu bireylerin

fotograflar1 ¢ekilmistir. Deneyler {i¢ kez tekrar edilmistir.
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3.4.2. Omiir uzunlugu deneyleri

D. melanogaster’in Oregon R yabanil ve Vestigial mutant soylarinda azo gida
boyalarmin émiir uzunlugu tizerine etkileri disi ve erkek popiilasyonlarinda ayr1 ayri
calisilmistir. Bu amagla aymi yash bireyleri elde etmek igin, taze besin ortami iceren
kiiltiir sigelerinde ¢aprazlamalar yapilarak on stoklar olusturulmustur. Caprazlamalarin
yapildig1r tarihten itibaren pupanin goriildiigi giin ebeveynler ortamdan
uzaklagtirllmistir. 9. ve 10. giinde pupadan ¢ikan bireyler, 6 saat sonra ciftlesme
yetenegi kazandiklarindan disiler ve erkekler ayr1 ayri olmak {izere 5 saatte bir
toplanmuislardir. Bu sekilde ayni yash ve giftlesmemis Q9 ve d&' sineklerden her bir
deney grubu icin ortalama 100 birey toplanmistir. Toplanan bireyler 250 ml’lik bos
kiltiir siselerine konularak uygulamadan once 2 saat a¢ birakilmistir. Uygulama gruplari
icin, her bir kiiltiir sisesine 2 kat kurutma kagidi konulmus ve farkli konsantrasyonlarda
gida boyasi emdirilmistir. Uygulama sigelerine alinan bireyler 2 saat bu ortamda
birakilmigtir. Uygulamalar igin tek sisede toplanan 100 birey uygulama sonrasinda (99
ve Jdd icin ayr1 ayr olmak iizere) i¢inde SDB+ gida boyasi bulunan kiiltiir siselerine
25’er tane konularak ayrilmistir. Kontrol ve deney gruplari i¢in ¢aligmalar es zamanli
baslatilmistir. Tiim kiiltiir siseleri 3.2.1°de anlatilan sartlara uygun sicaklik kabinlerinde
tutulmustur. Deney siiresince besi yerleri her hafta Pazartesi ve Persembe giinleri olmak
tizere iki kez tazelenmistir. Birey sayilar1 her uygulama giinii baslangicinda ve sonunda
kontrol edilmis ve 6len bireyler kaydedilerek ortamdan uzaklastirilmistir. Uygulamalara

her bir deney ve kontrol grubunda en son birey dliinceye kadar devam edilmistir.

3.5. Mikrofotografi

Calismalarimizda, D. melanogaster’in gelisim evrelerine ait larva, pupa ve ergin
bireylerin fotograflart Nikon SMZ-1500 marka binokiler mikroskop ve yine Nikon
marka Coolpix 5400 dijital kamera kullanilarak ¢ekilmistir. Olcekler fotograflar ile

birlikte verilmistir.
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3.6. istatistiksel Yontemler

Larval mortalite ve dmiir uzunlugu deneylerinden elde edilen verilerle ilgili istatistiksel
analizler i¢in SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 13.0 programi

kullanilmustir.

Larval mortalite sonuglarinin kontrol ve uygulama gruplar1 arasinda karsilastiriimasi
icin tek degiskenli varyans analizi (ANOVA), larvadan ergine gelisebilen bireyler ile

ilgili sonuglar i¢in ise Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi yapilmustir.

Omiir uzunlugu deneylerinde kontrol ve uygulama gruplarinin &miir uzunlugu
ortalamalari istatistiksel olarak %1 diizeyinde Duncan testi (Sokal ve Rohlf 1995), disi

ve erkek bireylerin ortalama dmiir uzunlugu t-testi kullanilarak karsilastirilmistir.

Hayatta kalig egrileri ve larval mortaliteye ait grafikler ise Microsoft Windows Office-

Excel programi kullanilarak ¢izilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu caligmada, iki ayr1 parametre géz oniline alinmistir. Calismanin ilk kisminda, 4 farkl
sentetik azo gida boyasinin (Amarant, Ponceu 4R, Sunset Yellow ve Tartrazin) kronik
beslenmeye bagli olarak D. melanogaster’in Oregon R yabanil ve Vestigial mutant
soyuna ait 3. evre larvalarinda yasama yiizdesi (larval mortalite) Uzerine etkileri,
calismanin ikinci kisminda ise yine azo boyalarmin kronik beslenmeye bagl olarak D.
melanogaster’in Oregon R yabanil ve Vestigial mutant soyuna ait ergin bireylerin dmur

uzunlugu tizerine etkileri arastirilmistir.

Yapilan 6n denemeler ile once her boya igin ayr1 ayri olmak iizere LDigg degerleri
belirlenmistir. LDigo degeri deney grubundaki bireylerin tamamini dldiiren
konsantrasyon olarak tanimlanabilir. Bu degerler Ponceu 4R ve Sunset Yellow igin 35
mg mL?, Amarant icin 30 mg mL™, Tartrazin icin de 15 mg mL™ olarak tespit
edilmistir. LD1go degerleri, her bir boya uygulama grubu icin en yliksek doz olarak
kullanilmis ve daha diisiik dozlarla birlikte Ponceu 4R, Sunset Yellow ve Amarant igin
5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mg mL™? olmak iizere 6 farkl uygulama grubu olusturulmustur.
Ancak, daha oncede belirtildigi gibi, Tartrazin icin bu deger 15 mg mL™ olarak
belirlendiginden Ponceu 4R, Sunset Yellow ve Amarant icin kullanilan son ii¢
uygulama dozu (20, 25 ve 30 mg mL™) omir uzunlugu ile ilgili deneylerde
kullanilamamistir. Bu nedenle yalnizca bu boya i¢in uygulama gruplari yeniden
belirlenmis ve dmiir uzunlugu deneylerinde 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5 ve 15 mg mL? olarak

belirlenen yeni dozlar ¢alisilmistir.

4.1. Azo Gida Boyalarmin 3. Evre Larvalarin Yasama Yiizdesi (Larval Mortalite)

Uzerine Etkileri

Azo gida boyalarinin larval mortalite lizerine olan etkilerini arastirmak i¢in hem yabanil
hem de mutant soylara ait larvalarin gelisim evreleri, larvalar gida boyasi+SDB’ye

konuldugu giinden itibaren izlenmistir. Larvadan pupaya, pupadan ergine doniisebilen
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bireyler giinliik olarak sayilarak kaydedilmis ve elde edilen veriler ile Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2 hazirlanmigtir. Farkli konsantrasyonlarda gida boyasi igeren tiim deney
gruplarinda erginlesebilen bireyler, binokiiler mikroskop altinda incelenmis ve
malformasyonlu bireylerin fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 4.1a-c). Malformasyonlar,
kanat, toraks ve abdomen deformasyonu (Sekil 4.1a), pupa kilifindan ¢ikamama (Sekil
4.1b) ve normalden daha kiiciik bas ve viicut gelisimi ile eksik ylirlime bacag: (Sekil

4.1¢) seklinde gbzlenmistir.

Sekil 4.1. Gida boyasi igeren besi yeri ile beslenen ergin bireylerde gozlenen cesitli
malformasyonlar
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4.1.1. Azo gida boyalarimin Oregon R yabanil soyu 3. evre larvalar: Uzerine etkileri

Yapilan ¢aligmada Oregon R yabanil soyu larvalarina uygulanan gida boyalarinin
hepsinin tim uygulama gruplarinda konsantrasyon artisina bagli olarak larval
mortaliteyi arttirdig1 gozlenmistir (Cizelge 4.1a-d, Sekil 4.2). Kontrol grubunda yalnizca
SDB ile beslenen larvalarda hayatta kalis oram1 ortalama 96+1,15 iken deney
gruplarinda bu degerler en diisik ve en yiiksek konsantrasyonlarda (5-30 mg mL™)
Ponceu 4R icin 86+1,15-35+ 2,88, Sunset Yellow icin 82+1,15-32+1,15, Amarant icin
80+ 2,88-18+ 3,46 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1a-c).

Tartrazin’de ise Cizelge 4.1d’de goriildiigii gibi yalnizca ilk {i¢ uygulama grubunda
(5,10 ve 15 mg mL™) larval gelisim gozlenmis son 3 uygulama grubunda (20, 25, ve 30
mg mL'l) ise hayatta kalan birey olmamistir (Sekil 4.2). En diisiik uygulama grubu olan
5 mg mL™""de hayatta kalis oran1 52+ 2,31 iken 15 mg mL™ uygulama grubunda bu
deger 10+1,15 olarak tespit edilmistir. (Cizelge 4.1d). Cizelge 4.1a-d incelendigi zaman,
elde edilen sonuglar gida boyalar1 i¢in doz artis1 ve toksik etki arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu gostermektedir. Istatistiksel degerlendirmeye gore de kontrol ve
deney gruplari arasindaki bu fark P< 0,01 diizeyinde anlamlidir. Larvalarin hayatta kalig
oranlar1 dikkate alindigi zaman, kullandigimiz gida boyalarinin toksisite siralamasi

Tartrazin>Amarant>Sunset Yellow>Ponceu 4R seklinde olmustur.
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Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda gida boyasi ile beslenen D. melanogaster’in
Oregon R yabanil soyu 3. evre larvalarinda gozlenen larval mortalite oranlari

a-PONCEU 4R ( LDigo: 35 mg mL)

Uygulama Gruplar
Konsantrasyon
1 Y Larva Ortalama +
(mg mL™) 1 2 3 p -Degeri
S.H
Kontrol 100 9% | 94 | 98 96+1,15
5 100 88 | 86 | 84 86+1,15 <0,01*
10 100 80 | 78 | 76 78+1,15 <0,01*
15 100 72 | 68 | 64 68+2,31 <0,01*
20 100 60 | 57 | 54 571,73 <0,01*
25 100 58 | 50 | 42 50+4,61 <0,01*
30 100 40 | 35| 30 35+2,88 <0,01*

b-SUNSET YELLOW ( LD1go: 35 mg mL™)

Uygulama Gruplar
Konsantrasyon >
1 Ortalama +
(mg mL™) Larva 1 2 3 p -Degeri
S.H
Kontrol 100 96 94 98 96+1,15
5 100 84 82 80 82+1,15 <0,01*
10 100 80 75 70 752,88 <0,01*
15 100 63 61 59 61+1,15 <0,01*
20 100 58 54 50 54+2,31 <0,01*
25 100 47 43 39 43+2,31 <0,01*
30 100 34 32 30 32+1,15 <0,01*




Cizelge 4.1 (devam)
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c-AMARANT ( LD1go: 30 mg mL™)
Uygulama Gruplari
Konsantrasyon >
(mg mL'l) Larva 1 2 3 Ortalama * p -Degeri
S.H
Kontrol 100 96 94 98 96+1,15
5 100 85 80 75 80+2,88 <0,01*
10 100 74 76 72 741,15 <0,01*
15 100 54 62 58 58+2,31 <0,01*
20 100 42 52 47 47+2,88 <0,01*
25 100 26 30 28 28+1,15 <0,01*
30 100 18 24 12 18+3,46 <0,01*
d-TARTRAZIN  (LDyo: 15 mg mL™)
Konsantrasyon > Uygulama Gruplan
(mg mL-1) Larva Ortalamazx
1 2 3 SH p —Degeri
Kontrol 100 96 94 | 98 961,15
5) 100 48 52 56 52+2,31 <0,01*
10 100 30 35 40 35+2,88 <0,01*
15 100 8 10 12 10+1,15 <0,01*
20 100 - - - - <0,01*
25 100 - - - - <0,01*
30 100 - - - - <0,01*

S.H: Standart hata; *: Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemlidir.
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100 +
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Sekil 4.2. D. melanogaster’in Oregon R yabanil soyuna ait F; neslinin 3. evre
larvalarinda mortalite oranlarinin karsilastirilmast

4.1.2. Azo gida boyalarimin Vestigial mutant soyu 3. evre larvalari iizerine etkileri

Yapilan calismada bu soyun 3. evre larvalarina uygulanan gida boyalarmin hepsinin
tipk1 yabanil soyda oldugu gibi tlim uygulama gruplarinda konsantrasyon artisina bagl
olarak larval mortaliteyi arttirdifi gozlenmistir (Cizelge 4.2a-d, Sekil 4.3). Kontrol
grubunda yalnizca SDB ile beslenen larvalarda hayatta kalis orani ortalama 89+0,97
iken deney gruplarinda bu degerler en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar da (5-30
mg mL™) Ponceu 4R icin78+81,81-28+2,28, Sunset Yellow icin 71+2,06-21+1,45
Amarant i¢in 77£1,81-12+1,22 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2a-C).

Tartrazin de ise yine Oregon R yabanil soyunda oldugu gibi yalnizca ilk ii¢ uygulama
grubunda (5,10 ve 15 mg mL™) larval gelisim gozlenmistir (Cizelge 4.2ad, Sekil 4.3).
Tartrazin i¢in larvalarda hayatta kalis oran1 en diisiik uygulama grubu olan 5 mg mL™’
de ortalama 41+2,88 iken en yiksek uygulama grubu olan 15 mg mL™’de bu deger
8+0,99 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2d). Cizelge 4.2a-d dikkatle incelendigi
zaman, elde edilen sonuclar gida boyalarinda doz artis1 ve toksik etki arasinda tipki

yabanil soyda oldugu gibi mutant soyda da pozitif bir korelasyon oldugunu
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gostermektedir. Istatistiksel degerlendirmeye gore de kontrol ve deney gruplari
arasindaki bu fark P<0,01 diizeyinde anlamlidir. Larvalarin hayatta kalig oranlar
dikkate alindig1 zaman, kullandigimiz gida boyalarinin toksisite siralamasi yine Oregon
R yabanil soyunda elde edilen sonuglarla paralellik gostermis ve Tartrazin>

Amarant>Sunset Yellow>Ponceu 4R seklinde olmustur.

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda gida boyasi ile beslenen D. melanogaster’in
Vestigial mutant soyu 3. evre larvalarinda gozlenen larval mortalite oranlari

a-PONCEU 4R (LDigo: 15 mg mLY)

Uygulama Gruplari
Konsantrasyon >
1 Ortalama +
(mg mL™) Larva 1 2 3 p —Degeri
S.H
Kontrol 100 91 87 89 89+0,97
5 100 71 83 80 78+1,81 <0,01*
10 100 67 70 73 70+2,03 <0,01*
15 100 60 59 58 59+0,66 <0,01*
20 100 49 47 | 45 47+3,01 <0,01*
25 100 38 45 37 40+1,17 <0,01*
30 100 32 23 30 28+2,28 <0,01*




Cizelge 4.2 (devam)
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b-SUNSET YELLOW (LDago: 35 mg mL™)

Uygulama Gruplari
Konsantrasyon >
4 Ortalama £
(mg mL™) Larva 1 2 3 p —Degeri
S.H
Kontrol 100 91 87 | 89 89+0,97
5 100 74 70 | 69 71+2,06 <0,01*
10 100 65 69 | 67 67+1,45 <0,01*
15 100 52 54 | 56 54+2,88 <0,01*
20 100 38 40 | 42 40+1,31 <0,01*
25 100 33 31 | 35 330,78 <0,01*
30 100 18 20 | 23 21+1,45 <0,01*
c-AMARANT (LD1go: 30 mg mL™)
Uygulama Gruplari
Konsantrasyon >
1 Ortalama £
(mg mL™) Larva 1 2 3 p —Degeri
SH
Kontrol 100 91 87 89 89+0,97

5 100 77 76 | 78 77+1,81 <0,01*

10 100 54 55 | 56 55+1,66 <0,01*

15 100 48 45 | 42 45+1,72 <0,01*

20 100 40 36 | 38 38+2,68 <0,01*

25 100 23 20 | 20 21+3,30 <0,01*

30 100 14 10 8 12+1,22 <0,01*




Cizelge 4.2 (devam)
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d-TARTRAZIN

(LD1go: 15 mg mL™)

Uygulama Gruplari
Konsantrasyon Y
1 Ortalama £
(mg mL™) Larva 1 2 3 p —Degeri
S.H
Kontrol 100 91 87 89 89+0,97
5 100 41 39 43 41+2,88 <0,01*
10 100 30 35 40 22+1,63 <0,01*
15 100 8 10 6 8+0,99 <0,01*
20 100 — — — — <0,01*
25 100 — — — — <0,01*
30 100 — — — — <0,01*
S.H: Standart hata; *: Gruplar arasindaki fark p<0,01 dlzeyinde 6nemlidir.
100
80 -
& Kontrol
EPonceu 4R
60 -  Sunset Yellow
# Amarant

Toplam birey sayisi

40 -

20

5

M Tartrazin

10

15

20

25 30

Konsantrasyon (mg mL-1)

Sekil 4.3. D. melanogaster’in Vestigial mutant soyuna ait F; neslinin 3. evre
larvalarinda mortalite oranlarinin karsilastirilmast
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4.2. Azo Gida Boyalarinin Omiir Uzunlugu Uzerine Etkileri

Deneylerimizin ikinci kisminda gida boyalarinin ergin bireylerin dmiir uzunlugu iizerine
etkisi calistlmigtir. Uygulamalar hem Oregon R yabanil hem de Vestigial mutant
soylarinda D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlari igin ayri ayri yapilmistir.
Elde edilen verilere dayanilarak disi ve erkekler popiilasyonlarinda kontrol ve uygulama
gruplari i¢in ortalama omiir uzunluklar1 hesaplanmis ve bu degerlere bagli olarak dmiir
uzunlugu egrileri ¢izilerek (Sekil 4.4-4.7) her iki esey igin hayatta kalis ¢izelgeleri
hazirlanmistir (Cizelge 4.3a-d).

4.2.1. Azo gida boyalarimin Oregon R yabanil soyuna ait ergin bireylerinde 6mur

uzunlugu iizerine etkisi

Elde ettigimiz sonuglara gore, kontrol grubunda maksimum omiir uzunlugunun 9 9 igin
98, 4& icin 91 giin oldugu bulunmustur. Uygulama gruplarinda bu degerler @2 de en
diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar da (5-30 mg mL™) Ponceu 4R i¢in 87-53 giin
(Cizelge 4.3a, Sekil 4.4a), Sunset Yellow i¢in 74-46 giin (Cizelge 4.3b, Sekil 4.5a) ve
Amarant icin 74-39 gindur (Cizelge 4.3c, Sekil 4.6a). & i¢in de maksimum Omiir
uzunlugu Ponceu 4R igin 74-42 giin (Cizelge 4.3a, Sekil 4.4b), Sunset Yellow i¢in 77-
42 giin (Cizelge 4.3b, Sekil 4.5b) ve Amarant i¢in 67-35 giin (Cizelge 4.3c, Sekil 4.6b)

olarak bulunmustur.

Maksimum 6miir uzunlugunun yam sira 9 ve &J populasyonlarda ortalama omiir
uzunluguda hesaplanmistir. Ortalama Omiir uzunlugu kontrol grubunda 99 igin
66,42+1,89, 33 igin 62,04+1,65 giin oldugu bulunmustur. Uygulama gruplarinda bu
degerler 2 Q de en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar da (5-30 mg mL™) Ponceu 4R
icin 58,43+1,95-28+1,48 gin (Cizelge 4.3a), Sunset Yellow ic¢in 51,69+1,79-
24,01+1,41gin (Cizelge 4.3b) ve Amarant icin 50,41+1,97-22,50+1,17 giin olarak
bulunmustur (Cizelge 4.3c). Ortalama dmiir uzunlugu ise Ponceu 4R i¢in 42,76+1,91-
21,66+1,06 gun (Cizelge 4.3a), Sunset Yellow igin 46,91+1,93-19,12+1,27 gun (Cizelge
4.3b) ve Amarant icin 45,20+1,81-15,14+0,96 giin (Cizelge 4.3¢) olarak bulunmustur.
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Ponceu 4R, Sunset Yellow ve Amarant igin LD1oo degerleri sirasiyla 35 ve 30 mg mL™
iken Tartrazin’de bu deger 15 mg mL™ olarak bulunmustur ve bu degerin iizerinde
yasayabilen larva ve buna bagl olarak ergin birey bulunmadigl i¢in Omiir uzunlugu
deneylerinde daha diisiik dozlar (2,5, 5, 7,5, 10, 12,5 ve 15 mg mL'l) secilmistir. Sec¢ilen
bu dozlarla yapilan uygulamalar sonucunda en diisiik (2,5 mg mL™) ve en yilksek (15
mg mL™) uygulama gruplarinda sirasiyla @ Q’de maksimum &miir uzunlugu 70-39 giin
(Cizelge 4.3d, Sekil 4.7a), 33°de 74-39 giin (Cizelge 4.3d, Sekil 4.7b) olarak

bulunmustur.

Ortalama omiir uzunlugu ise 99 i¢in 47,39+1,84-17,40+1,01, & i¢in de 46,20+1,87-
15,97+1,05 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda disi ve erkek popiilasyonlarina ait
ortalama Omiir uzunlugu arasindaki fark P>0,01 diizeyinde 6nemsizken tim uygulama

gruplar1 arasindaki bu fark 6nemli bulunmustur (P<0,01).

Ayrica bu degerlere gore, hem disi hem erkek bireylerde gida boyasi
konsantrasyonundaki artigina bagli olarak Omiir uzunlugu azaldigi ic¢in negatif
korelasyon tespit edilmistir. Negatif korelasyona ait degerlerde sirasiyla, Ponceu 4R i¢in
Q2 R=-0,56 , & R=-0,56; Sunset Yellow i¢in 29 R=-0,60, & R=-0,62; Amarant
icin 99 R=-0,61, &4 R=-0,68 Tartrazin i¢gin Y9 R=-0,68 J& R=-0,65 olarak

belirlenmistir.



Cizelge 4.3. D. melanogaster’in Oregon R yabanil soyu $9 ve & popiilasyonlarina ait ortalama omiir uzunluklar ve gruplar arasi
onem kontrolleri

a-PONCEU 4R
QQ Popllasyonu 43 Popllasyonu
Deney Birey
GbeU_l(mg Sayisi Max. Ortalama Omur Standart b Max. Ortalama Omar Standart 0

mL™) Omir Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma Omir | Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma

K 100 98 66,42+1,89 18,98 91 62,04+1,65 16,46
5(1) 100 87 58,43+1,95 19,52 74 42,76+1,91 19,11 | 3-4*
10 (2) 100 74 50,43+1,87 18,68 3-4* 67 35,91+1,71 17,05 | 3-5*
15 (3) 100 67 44,09+1,77 17,77 4-5* 63 33,48+1,52 15,22 | 4-5*
20 (4) 100 67 40,00+1,83 18,33 5-6* 60 30,26+1,48 14,76 | 4-6*
25 (5) 100 60 33,00+1,72 17,22 56 28,66+1,35 1351 | 5-6*
30 (6) 100 53 28,00+1,48 14,79 42 21,66%1,06 10,55

12°]



Cizelge 4.3 (devam)

b-SUNSET YELLOW

GG

Q2 Populasyonu 43 Poptlasyonu
Deney Grubu Birey ) )
1 Max. Ortalama Omur Standart Max. Ortalama Omur Standart
(mg mL"™) Sayisi ) P ) p
Omur Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma Omur Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma
K 100 98 66,42+1,89 18,98 91 62,04+1,65 16,45
5(1) 100 74 51,69+1,79 17,91 77 46,91+1,93 19,31
10 (2) 100 74 45,27+1,99 19,90 74 38,23+1,68 16,80 4-5*
4-5%
15 (3) 100 60 38,07+1,75 17,49 . 63 31,02+1,78 17,83 4-6*
20 (4) 100 60 33,61+1,69 16,91 56 25,86+1,43 14,32 o-6*
25 (5) 100 53 29,48+1,48 14,75 56 26,08+1,49 14,90
30 (6) 100 46 24,01+1 41 14,06 42 19,12+1,27 12,72




Cizelge 4.3 (devam)

c-AMARANT
Q9 Popllasyonu 43 Popiilasyonu
Deney Grubu Birey . )
(mg mL?) Sayisi Max Ortalama Omur Standart 0 Max Ortalama Omur Standart )
Omidr Uzunlugu (Giin)= SH | Sapma Omur Uzunlugu (Giin)= SH | Sapma
K 100 98 66,42+1,89 18,98 91 62,04+1,65 16,45
5(1) 100 74 50,41+1,97 19,67 67 45,20+1,81 18,09
10 (2) 100 67 43,10£1,72 17,24 3-4* 56 35,62+1,61 16,07 .
15 (3) 100 60 39,51+1,55 15,47 4-5*% 53 27,68+1,46 14,61 2:2*
20 (4) 100 60 34,92+1,59 15,94 >-6* 46 23,82+1,31 13,11
25 (5) 100 53 30,69+1,39 13,98 46 21,09+1,27 12,68
30 (6) 100 39 22,50+1,17 11,65 35 15,14+0,96 9,61

99



Cizelge 4.3 (devam)

d-TARTRAZIN
QQ Popllasyonu 43 Popllasyonu
Deney Grubu | Birey B B
(mg mL'l) Sayisi .I.\/Iax. Ortalama Omiur Standart b .I.\/Iax. Ortalama Om{ur Standart 0

Omur Uzunlugu (Giin) SH | Sapma Omdar Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma

K 100 98 66,42+1,89 18,98 91 62,04+1,65 16,45

2,5(1) 100 70 47,39+1,84 18,40 74 46,20+1,87 18,72
5(2) 100 63 42,24+1,64 16,37 . 63 41,08+1,75 17,49 | 2-3*
7,5(3) 100 60 39,28+1,59 15,93 zj* 63 38,52+1,73 17,32 | 3-4*
10(4) 100 53 32,48+1,42 14,16 56 33,55+1,76 17,60 | 4-5*

12,5 (5) 100 46 24,02+1,13 11,33 42 23,06+1,16 11,55

15 (6) 100 39 17,40+1,01 10,08 39 15,97+1,05 10,51

K: Kontrol, Max.:Maksimum, S.H.: Standart hata , *: Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemsizdir.

LS
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4.2.2. Azo gida boyalarimin Vestigial mutant soyuna ait ergin bireylerinde 6mur

uzunlugu iizerine etkisi

Yine Oregon R yabanil soyunda oldugu gibi Tartrazin’de LDgo degerleri 15 mg
mL*e kadar diigmiistiir ve bu degerin iizerinde yasayabilen larva ve buna baglh
olarak ergin birey bulunmadigi i¢in 6miir uzunlugu deneylerinde daha diisiik dozlar
(2,5,5,7,5, 10, 12,5 ve 15 mg mL™) secilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore, kontrol grubunda maksimum omiir uzunlugunun 99
icin 69, & i¢in 67 giin oldugu bulunmustur. Uygulama gruplarinda ise bu degerler
QQ de en disiik ve en yliksek konsantrasyonlar da (5-30 mg mL™) Ponceu 4R igin
69-49 giin (Cizelge 4.4a, Sekil 4.8a), Sunset Yellow i¢in 65-46 gun (Cizelge 4.4b,
Sekil 4.9a) ve Amarant i¢in 63-39 giindiir (Cizelge 4.4c, Sekil 4.10a). 33 icin de
maksimum Omiir uzunlugu Ponceu 4R i¢in 67-46 giin (Cizelge 4.3a, Sekil 4.8b),
Sunset Yellow igin 62-43 giin (Cizelge 4.4b, Sekil 4.9b) ve Amarant i¢in 63-35 gin
(Cizelge 4.4c, Sekil 4.10b) olarak bulunmustur.

Ortalama dmiir uzunlugu kontrol grubunda @ Q icin 45,85+1,71, & i¢in 39,98+1,67
giin oldugu bulunmustur. Uygulama gruplarinda bu degerler 9% de en diisiik ve en
yiiksek konsantrasyonlar da (5-30 mg mL™) Ponceu 4R icin 42,21+1,72-26,42+1,37
gun (Cizelge 4.4a), Sunset Yellow icin 40,68+1,69-22,81+1,30 giin (Cizelge 4.4b) ve
Amarant icin 40,72+1,76-18,25+1,17 gundir (Cizelge 4.4c). Ortalama omar
uzunlugu 33 icin ise Ponceu 4R i¢in 35,00+1,64-23,52+1,30 giin (Cizelge 4.4a),
Sunset Yellow icin 39,86+1,80-18,46+1,27 gin (Cizelge 4.4b) ve Amarant icin
34,28+1,79-14,48+0,91 giin (Cizelge 4.4c) olarak bulunmustur.

Tartrazin ile yapilan uygulamalar sonucunda en diisiik (2,5 mg mL™) ve en yiiksek
(15 mg mL™) uygulama gruplarinda sirasiyla © ©°de maksimum miir uzunlugu 67-
38 giin (Cizelge 4.4d, Sekil 4.11a), 33°de 63 -35 giin (Cizelge 4.4d, Sekil 4.11b)

olarak bulunmustur.
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Ortalama Omiir uzunlugu ise 9 icin 45,85+1,70-17,13+1,10, A& i¢in de
39,9841,66-14,85+0,90 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda disi ve erkek
popiilasyonlarina ait ortalama omiir uzunlugu arasindaki fark P>0,01 diizeyinde
onemsizken hem tiim uygulama gruplari arasinda hem de kontrol grubu ile uygulama

arasindaki bu fark 6nemli bulunmustur (P<0,01).

Ayrica, bu degerlere gore, konsantrasyon artigina bagli olarak hem disi hem erkek
bireylerde 6miir uzunlugu azaldig i¢in negatif korelasyon tespit edilmistir. Negatif
korelasyona ait degerler sirasiyla, Ponceu 4R i¢in 29 R = -0,365, &3 R= -0,325;
Sunset Yellow igin @ R=-0,430, &3 R=-0,457; Amarant i¢in 99 R=-0,513, 3J
R=-0,501 Tartrazin i¢gin $Q R=-0,550 &34 R=-0,523 olarak belirlenmistir.



Cizelge 4.4. D. melanogaster’in Vestigial mutant soyu 29 ve && popiilasyonlarma ait ortalama dmiir uzunluklar1 ve gruplar arasi
6nem kontrolleri

a-PONCEU 4R
QQ Popllasyonu 43 Popllasyonu
Deney Grubu | Birey ) 3
1 Max. Ortalama Omur Standart Max. Ortalama Omur Standart
(mg mL™) Sayis1 | p ) p

Omdir | Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma Omir Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma

K 100 69 45,85+1,71 17,07 67 39,98+1,67 16,69
5(1) 100 | 69 42,21£1,72 1715 | q* | 67 35,00+1,64 16,36 ;g
10(2) 100 | 67 39,04+1,64 16,41 | 2-3 63 33,32+1,62 16,19 | 2.4"
15 (3) 100 63 36,40+1,63 16,63 24 60 30,45+1,48 1478 |34
3-4 35"
20 (4) 100 | 63 33,46+1,62 16,23 | 4-5" 56 28,29+1,40 14,02 |, o
25 (5) 100 56 30,1621,52 1524 | 6 53 26,07+1,47 14,07 |56

30 (6) 100 49 26,42+1,37 13,71 46 23,52+1,30 12,91

¥9



Cizelge 4.4 (devam)

b-SUNSET YELLOW
9 Q Popiilasyonu 43 Popiilasyonu
Deney Grubu | Birey ) )
1 Max. Ortalama Omir Standart Max. Ortalama Omir Standart
(mg mL™) Sayisi ) P ) p
Omur | Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma Omur Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma
K 100 69 45,85+1,71 17,07 67 39,98+1,67 16,69
5(1) 100 65 40,68+1,69 16,88 | 1-2 62 39,86+1,80 17,97
10 (2) 100 | 60 37,26+1,58 1583 | 23 | &7 34,07+1,56 15,59 9.3
3-4
15 (3) 100 | 53 32,61+1,43 1432 | 35" | 58 30,25+1,69 16,86 4-5
5-6
20 (4) 100 53 31,52+1,40 13,99 | 4-5 49 25,36+1,39 13,90
25 (5) 100 | 49 28,13+1,37 13,72 56 49 21,41+1,30 13,04
30 (6) 100 46 22,81+1,30 13,02 43 18,46+1,27 12,70

99



Cizelge 4.4 (devam)

c-AMARANT
QQ Popilasyonu 43 Popiilasyonu
Deney Grubu | Birey ) .

(mg mL™) Sayisi .I.\/Iax. Ortalama Omur Standart 0 Max. Ortalama Omir Standart 0

Omur | Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma Omur Uzunlugu (Giin)x= SH Sapma

K (0) 100 | 69 45,85+1,71 17,07 67 39,98+1,67 16,69

5(1) 100 | 63 40,72+1,76 17,59 63 34,28+1,79 17,89
10(2) 100 | 60 35,08+1,63 1632 | 545" | 58 29,45+1,67 16,69 ;g
15(3) 100 |} 53 31,22+1,56 15,55 3-4: 46 24,29+1,28 12,75 3-4
20 (4) 100 | 49 28,32+1,39 1390 | °° | 40 22,901,19 11,90 32

25 (5) 100 | 45 22,57+1,27 12,70 38 18,58+1,15 11,58

30 (6) 100 | 39 18,25+1,17 11,71 35 14,48+0,91 9,13

99



Cizelge 4.4 (devam)

L9

d-TARTRAZIN
Q2 Popiilasyonu 43 Populasyonu
Deney Grubu | Birey ) .
(mg mL™) Sayisi .I.\/Iax. Ortalama Omur Standart 0 Max. Ortalama Omir Standart

Omur | Uzunlugu (Giin)+ SH Sapma Omur Uzunlugu (Giin)x= SH Sapma

K 100 | 69 45,85+1,70 17,07 67 39,98+1,66 16,69
2,5(1) 100 67 41,36%1,80 18,01 63 38,80+1,74 17,48
5(2) 100 | 63 34,35+1,82 1826 | 12 | s9 33,7621,64 16,41
75(3) 100 | 56 28,17+1,49 14,95 ig 53 29,43+1,47 14,78
10 (4) 100 | 51 25,39+1,37 1373 | 56 | 47 24,15+1,28 12,82
12,5 (5) 100 | 42 18,76x1,18 11,85 38 19,92+1,09 10,98

15 (6) 100 | 38 17,13+1,10 11,04 35 14,85%0,90 9,06

K: Kontrol, Max.:Maksimum, S.H.: Standart hata , *: Gruplar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemsizdir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Gida katki maddelerinin ¢esitli canlilar iizerinde olumsuz etkilere sebep oldugu
bilinmektedir. Ancak D. melanogaster iizerine GKM’nin etkisi ile ilgili yapilmis
calisma sayisi oldukca azdir. Bu ¢alismamizda, gida sanayinde kullanilan dort farkli
azo gida boyasinin D. melanogaster’in Oregon R yabanil soyu ve Vestigial mutant
soyu larvalarinda mortalite ve ergin bireylerinde de Omiir uzunlugu iizerine etkisi

incelenmistir.

Calisma, larval mortalite ve ergin bireyler i¢in 6miir uzunlugu uygulamasi olmak
tizere iki kistmdan olugmaktadir. Larval mortalite uygulamasinda Oregon R yabanil
soyu i¢in sonuglar incelendiginde, kontrol grubunda yalnizca SDB ile beslenen
larvalarda hayatta kalis orani ortalama 96+1,15 bulunmustur. Deney gruplarinda bu
degerler en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlarda (5-30 mg mL™) Ponceu 4R icin
86+1,15-35+ 2,88, Sunset Yellow igin 82+1,15-32+1,15, Amarant icin 80+ 2,88-18+
3,46 olarak tespit edilmistir. (Cizelge 4.1a-c). Tartrazin de ise Cizelge 4.1d’de
goriildiigii gibi yalnizea ilk ii¢ uygulama grubunda (5,10 ve 15 mg mL™) larval
gelisim gdzlenmis, son 3 uygulama grubunda (20, 25 ve 30 mg mL™) ise hayatta
kalan birey olmamistir (Sekil 4.2). En diisiik uygulama grubu olan 5 mg mL ™’ de
hayatta kalis oran1 52+ 2,31 iken 15 mg mL™ uygulama grubunda bu deger 10+1,15
olarak tespit edilmistir. (Cizelge 4.1d). Larval mortalite bakimindan kontrol grubu ve

uygulama gruplar1 arasindaki bu fark P<0,01 diizeyinde anlamlidir.

Larval mortalite uygulamasinda Vestigial mutant soyu i¢in elde ettigimiz sonuglar
incelendigi zaman kontrol grubunda hayatta kalis orani ortalama 89+0,97 olarak
belirlenmigstir. Deney gruplarinda ise bu degerler en diisik ve en yiiksek
konsantrasyonlar da (5-30 mg mL-1) Ponceu 4R i¢in78+81,81-28+2,28, Sunset
Yellow igin 71+2,06-21+1,45 Amarant icin 77+1,81-12+1,22 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.2a-c). Tartrazin i¢in larvalarda hayatta kalis orani en diisiik uygulama
grubu olan 5 mg mL ™" de ortalama 41+2,88 iken 15 mg mL™"’de bu deger 8+0,99
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2d). Cizelge 4.1a-d ve 4.2a-d dikkatle incelendigi
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zaman, elde edilen sonuglar gida boyalarinda doz artig1 ve toksik etki arasinda tipki
yabanil soyda oldugu gibi mutant soyda da pozitif bir korelasyon oldugunu
gOstermektedir. Istatistiksel degerlendirmeye gore de Vestigial mutant soyu icin

kontrol ve deney gruplari arasindaki bu fark P<0,01 diizeyinde anlamli bulunmustur.

Bu sonuglardan anlasilacagi gibi kullandigimiz tiim gida boyalart i¢in, gida boyasi
uygulama dozu arttikga larvadan ergine doniisebilme orani azalmaktadir. D.
melanogaster 3. evre larvalari tizerine gida boyalarinin etkilerinin arastirildig: gesitli
caligmalarda da benzeri sonuglar bulunmustur. Sarikaya vd (2010), farkh
konsantrasyonlarda bes gida boyasmnin (Patent Blue, Karminik Asit, Indigokarmin,
Eritrosin ve Amarant) D. melanogaster’in 3. evre larvalarina ait yasama yiizdesi
tizerine etkisini arastirmiglardir. Elde edilen sonuglara gore, gida boyasi
konsantrasyonu arttik¢a larvalarda yasama yiizdesi 6nemli 6lgiide azalmaktadir. 50
mg/ml boya uygulamasinda Patent Blue ve Indigokarmin; 100 mg/ml uygulamasinda
Karminik Asit ve Amarant; 25 mg/ml uygulamasinda ise Eritrosin letal etki

gostermistir.

Benzer bir ¢alismada da sentetik gida boyalarindan Black Pn, Brilliant Blue, Pea
Green, Ponceu 4R, Kinolin Yellow’un D. melanogaster Oregon R soyuna ait larvalar
tizerine etkileri aragtirllmistir. Bu ¢alismada gida boyalarinin konsantrasyon artigina
bagl olarak larval toksisiteyi artirdig1 ve ergine doniisebilen birey sayisini azalttigi
goriilmistiir. Kontrol grubunda larvalar i¢in hayatta kalis oran1 %98 iken gida
boyalar1 i¢in bu degerin %5-25 arasinda degistigi tespit edilmistir (Uysal ve
Semerdoken 2011).

Mpountoukas et al. (2010)’e gbre, Amarant, Eritrosin ve Tartrazin gibi boyalar in
vitro ortamda insan periferal kan hicrelerinde genotoksik, sitotoksik ve sitostatik
etkili olup kardes kromatit degisimini artirmakta ve dogrudan DNA’ya baglanma
etkisi gostermektedir. Masannat et al. (2009)’e gore de Metilen Blue, Patent Blue ve
Indigo Karmin gibi gida boyalar1 insan meme epitel hiicrelerinde DNA hasarina
sebep olmaktadir. Ayrica ¢esitli aragtirmacilar, Amarant, Allura Red ve Sunset

Yellow (Combes and Haveland 1982) ve Tartrazin (Niraj et al. 1989) gibi boyalarin
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cesitli deney hayvanlar1 ilizerinde genotoksik etkili oldugunu gdstermislerdir. Gida
boyalarinin etkileri, bitkilerde de hayvansal organizmalara benzer sonuglar vermistir.
Ornegin Vicia faba kok meristem hiicrelerinde Black PN ve Kinolin Yellow

mutajenik ve klastojenik etkilidir (Agarwal et al. 1993a).

Literatiir bilgilerine goére klastojenik ve genotoksik olan gida boyalar1 hiicrede
dogrudan DNA’ya baglanmaktadir. Hiicre siklusunun S fazinda replikasyonda
meydana gelebilecek hasarlara bagli olarak genotoksik etki ortaya c¢ikabilmektedir.
Muhtemelen DNA hasarlarinin tamir edilememesi de kromozomlarda yapisal/ sayisal
hatalara sebep olur ki bu durumda o6zellikle kisa siirede gelisim dongiisiinii
tamamlayan hayvansal organizmalarda Ornegin D. melanogaster’de hatali hiicre
boliinmeleri ile sonuglanir. Larval doneme ait imaginal disk hiicrelerinde ( imaginal
diskler ergin bireyde ergin organlar1 / sistemleri meydana getirir) meydana gelen bu
tip hasarlar larval toksisiteyi uyarmaktadir. Kanaatimizce holometabol baskalagim
geciren Drosophila’da ii¢ ayr1 larval evrede meydana gelebilecek genotoksik ve
klastojenik etkiler larval mortaliteye sebep olabilmektedir. Buna bagli olarak da
larvadan ergine gelisebilen birey sayisi azalmakta (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2) ve
geligebilen az sayidaki ergin bireylerde de gesitli malformasyonlar gozlenmektedir

(Sekil 4.1a-c)

Deneylerin ikinci kisminda 6miir uzunlugu uygulamasinda elde ettigimiz sonuglara
gore, kontrol grubunda maksimum omiir uzunlugunun Q9 i¢in 98, 43 i¢in 91 glin
oldugu bulunmustur. Yabanil soya ait uygulama gruplarinda bu degerler 99 de en
diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar da (5-30 mg mL™) Ponceu 4R icin 87-53 giin
(Cizelge 4.3a, Sekil 4.4a), Sunset Yellow i¢in 74-46 giin (Cizelge 4.3b, Sekil 4.5a)
ve Amarant icin 74-39 giindiir (Cizelge 4.3c, Sekil 4.6a). 3 i¢in de maksimum
Omiir uzunlugu Ponceu 4R i¢in 74-42 giin (Cizelge 4.3a, Sekil 4.4b), Sunset Yellow
icin 77-42 giin (Cizelge 4.3b, Sekil 4.5b) ve Amarant i¢in 67-35 gun (Cizelge 4.3c,
Sekil 4.6b) olarak bulunmustur.

Yabanil soya ait ortalama omiir uzunlugu ise kontrol grubunda 99 i¢in 66,42+1,89,

dd igin 62,04+1,65 giin; uygulama gruplarinda bu degerler 9 de en diisiik ve en
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yiiksek konsantrasyonlar da (5-30 mg mL™) Ponceu 4R icin 58,43+1,95-28+1,48
gun (Cizelge 4.3a), Sunset Yellow i¢in 51,69+1,79-24,01+1,41glin (Cizelge 4.3b) ve
Amarant i¢in 50,41+1,97-22,50+1,17 giin olarak bulunmustur (Cizelge 4.3c¢).
Ortalama omiir uzunlugu 43 de ise Ponceu 4R icin 42,76+1,91-21,66+1,06 giin
(Cizelge 4.3a), Sunset Yellow icin 46,91+1,93-19,12+1,27 giin (Cizelge 4.3b) ve
Amarant i¢in 45,20+1,81-15,14+0,96 giin olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3c¢).

Tartrazin icin secilen dozlarla (2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15 mg mL™Y) yapilan uygulamalar
sonucunda en diisiik (2,5 mg mL™) ve en yiiksek (15 mg mL™?) uygulama gruplarinda
maksimum omiir uzunlugu sirasiyla @ Q de 70-39 giin (Cizelge 4.3d, Sekil 4.7a), 3
de 74-39 giin (Cizelge 4.3d, Sekil 4.7b) olarak bulunmustur. Ortalama Omiir
uzunlugu ise @9 icin 47,39+1,84-17,40+1,01, & icin de 46,20+1,87- 15,97+1,05
olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda disi ve erkek popiilasyonlarina ait ortalama
Omiir uzunlugu arasindaki fark P>0,01 diizeyinde 6nemsizken tiim uygulama gruplari

arasindaki bu fark 6nemlidir (P<0,01).

Vestigial mutant soyuna ait elde ettigimiz sonuglara gore, kontrol grubunda
maksimum 6miir uzunlugunun 99 icin 69, 3 icin 67 giin oldugu bulunmustur.
Uygulama gruplarinda ise bu degerler 99 de en disik ve en yiksek
konsantrasyonlar da (5-30 mg mL™) Ponceu 4R icin 69-49 giin (Cizelge 4.4a, Sekil
4.8a), Sunset Yellow icin 65-46 giin (Cizelge 4.4b, Sekil 4.9a) ve Amarant i¢in 63-39
giindiir (Cizelge 4.4c, Sekil 4.10a). I i¢in de maksimum Omiir uzunlugu Ponceu
4R icin 67-46 giin (Cizelge 4.3a, Sekil 4.8b), Sunset Yellow igin 62-43 gln (Cizelge
4.4b, Sekil 4.9b) ve Amarant icin 63-35 giin (Cizelge 4.4c, Sekil 4.10b) olarak

bulunmustur.

Mutant soy icin, ortalama dmiir uzunlugu kontrol grubunda 9@ 9 i¢in 45,85+1,71, 4&
icin 39,98+1,67 giin; uygulama gruplarinda bu degerler 99 de en diisiik ve en
yiiksek konsantrasyonlarda (5-30 mg mL™) Ponceu 4R icin 42,21+1,72-26,42+1,37
gun (Cizelge 4.4a), Sunset Yellow icin 40,68+1,69-22,81+1,30 giin (Cizelge 4.4b) ve
Amarant icin 40,72+1,76-18,25+1,17 gundir (Cizelge 4.4c). Ortalama omir
uzunlugu 4'J i¢in ise Ponceu 4R i¢in 35,00+1,64-23,52+1,30 giin (Cizelge 4.4a),
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Sunset Yellow icin 39,86+1,80-18,46+1,27 gun (Cizelge 4.4b) ve Amarant icin
34,28+1,79-14,48+0,91 giin (Cizelge 4.4c) olarak bulunmustur.

Tartrazin ile yapilan uygulamalar sonucunda en diisiik (2,5 mg mL™) ve en yiiksek
(15 mg mL™) uygulama gruplarinda sirasiyla © Q°de maksimum miir uzunlugu 67-
38 giin (Cizelge 4.4d, Sekil 4.11a), 33°de 63 -35 giin (Cizelge 4.4d, Sekil 4.11b)
olarak bulunmustur. Yine Tartrazin igin ortalama 6miir uzunlugu ise 9 9 i¢in yine en
diisiik ve en yiiksek uygulama gruplarinda (2,5-15 mg mL'l) 41,36+1,80-17,13+1,10,
33 icin de 38,80+1,74-14,85+0,90 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda disi ve
erkek popiilasyonlarina ait ortalama Omiir uzunlugu arasindaki fark P>0,01
diizeyinde Onemsizken tiim uygulama gruplar1 arasindaki bu fark onemlidir (P<

0,01).

Sekil 4.4-4.11’de verilen hayatta kalis egrileri ayr1 ayr1 incelendiginde, Omiir
egrilerinin dikdortgensel oldugu goriilmektedir. Hayat tablosu verilerine gore ¢izilen
hayatta kalis egrisi dikdortgensel ise, belirli bir siire icinde 6len birey sayisinin, o
siirenin baslangicindaki birey sayisina orani, kronolojik zamana bagli olarak

artiyorsa o popiilasyon yaslanmaktadir (Pearl et al. 1927; Maynard-Smith 1958).

Yapilan literatiir taramalarinda, gida boyalarmin D. melanogaster’in émiir uzunlugu
tizerine olan etkisiyle ilgili dogrudan sonuglara rastlanilmamisti. Bu nedenle
bulgularimiz, farkli organizmalardan elde edilen c¢alisma sonuglar1 1518inda

degerlendirilmistir.

D. melanogaster’de bazi i¢ ve dis faktorler, miir uzunlugunu kontrol grubuna gore
daha uzatarak yada kisaltarak degisikliklere sebep olabilmektedir. Bu faktorlerden
birisi olan fotoperiyodun D. melanogaster’in yumurta ve pupadan ¢ikis stresinde
(Qiu and Hardin 1996), metabolik hizinda (Lanciani et al. 1991) ve Omur
uzunlugunda (Sheeba et al. 2000) etkili oldugu tespit edilmistir. Farkli Drosophila
tiirleri ile yapilan calismalarda, siirekli 151k bulunan ortamda ergin bireylerin dmiir
uzunlugunun kisaldigi (Allemand et al. 1973; Klarsfeld and Rouyer 1998), aksine

stirekli karanlik ortamda yasatilan D. melanogaster bireylerinin dmiir uzunlugunda



77

artig oldugu gozlenmistir (Allemand et al. 1973; Bage1 ve Bozcuk 1991). Yaptigimiz
calismada, kontrol ve deney gruplarina ait bireyler, Bolim 3.3.1’de anlatildig1 gibi
sadece besin degisimi sirasinda siseden siseye transfer edilirken, sicaklik
kabinlerinden c¢ikarilmis ve bdylece aydinlanmanin Omiir uzunlugu iizerine etkisi

giderilmistir.

Yapilan c¢aligmalar, besin ¢esidinin D. melanogaster’in émiir uzunlugunu 6nemli
Olciide etkiledigini gostermektedir. Drosophila’da ¢ok diisiik oranlarda (%1) agar
igeren besin ortamlarinda gelisimin normal ve 6liim hizinin diisiik oldugu, ancak
erginlerin hemen hemen hi¢ yumurta birakmadiklar1 ve uzun yasamadiklar
bildirilmektedir. Buna karsin, %8'lik agar igeren besin ortaminda erkeklerin en
uzun Omre sahip olduklar1 ve eseyler arasindaki 6miir uzunlugu farkliligin en az
oranda oldugu gozlenmistir (David et al. 1975). Daha oOnce yapilan ¢esitli
caligmalarda, standart Drosophila besiyerine katilan Usnea longissima Ach. ve
Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. gibi likenlerin D. melanogaster’in Oregon R
yabanil soyunda maksimum 6miir uzunlugunu artirdigi belirlenmistir (Uysal vd
2008, Uysal et al. 2009a, 2009b). Calismamizda, besin gesidi ve oranlarindan
dogabilecek farkliliklar1 6nlemek i¢in deney siiresince 3.3.2°de anlatilan sekilde
hazirlanan Lewis besi ortam1 (Standart Drosophila Besiyeri: SDB) kullanilmigtir
(Lewis 1960).

Fred and Timothy (1997), Drosophila populasyonu ile yaptiklari ¢alismada, besin
ortaminda metabolik artiklarin olmamasi halinde 6miir uzunlugunun arttigini tespit
etmislerdir. Bu etkiyi gidermek i¢in, ¢aligmalarimiz siiresince besin ortami ii¢ glinde
bir yenilenmis ve arttk maddelerin omiir uzunlugu tizerindeki negatif etkisi de

giderilmistir.

Ayrica yapilan aktarmalar sirasinda anestezi isleminden olusabilecek olumsuz
etkenleri gidermek icin de ergin bireyler bayiltilmadan taze besi yerlerine

aktarilmastir.
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Anasal yasin yavru dolin Omiir uzunlugunda Onemli bir i¢ etken oldugu
bilinmektedir (Lansing 1952). Daha 6nce yapilan deneylerde, ciftlesmis disilerin,
bakire (virjin) disilerden daha kisa Omiirlii olduklar1 goriilmistiir (Gowen and
Johanson 1946). Bu nedenle deneylerimizde daha once ¢iftlesmemis ve ayni yastaki
disi ve erkek bireylerin eslestirilmesi sonucu elde edilen stoklar kullanilmistir. Disi
bireylerin virjin olmasi i¢in, pupadan ¢ikan bireyler ciftlesme yetenegi kazanmadan

dort saatlik periyotlarla disi ve erkek olmak iizere ayr ayr siselerde toplanmiglardir.

Bolim 1.4.1 ve 1.4.2’de detayli olarak anlatilan bu gibi i¢ ve disg faktorler,
caligmalarimiz sirasinda uygulama gruplarinda ya sabit tutulmus ya da minimum
seviyeye distiriilmiistiir. Boylece cesitli faktorlerin etkileri ortadan kaldirilarak esit
kosullarda tutulan ayni genotipli ve ayni yastaki sineklerin Omiir uzunlugunda
meydana gelebilecek sapmalarin tek kaynaginin farkli gida boyalar1 olmasi

saglanmistir.

Japonya’da gida sektoriinde yaygin olarak kullanilan Benzil Violet 4B isimli gida
boyasi, 12 ay boyunca ratlarin giinliik diyetine %35 oraninda katilmistir. Kronik
beslenmeyi takiben bu bireylerde biiylimenin énemli 6lgiide geriledigi gorilmiistiir.
Ayrica bu boya ile beslenen disi ratlarda meme kanseri gozlenirken kontrol
gruplarinda kanser vakasina rastlanmamistir (Sudhic and Khanna 1991). Yine Sunset
Yellow ve Tartrazin gibi boyalarin gidalarda kullanimiyla birlikte kolon kanseri
riskini artirdig1 (Chung 1983), yiksek dozda Eritrosin’in de karacigerde (Hallstrom
1987) ve tiroit bezinde tiimor olusumuna sebep oldugu bildirilmektedir (Hiasa et al.
1988). Ayrica Amin et al. (2010) ratlar iizerine yaptigi bir arastirmada Tartrazin ve
Karmoizin’in sadece yiiksek dozda degil aym1 zamanda diisiik dozda da akciger,

bobrek gibi hayati organlara zarar verecegini belirtmistir.

Mittal et al. (2007)’e gore, ylksek dozlarda Amarant ve Sunset Yellow gibi boyalar
karaciger ve iskelet anomalilerine sebep oldugu i¢in hamilelik sirasinda bu boyalari
iceren gidalardan kac¢imilmasi gerekmektedir. Fareler iizerinde yapilan bir diger
teratojenik calismada, gebe farelere gebeligin ilk giiniinden itibaren 7 giin boyunca

Ponceu 4R gida boyasi igeren besi yeri verilmis ve gebeliginin 8. giliniinden sonra
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%12,7 fetal 6liim tespit edilmistir (Larson 1975). Ratlar iizerinde yapilan bir bagka
calismada, 10 ay boyunca i¢gme sularina ilave edilen Tartrazin’in lenfosit ve eozinofil
sayisint artirdig tespit edilmistir (Moutinho et al. 2007). Gida boyalarinin toksik
etkileri tizerine yapilan arastirmalarda yiiksek dozlarda kullanilan Ponceu 4R, Sunset
Yellow, Tartrazin, Fast Green, Brilliant Blue ve Black Pn gibi sentetik boyalarin
ratlarda karaciger, bobrek hasarina sebep oldugu ve kronik uygulamalarda
karacigerde tiimor olusturdugu gorilmistir (Mekkawy et al. 1998). Farelerde
yapilan bir baska calismada da Amarant, Allura Red, New Kolsisin ve Tartrazin
sentetik boyalarinin 10 ppm dlzeyinde Ozellikle gastrointestinal organlarda etkili
oldugu tespit edilmistir (Sasaki and Kawaguchi 2002). Daha once yapilan bu
caligmalarda gozlenen biiylimede gerileme ve fetal Sliimler bizim ¢alismalarimizin

sonuclarini destekler niteliktedir.

Yine Mittal et al. (2007)’e gore; Tartrazin’e maruz kalma sonucunda astim, migren,
egzama, tiroid kanseri ve lupus meydana gelebilir. Yine ayni yazara gore Tartrazin
yiiksek derecede toksisiteye sahip oldugu gibi hiperaktivite ve diger davranigsal
bozukluklarin katalizorii de olabilmektedir. Bagka bir calismada ise Tartrazin’in
farelerde nesiller boyunca noérodavranigsal parametreler iizerine bir¢ok olumsuz
etkilere ve lireme toksisite testleri ile yapilan arastirmada eseysel davranislarinin
gelisimi iizerinde olumsuz bazi etkilere sebep oldugu gosterilmistir (Tanaka et al.

2008).

Sasaki et al. (2002) tarafindan yapilan bir baska aragtirmada Comet test yontemi
kullanilarak Amarant, Tartrazin ve Eritrosin gibi gida boyalarinin bu kez
genotoksisitesi arastirilmis ve uygulanan en diisilk dozda bile kolon, idrar kesesi,
mide ve gastrointestinal organlarda DNA hasarinin meydana geldigi gozlenmistir.
Benzeri sonucglar Shimada et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada da goriilmiistiir.
10mg™ kg azo gida boyasinin uygulanmasindan ii¢ saat sonra fare kolonunda DNA
hasar1 olusmustur. Oral yolla Amarant, Allura Red ve New Kolsisin gibi kirmiz1 gida
boyalar1 ile beslenen gebe disi ve erkek farelerde de DNA hasarinin uyarildigi

gosterilmistir (Tsuda et al. 2001).
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Farelerde Ponceu 4R boyasinin kemik iligi hiicrelerinde kromozomal anormallikler
meydana getirdigi (Agarwal et al. 1993a), Black Pn ve Kinolin Yellow’un hem insan
lenfosit hicrelerinde hem de Vicia faba kok meristem hicrelerinde mutajenik ve

klastojenik oldugu gosterilmistir (Agarwal et al. 1993b).

Yine Masannat et al. (2009) Metilen Blue, Patent Blue ve Indigo Karmin gibi gida
boyalarinin insan meme epitel hiicrelerinde DNA hasarina sebep oldugunu tespit
etmislerdir. Mpountoukas et al. (2010) Amarant, Eritrosin ve Tartrazin’in in vitro
ortamda insan periferal kan hicrelerindeki genotoksik, sitotoksik ve sitostatik
potansiyelini arastirmiglardir. Elde edilen sonuglara gore gida boyalarinin insan
lenfosit hiicrelerinde toksik etkiye sahip oldugu, kardes kromatit degisimini (sister
chromatit exchange: SCE) kontrol grubuna gore 1,7 kez arttirdigi ve dogrudan

DNA’ya baglanma etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

Gida boyalarindan Tartrazin’nin genotoksik etkileri Drosophila’da somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile arastirllmis ve %0.03- 0.06’lik
uygulamalarin mutajenite ve rekombinojeniteyi uyardigi gézlenmistir (Niraj et al.
1989). Rhodamin ve Amarant’in D. melanogaster {izerindeki etkilerinin arastirildigi
baska bir c¢alismada, Rhodamin’in hem somatik hem de iireme hiicrelerinde
genotoksik oldugu ancak Amarant’in bdyle bir etkisinin olmadigi belirlenmistir
(Tripathy et al. 1995). Yine, Sarikaya et al. (2012) Amarant, Patent Blue, Karminik
Asit, Indigotin ve Eritrosin gida boyalarinin genotoksik etkisini SMART ile
aragtirmislardir. Karminik Asit ve Indigotin’in mutajen ve rekombinojen olmadigini
tespit etmislerdir. Ancak yiiksek konsantrasyonda (25 mg' mL) Patent Blue
boyasinin ve en diisiik konsntrasyonu (1 mg™ mL) disindaki tiim konsantrasyonlarda
(12,5, 25 ve 50 mg'1 mL) Amarant gida boyasinin genotoksik etkisinin oldugu

gozlenmistir.

Ingiltere’nin Southampton kentinde ¢esitli cips, sekerleme ve gazozlarda siklikla
kullanilan Ponceu 4R boyasinin 3 yasindaki ¢ocuklarin davranislart iizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in bir arastirma diizenlenmistir. Bu gidalar tiiketen 277

cocugun 75’inde hiperaktivite, 79’unda alerji ve 36’sinda hem hiperaktivite hem de
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alerji goriilmustiir. Yapilan aragtirmanin devaminda bu gidalarin kesilmesiyle birlikte
cocuklarda goriilen davranis bozukluklarinin diizeldigi, yeniden alinmalari
durumunda ise tekrarlandigi tespit edilmistir (Yaman 1996). Benzeri sonuclar
Tartrazin ile yapilan calismalarda da gozlenmis ve hiperaktivite gibi davranissal
bozukluklarda katalizor olarak hareket ettigi belirtilmistir (Rowe and Rowe 1994;
Ward 1997). Stevenson et al. (2010) tarafindan gida boyalarma bagli olarak
cocuklarda goriilen hiperaktivitenin nedenlerini belirlemek icin yapilan bir baska
arastirmada, gida boyalarinin histamin-N-metil transferaz (HNMT) enzimini inhibe
ettigi buna bagl olarak beyine gecen histaminin ve onun miktarindaki artisin
hiperaktiviteyi artirdigi bildirilmektedir. Moutinho et al. (2007)’a gbre Tartrazin
gastrointestinal mikroflorada metabolize edildikten sonra aromatik amin gruplarina
dontstiirilmektedir. Nitrit ve nitrat iceren gida boyalari, amin gruplariyla etkileserek
lipit peroksidaz ve reaktif oksijen tiirlerinin liretimini artirmakta bu da hafiza ve
ogrenme eksikliklerine, norotoksisiteye ve beyin hiicrelerinde histopatolojik hasara
sebep olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi da oksidatif strese yol agmakta
ve norodejeneratif hasarlar gézlenmektedir. (Bansal and Goyal 2005). Gao et al.
(2011) farelerde Tartrazin’in katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve superoksit
dismutaz (SOD) miktarlarini azalttigini buna karsilik beyin dokusunda metabolik bir
iriin olan malondialdehit (MDA) seviyesinin artirdigini, bu artisin da beyin

hiicrelerinde membran yapisinin bozulmasina yol agtigini tespit etmislerdir.

Yaptigimiz literatiir ¢aligmalarinda, gida boyalarinin D. melanogaster’in larvalari
tizerine etkisi ile ilgili caligmalara ulagabilmemize ragmen ergin bireylerinde dmiir
uzunlugu iizerindeki etkileriyle ilgili sonuglara rastlanilmamistir. Bu nedenle omiir
uzunlugu  deneylerimizin  sonuglarini literatiir ~ bilgisi dogrultusunda
kiyaslayamamaktayiz. Ancak g¢esitli gida boyalarinin farkli canlilar {iizerindeki
mutajenik ve klastojenik etkileri (Ito 2000; Tsuda et al. 2001) ve bunlarin yansimasi
olarak fenotipte gozlenen teratojenik etkilerin dmiir uzunlugunu normalden daha da
kisaltmast kuvvetle muhtemeldir. Ayrica, oksidatif stresin Omiir uzunlugunu
kisitlayicr bir faktor olmasi da gdzden uzak tutulmamalidir. Oksidatif streste genetik
ve metabolik bozukluklara, ndrodejeneratif bozukluklara, kardiyovaskuler

hastaliklara, otoimmun hastaliklara, enfeksiy6z hastaliklara, alerjik patolojilere ve
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kansere yol acarak yaslanma siirecini hizlandirmaktadir (Droge 2002). Sekil 4.4-
4.11°de goriildiigii gibi kullandigimiz tiim gida boyalar1 kronik beslenmeye baglh
olarak D. melanogaster’de Omiir uzunlugunu kontrol grubuna gére oldukca
kisaltmistir (P<0,01). Bu nedenle her tlrli GKM’lerin yasalara uygun olarak
kullanilmast ve gida yonetmeligine gore belirlenmis dozlarin iizerinde ve amag dis1

olarak kullanilmamas1 gerekmektedir.
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