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ONSOZ

Bu c¢alismada enzim histokimyasal yontemlerin yani sira ii¢cli boyama ve May-
Griinwald-Giemsa boyama yontemleri uygulanarak, yaygin olarak kullanilan bir gida boyasi
olan Sunset Yellow FCF’nin (E110), tavuk timus ve bursa Fabricii’sinin embriyonik
geligsmesi tizerindeki etkisi incelenmistir. Sunset Yellow FCF’nin (E110), merkezi immiin
sistem organlar1 olan timus ve bursa Fabricii'nin embriyonik gelisimi {izerindeki etkilerinin
morfolojik bulgularinin ortaya konmasi amaglanan bu ¢alisma sonuglarinin, konu iizerinde
daha sonra yapilacak olan calismalara hem yontem ve hem de bulgu agisindan temel veri

saglamasi da hedeflenmistir.

Bu ¢aligmanin gergeklestirilmesinde bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ogretim Uyesi ve Danismanim
Prof. Dr. ilhami Celik’e, Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Emrah Sur, Dog. Dr.
Yasemin Oznurlu ve Do¢ Dr. Tugba Ozaydin’a; bu calismanin gerceklesmesinde
yardimlarin1 esirgemeyen Ozge Celik’e, dgrencilerime, aileme ve projeyi maddi olarak
destekleyen Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatorliigii'ne

tesekkiirii borg bilirim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ACP: Asit fosfataz

ADI: Acceptable Daily Intake (Giinlik Alim Seviyesi)

ANAE: Alfa naftil asetat esteraz

ChEs: Cholinesterases (Kolinesteraz)

CHEST: Chicken Embryotoxicity Screening Test (Tavuk Embriyotoksisitesi
Belirleme Testi)

FAE: Folikaiil iligkili epitel

IFE: Interfolikiiler epitel

MN: Mikroniikleus

HET: Hen’s Eggs Test (Tavuk Yumurta Testi)



1. GIRIS
Gida boyalari, gidalarin cazibesini artirdigindan, gida katki maddeleri
igerisinde 6nemli bir grubu olusturur. Belirlenen limitler asilmadiginda bu gida katki
maddelerinin 6nemli yan etkilerinin olmadig1 ifade edilse de, satisa sunulan
gidalardan alinan 545 gida numunesinin biiyiik bir kisminda izin verilen oranlarin

asildig1, en ¢ok kullanilan gida boyasinin da tartrazin ve Sunset Yellow FCF (E110)

oldugu saptanmistir.

Bir azo boya olan Sunset Yellow FCF (E110), pek ¢ok hazir gida ve gida
katki maddesinde renklendirici olarak uzun siiredir kullanilmaktadir. Her ne kadar
Onerilen miktarlarda kullanildiginda toksik etkisi olmayan, giivenli bir gida boya
maddesi olarak bilinse de son yillarda yapilan ¢alismalar, Sunset Yellow FCF
(E110)’u tiiketen ve baska maddelere (6rnegin aspirin) duyarl bireylerde ¢apraz
reaksiyon sonucu asirt duyarlilik ve alerjik yanitlarin olustugu konusunda onemli

bulgular vardir.

Sunset Yellow FCF (E110), muhtemel bir karsinojen olan Sudan I’in
siilfonatli versiyonu oldugundan, iretim sonunda elde edilen iiriinde belirli bir
miktarda Sudan | bulunabilmektedir. Sunset Yellow FCF’nin (E110) kendisiyse
aspirin intolerans1 (duyarliligl) olanlarda ortaya ¢ikan alerjik reaksiyonlardan
sorumlu tutulmaktadir. Bu reaksiyonlar arasinda, ishal, kusma, {irtiker, derinin anjiyo
O0demi o6nemli olanlardir. Sunset Yellow FCF’nin (E110) ¢ocuklardaki
hiperaktiviteyle de iliskisi oldugu ileri stirilmistiir.

Aralarinda Sunset Yellow FCF’nin de (E110) bulundugu azo grubu gida
boyalarinin sebep oldugu rahatsizliklar arasinda tirtiker, astim, rhinitis, anjiyo 6dem,
purpura ve nadir olarak da anaflaktik sok, bas agris1 ve gastrointestinal bozukluklar
bulunmaktadir. Urtikerli veya anjiyoddemli hastalarin bazilarinda Allura Red AC,
Amaranth, Sunset Yellow FCF (E110), Ponceau 4R ve tartrazine karsi hassasiyet
tespit edilmistir. Hiperaktif c¢ocuklarin igeceklerinden yapay renklendiriciler
(tartrazin, azorubin, Sunset Yellow FCF, Ponceau-4R), koruyucu maddelerden de
sodyum benzoat ¢ikarildiginda, ¢ocuklar normale donmekte fakat bu maddeleri
iceren 1iceceklerin tekrar verilmesiyle davranis bozukluklar1 yeniden ortaya

cikmaktadir.



Kanatli bagisiklik sistemi, embriyonik gelisimi {izerinde kolayca dis
uygulamalarin yapilabildigi sistem olmast ve B lenfositlerin gelistigi bursa
Fabricii’nin belirgin bir anatomik bir organ halinde bulunmasi nedeniyle kulugkalik
tavuk yumurtasi, deneysel calismalarda son yillarda sik¢a tercih edilen bir

materyaldir.

Gergeklestirilen bu arastirmada, Tavuk Embriyotoksisitesi Belirleme Testi
(Chicken Embryotoxicity Screening Test-CHEST) yontemiyle Sunset Yellow
FCF’nin merkezi immiin sistem organlar1 olan timus ve bursa Fabricii’nin

embriyonik gelisimi iizerindeki etkileri belirlenmistir.

1.1. Sunset Yellow FCF (E110)

Orange Yellow S, FD&C Yellow 6, C.I. Food Yellow 3, C.I. 15985 veya INS
No. E110 (CAS No. 2783-94-0) olarak da bilinen ve gida katki maddesi olarak E110
koduyla taninan gida renklendiricilerinin en 6nemlilerinden olup, suda iyi ¢dziinen
sar1 renkli bir tozdur. Oldukca kompleks kimyasal yapiya sahip bir sentetik azo
boyasi olan Sunset Yellow FCF’un kimyasal adi disodyum 6-hidroksi-5-(4-
stilfofenil)azo)-2-naftelensiilfonik asidin disodyum tuzudur (Sekil 1.1). Bu bilesikler,
bir azo kopriisiiyle birbirine baglanmis iki aromatik halka icerdiklerinden, genelde

koyu renklidirler.

Uretim sirasinda  diisik miktarda  3-hidroksi-4[(4-siilfofenil)azo]-2,7-
naftalensiilfonik asitin trisodyum tuzu ilave edilebilir. Molekiildeki, diazo ¢ekirdegi
(-N=N-) p-siilfonik asit grubuyla yer degistirmis bir benzen halkasi ile o-hidroksi ve
p’-stlfonik asit gruplartyla yer degistirmis bir naftalen halkasi icerir. Boyanin
endiistriyel ~ tretimi, diazotize siilfanilik asitin  2-naftol-6-siilfonik  asitle

birlestirilmesiyle gerceklestirilir. Boya sodyum tuzu halinde saflastirilir ve kurutulur.

HO =
”"ﬁ_ . N-e-_~ .-J-C;u_e_ _f,]\

J"

NaS0s™ ™

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

Sunset Yellow FCF’nin 25°C sudaki ¢oztiniirligii 190,000 mg/L ve 60°C’de
200,000 mg/L’dir (Marmion 1991). Coziiniirlik saf (%100) gliserinde 25°C’de
200,000 mg/L, 60°C’deki etil alkolde 10 mg/L’dir (Marmion 1991).


http://en.wikipedia.org/wiki/FD%26C

Sunset Yellow FCF suda hidrolize olan ester, amid, asetal, epoksit, lakton
gibi fonksiyonel gruplar1 igermez. Sudaki reaksiyon potansiyeli, aromatik siilfonik
asitin veya bunun muadili olan siilfonik asit tuzunun desiilfonasyonudur. Sulu asitte
(stilfiirik asit), aromatik stilfonik asitler 100-175°C arasinda desiilfone olurlar. Bu
kosullar dogal ortamda ger¢eklesmez. Bu yilizden, Sunset Yellow FCF (E110) ve

bunun muadili tuzlar suda kararli yapilarini siirdiirme egilimindedirler.

Azo boyalarin bir fenolik -OH ve iki siilfonik asit grubunun eszamanli yer
degistirmesiyle biyo bozunumu, bu maddelerin aktif ¢amur tarafindan abzorbe
edilmedigini, bu yiizden de biyo bozunur olmadiklarini ortaya koymaktadir (Shaul ve
ark 1990).

Sunset Yellow FCF (E110) ABD’de ilk defa 1929 yilinda FD&C Yellow No.
6 olarak gida boyasi listesine alinmistir. Bu {ilkede 1994 yilinda {iiretim sertifikasi
verilen tiriin miktar1 994,406 kg FD&C Yellow No. 6 boya ve 283,680 kg da FD&C
Yellow No. 6 lake formundadir.

Diinya Saghk Orgiiti'niin Gida ve Tarmm Orgiitii Birlesik Gida Katki
Maddelerini Degerlendirme Uzmanlar Komitesi (WHO/FAO JECFA), 1982 yilinda
bu boyanin giivenilirligini degerlendirmis ve ortalama giinliik tiiketim miktarim

(Average Daily Intake, ADI) 0-2.5 mg/kg viicut agirligi/giin olarak belirlemistir.

Sunset Yellow FCF (E110) siklikla Amaranth (E123) ile birlikte, ¢ikolata ve
karamelde kahverengi renk elde etmek i¢in kullanilir. Yiiksek konsantrasyonlarda faz
degistirerek, izotropik sivi fazindan nematik likit kristal fazina gecer. Bu durum, oda

sicakliginda 0.8 M-0.9 M arasinda gerceklesir.

Sunset Yellow FCF’nin farmakokinetigi ve metabolizmasi {izerinde yapilan

caligmalar kisa ve uzun donem ¢alismalar1 olmak tizere 2 bdliimde ele alinmaktadir.

1.1.1. Metabolizmasi ve Kisa Donem Maruziyet Calismalari

Sunset Yellow FCF’nin (E110) LDsy dozu olarak ifade edilen en diisiik
seviyeli oral akut toksik dozu si¢anlarda 2,000 mg/kg (Lu ve Lavalle 1964) ve
sicanlarda 10,000 mg/kg farelerde ise 6,000 mg/kg’dan biiyiik olarak belirlenmistir
(Gaunt ve ark 1967).



Genotoksisite belirleme amaciyla yapilan in vitro kromozom hasari
testlerinden birinde metabolik aktivasyona ugramayan Sunset Yellow FCF (E110),
6,000 ug/mL konsantrasyonda pozitif sonug¢ vermis olmakla birlikte (Ishidate ve ark
1984), baska bir testte metabolik aktivasyona ugramis ve ugramamis formlar1 5000
ug/mL konsantrasyonda etkisiz bulunmustur (Ivett ve ark 1989). Sunset Yellow FCF
(E110) ile yapilan kardes kromatid degisimi analizinde (sister chromatid exchange,
SCE assay) 5,000 pg/ml’ye kadarki konsantrasyonlar1 ¢eliskili sonuglar vermistir
(Ivett ve ark 1989).

Kemiricilerde yapilan in vivo genotoksisite testlerinden mikroniikleus (MN)
testinde, erkek siganlara 10 ml/kg viicut agirligi hacminde olacak sekilde 500 veya
1,000 mg/kg dozunda oral yolla verilen Sunset Yellow FCF, kemik iligindeki
polikromatofilik eritrositlerdeki MN frekansinda artisa neden olmamistir
(Westmoreland ve Gatehouse 1991). Sunset Yellow FCF’un 500 mg/kg viicut
agirh@inda agiz yoluyla verilen dozu, DNA sentezi zamanlamasinda degisiklige yol
agmamistir (Kornbrust ve Barfknecht 1985). Tekrarlayan dozlarla yapilan in vivo
calismalarda gidayla 0; 6,000; 12,500; 25,000; 50,000 veya 100,000 ppm miktarinda
Sunset Yellow FCF 12 hafta siireyle verilmistir.Erkek farelerden 100,000 ppm
Sunset Yellow FCF alanlarda ortalama canli agirlik kazanci kontrollerden diisiik
bulunmustur. Disilerdeki canli agirlik kayb1 12,500 ve 100,000 ppm gruplari arasinda
da goézlenmistir. Higcbir grupta Sunset Yellow FCF ile ilgili gros histopatolojik
degisiklik gozlenmemistir. Kabul edilen yan etki gézlenmeyen dozun (No Observed
Adverse Effect Level, NOAEL), disi siganlar i¢in 6,000 ppm ve erkek siganlar icin
de 12,500 ppm oldugu belirtilmistir (NTP 1981).

Erkek ve disi siganlarda yapilan yiiz ii¢ hafta gibi uzun siireli ve 12,500;
50,000 ppm dozundaki yedirme denemelerinde Sunset Yellow FCF E110’nun
karsinojenitesi olmadigi bildirilmistir (NTP 1981).

Embriyotoksisite denemelerinde, Charles River CD sicanlarina mide
sondastyla 100; 300 ya da 1,000 mg/kg viicut agirligi/glin dozunda verilen Sunset
Yellow FCF’nin embriyotoksisitesinin gézlenmedigi ifade edilmistir. Benzer sekilde,
Sunset Yellow FCF’nin reprodiiktif sistem {izerinde olumsuz etiklerinin olmadig1 da

tespit edilmistir (International Research and Development Corporation 1972).



Sunset Yellow FCF’nin (E110) toksisitesi son olarak, Joint FAO/WHO Gida
Katkilar1 Uzmanlar Komitesi tarafindan 1964°te degerlendirilmistir (Annex I, ref. 8).
Sunset Yellow FCF’nin (E110) en 6nemli metabolizma yolu sindirim kanalinda
gerceklesen bakteriyel azo indirgemesidir. Olusan en 6nemli metabolitler siilfanilik
asit ve amino-2-naftol-6-siilfonik asittir (Honohan ve ark 1977). Agiz yoluyla tek
dozda verilen 100 mg Sunset Yellow FCF’nin (E110) % 0.8’1, yikimlanmamis boya
olarak digkiyla atilmistir (Radomski ve Mellnger 1962). Yine agizdan hayvan basina
tek doz verilen 50 mg Sunset Yellow FCF’nin (E110) %3.6’s1 sindirim kanalindan

emilmistir.

Kullaniominda viicutta olusan metabolitlerin baglicasi, azo baglarinin
indirgenme yoluyla pargalanmasiyla olusan iiriinlerdir. Karaciger enzimleri azo
baglarinin parcalanmasinda kismen rol oynar. Bu yiizden, aromatik aminlerin ve
aminosiilfonik asitlerin parcalanmasinda bagirsak bakterilerinin rolii muhtemelen
daha fazladir (Radomski ve Mellinger 1962). Damardan verilen bu renk maddesinin
verilen miktarinin ortalama %22’si (%20-30) 6 saat sonra yikimlanmadan
kalmaktadir. Idrarla atilan miktarlar incelendiginde; 2-25 mg arasinda verilen Sunset
Yellow FCF’nin (E110) 72 saat sonra %0.3 ve %1.5’1, verilen boya halinde, %37’si
de siilfanilik asitin muadilleri halinde idrarla atilmaktadir (Ryan ve Wright 1961).

Radyoaktif karbonla isaretlenen (**C-Sunset Yellow FCF (E110), 2,7 mg, 4.62
uCi) boya verilmesinden 96 saat sonra idrarla atilan radyoaktivitenin, verilen dozun
%38,5’nin 1-amino-2-naftol-6-siilfonik asit eslenigi, % 37.4’niin siilfonik asit eslenigi
ve % 0.3’niin de yikimlanmamis boya oldugu bulunmus; Sunset Yellow FCF’nin
(E110) safrayla atilim oraninin %1.5 oldugu tespit edilmistir (Honohan ve ark 1977).
Sunset Yellow FCF (E110) verilen sicanlarin yirmi dort saatlik idrarinda %40
oraninda siilfanilik asit muadilleri bulunmustur. Bu oran da, yikimlanmamis dozun

%1-2’sine karsilik gelmektedir (Honohan ve ark 1977).

Mathur ve ark (2005a) 250 ve 1,500 mg Sunset Yellow FCF/kg viicut
agirhigr/glin dozu karsiligindaki boyanin 90 giin boyunca verildigi sicanlardan her iki
grubun testislerinde &nemli etkiler gozlenmistir. Bu iki dozdan 250 mg Sunset
Yellow FCF/kg viicut agirligi/giin dozun zararli etkinin gozlendigi en diisiik doz
(The lowest dose tested is a Lowest Observed Adverse Effect Level, LOAEL) oldugu
sonucuna vartlmistir (Mathur ve ark 2005b). Bu doz daha 6nce JECFA tarafindan



kabul edilebilir giinliik alim seviyesinin (ADI) hesaplanmasinda yararlanilan 500
mg/kg viicut agirligr olarak kabul edilen yan etki gézlenmeyen doz (No Observed
Adverse Effect Level, NOAEL) seviyesinden daha diistiktiir.

Sicanlarda Sunset Yellow FCF’nin (E110) 0strojenik etkisi bulunmamistir
(Graham ve Allmark 1959). Derialt1 yolla 7 ay boyunca, 1 ml miktarinda %1°lik
Sunset Yellow FCF (E110) soliisyonu verilen 22 sigana toplam 55 enjeksiyon
yapilmis ve hayvanlarin sadece birinde periton tiimori gelismistir (Deutsche

Forschungsgemeinschaft 1957).

Bir bagka arastirmada ise, igme suyuyla 10 ay siireyle %2’lik Sunset Yellow
FCF verilen 16 sican grubunda gen¢ hayvanlarin biiylimesi hizlanmis, yasama
kabiliyetleri artmistir. Karacigerde histopatolojik degisiklik gozlenmemistir
(Manchon ve Lowy 1964).

Doksan giin siireyle Sunset Yellow FCF (E110) verilen 15’1 erkek, 15’1 de
disi toplam 30 sicanin biiylime ve gida doniistiirme oranlarinda fark gozlenmezken,
%3’linde calisma boyunca, %2’sinde de ilk haftalarda hafif ishal olusmustur.
Hematolojik verilerde normalden sapma olusmamis, karaciger ve bdobrek
fonksiyonlart bozulmamaistir. Otopside, sekum %2-3 oraninda, testisler %3 oraninda
biiylimiistiir. Bununla birlikte, Sunset Yellow FCF’den (E110) kaynaklandigi
diistiniilen histolojik degisiklikler g6zlenmemistir (Gaunt ve ark 1967).

Kobay da Sunset Yellow FCF’ye (E110) kars1 asir1 duyarlilik goriilmemistir
(Bér ve Griepentrog 1960).

Ag1z yoluyla verilen Amaranth, Sunset Yellow FCF ve Tartrazinin, genotoksik
etkisiyle apoptozis iizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, sdz konusu
gida boyalar1 2,000 mg/kg viicut agirligt dozunda 24 saat araliklarla iki kez
verilmistir. Kolon epitel hiicrelerinin mitoz sikligit artmis olmakla birlikte,

mikroniikleus sikligi artmamustir (Sasaki ve ark 2002).

1.1.2. Uzun D6énem Maruziyet Calismalar

Daha once yapilan deneysel bir ¢alismada (Gaunt 1974), otuz hayvandan
olusan fare grubuna igme suyuyla %0.05’lik Sunset Yellow FCF (E110) 52 hafta

siireyle verilmis ve yasam siireleri boyunca yasatilmistir. Hayvanlarin haftalik boya



tiketimi 17 mg, toplam boya tiiketimiyse 884 mg/fare olmustur. Hayatta kalan 7
hayvanda 9 lenfoma timorii ve bir malign bagirsak tiimorii gelismistir. Kontrol
olarak kullanilan 60 hayvandan 13’iindeyse 5 lenfoma ve 1 bagirsak timori
gelismistir (Bonser ve ark 1956). Boyanin tiimor olusumunda etkisi olmadigim
gosteren bildirimler de vardir (FDA 1964). Seksen haftalik bir bagka yedirme
denemesinde ise, Sunset Yellow FCF’nin (E110) canli agirlik kazanma hiz1 ve organ
agirliklar iizerinde olumsuz etkisi bulunmamistir. Histopatolojik degisiklikler ve
tiimor sekillenmesi bakimindan da kontrol grubuyla deney grubu arasinda 6nemli

fark bulunmamistir (Gaunt 1974).

Hamsterlerde yapilan bir ¢alismada ise, derialt1 veya periton i¢i enjeksiyonla
verilen 1.0 mg Sunset Yellow FCF (E110), 330 giinliik donemde mortaliteyi

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

Sicanlarin yemine %4 oraninda katilan Sunset Yellow FCF (E110) 18 ay
boyunca yedirilmis ve mide bez epitel hiicrelerinde boyanmaya ve ince bagirsakta
graniiler birikmelere neden olmakla birlikte, tiimoér olusumuna neden olmamistir
(Willheim ve Ivy 1953). Gidayla 64 hafta siireyle 4 farkli dozda (%0; %0.03; %0.3
ve %1.5) Sunset Yellow FCF (E110) verilen siganlarda gida tiiketimi, biiyiime, organ
agirliklar1, histopatoloji ve kan tablosu degismemis, timor goriilme siklig
artmamistir (Mannell 1958). Bununla birlikte, daha yiiksek miktarlarda (%0; %0.5;
%1.0; %2.0 ve %5.0) Sunset Yellow FCF (E110) verilen 24 sicanda meme timori
goriilme siklig1 artmistir. Timor goriilme sikligr gruplara gore sirastyla 2; 1; 6; 3 ve 6
olarak bulunmustur (FDA 1964). Her iki cinsiyetten sicanlar iizerinde yapilan bir
calismada, 79 ve 102 haftalik yedirme denemelerinde, hayvanlarda istatistiksel
acidan Onemsiz gelisme geriligi gozlenmistir. Karacigerde yaslanmayla ilgili
degisiklikler gozlenmis olmakla birlikte, neoplastik degisiklikler goriilmemis ve

karsinojenite tespit edilmemistir.

Kopeklerde yapilan yedirme calismalarinda (FDA 1964), hayvanlar %1 ve
%35’lik boya ilave edilen gidayla 2-3 ay beslenmistir. Beagle irk1 4’er hayvandan
olusan iki gruptan %5’lik grupta 2, %1°lik grupta da 1 hayvan ilerleyici sekilde canli
agirlik kaybetmis ve 2-3 ay sonunda otenazi edilmek zorunda kalinmistir. Genel
olarak, gidada %35 oraninda bulunan Sunset Yellow FCF (E110) orta derecede, %]l

oranindakiyse hafif derecede toksik olarak degerlendirilmistir. Kilo kayb1 ve ishal



ana belirtilerdir. Kaba ve mikroskobik degisiklikler goriilmekle birlikte, bulgular
karakteristik degildir. Bununla birlikte, 5 Beagle irki kdpekte yapilan ¢aligmada 7 yil
stireyle verilen %2.0 oranindaki boyanin toksik etkisi bulunmamis ve histopatolojik

degisikliklere yol agmadig tespit edilmistir (FDA 1964).

Osman (1993), Sunset Yellow FCF’nin (E110) in vitro kosullarda gergek ve
yalanci kolinesterazlar1 (ChEs) inhibe ettigini gostermistir. Bu etki karisik etki
tarzinda olup; kompetitif ve non-kompetitif olmak tiizere her iki tip inhibisyon da

gerceklesmektedir. Boyanin inhibiyon etkisi geri doniistimliidir (Osman ve ark
1993).

Ershoft (1977), stok gidada %5 oraninda bulunan Sunset Yellow FCF’nin
(E110), sicanlarda makroskobik olarak tespit edilebilen toksik etkilerinin olmadigini
bildirmis; ancak, piirifiye yemde ayni orandaki Sunset Yellow FCF’nin (E110) 14
giinlik deneme siiresinde bliylimede belirgin gerileme, tiiylerin diizensizlesip
diklesmesi, %50°den fazla siganin Sliimiiyle sonu¢landigini tespit etmistir. Gozlenen
bu toksik etkilerin sar1 psillium tohumu (Plantago ovata) tozu, havug¢ kokii tozu,
yonca yapragt ve bugday kepegiyle ters etkilesim sonucu ortaya ¢iktigi ileri

stiriilmistiir (Ershoff 1977).

Onerilen dozlarda kullamldiginda, Sunset Yellow FCF’nin (E110) hayvan ve
insanlarda karsinojenik etkisinin olmadigi, sican ve kopeklerde Onerilen dozun
katlarinin (1X, 10X, 30X ve 100X), nesiller boyu iireme iizerinde yan etkisinin
olmadigi, E. coli ve Salmonella typhimuriumla yapilan ¢aligmalarda mutajenik ve
teratojenik etkilerinin olmadig: edilmistir. Tavsanlarda 100, 300 ve 1,000 mg/kg/giin
dozunda ve gebeligin 6 ve 18. giinlerinde agizdan verilen Sunset Yellow FCF’nin
(E110); viicut agirhigi, corpus luteum gelisimi, erken ve geg¢ rezorpsiyon, canli ya da
Oli ortalama fetiis canli agirligi, cinsiyet orani, genel organ ve iskelet anomalileri
tizerindeki etkileri incelenmis ve sadece 1,000 mg/kg/glin Sunset Yellow FCF’nin
(E110) verilen hayvanlarda tam olmayan yapisik ikizlik oraninda artis dikkati
cekmistir (International Research and Development Corporation 1972).

1.1.3. Insanlar Uzerinde Yapilan Calismalar

Ulkemizde, gidalarda yapilan bir tarama c¢alismasinda (Yentiir ve Karakaya

1985), incelenen 29 dondurma Orneginin 16’sinda Gida Tiziigi’'ne gore izin



verilmeyen ¢esitli sentetik boyalara (Tartrazin, Sunset Yellow FCF (E110), Ponceau

4R, Ponceau SX) rastlanmistir.

Sunset Yellow FCF’yle (E110) yapilan deri testinde, p-fenilendiamine kars1
ekzematoz asirt duyarlilifi olan kisilerin Sunset Yellow FCF’ye (E110) kars1 da
capraz duyarlilik gosterdikleri tespit edilmistir. Bu c¢apraz reaksiyon, boya
molekiiliiniin, yapisal molekiillere baglanan kinon yapisindaki bilesiklere kolayca

dontigebilmesiyle agiklanmaktadir (Baer ve ark 1948).
1.2.  Timus

1.2.1. Timusun Histolojisi

Kanatli hayvanlarda timus, boynun her iki tarafinda, sulkus jugularis boyunca
araliklarla yerlesmis olan ¢ok sayida loptan olusur. Derialti bag dokusuna gémiilmiis
haldeki loplar, yassi-oval sekilli olup; boynun her bir tarafinda yaklasik 7’ser
adettirler. Boynun her iki tarafinda da ii¢lincli boyun omuru hizasindan baslarlar ve
araliklarla g6giis boslugundaki tiroit bezinin yakinina kadar devam ederler. Sag
taraftaki loblar organin sag yarimini, sol taraftakiler ise sol yarimini olustururlar. Her
iki taraftaki lop sirasi, N. vagus ve V. jugularisin boyun bdlgesindeki seyrine uygun

bir yerlesim tarzi izler (Hodges 1974).

Bezin her lobu, bag dokusundan olusan bir kapsiille ¢evrilmistir. Yer yer
bolgede seyreden V. jugularis ve diger biiyiikk venlerle de temas halinde olan
kapstiliin dis boliimii, gevsek bag dokusu ve yag dokusundan olugmaktadir. Kapsiiliin
i¢ kismini esas olarak kollagen tiiriindeki bag dokusu iplikleri olusturursa da, bolgede
elastik ipliklere de rastlanmaktadir. Kapsiilden ayrilarak loplarin i¢ine giren ince bag
dokusu bolmeleri loplari lopguklara ayirmaktadir. Lopguklar1 besleyen kan damarlar
kesitlerine, ¢ogunlukla bag dokusu bolmelerinin kapsiille birlestikleri bolgelerde
rastlanmaktadir. Bu damarlardan ayrilan ince dallar bag dokusu bdlmelerinde

seyrederek lopcuklara ulasir (Hodges 1974).

Lopguklarda korteks ve medulla kisimlari ayirt edilirse de, bu organda
korteks-medulla smir1 bursa Fabricii’deki kadar belirgin degildir. Korteks ve medulla
stromasi, retikulum hiicrelerinin olusturdugu bir hiicre agi ile bu hiicreleri
destekleyen retikulum ipliklerinin sekillendirdigi agdan olusan gozenekli bir yap1

halindedir. Retikulum hiicreleri, ince ve graniiler tarzda dagilmis heterokromatin ile



bir veya iki ¢ekirdek¢igi olan yuvarlak, oval veya uzun oval bir ¢ekirdege sahiptirler.
Retikulum hiicrelerinin olusturdugu agmn (sinsityumun) goézeneklerini, lopguklarin
korteks boliimiinde ¢ogunlukla kiigiik tip lenfositlerden olusan bir lenfosit yi1gini
doldurur. Lopguklarin lenfositlerden oldukga zengin olan korteks kisimlari, histolojik

preparatlarda koyu bazofilik 6zellik gosterir (Hodges 1974).

Lopguklarin medullalar1 kortekslerinden daha az lenfosit i¢erdiklerinden daha
soluk boyanirlar. Bu bolgede lenfosit yogunlugu az oldugundan, retikulum
hiicrelerinin  ¢ekirdekleri net olarak goriilebilmektedir. Kanatlilarda timus
lopguklarinin medullalarinda memelilerdeki gibi yuvarlak sekilli ve kornifiye
durumdaki konsentrik lamellerden olusan Hassal cisimciklerine oldukc¢a az sayida
rastlanmaktadir (Hodges 1974, Hashimoto ve Sugimura 1976, Sandik¢1 ve Celik
2000). Bu tiirde, yukaridaki yapilara ek olarak Hassal cisimciklerinin diffiiz tipi
olarak da nitelenen ve retikulum hiicrelerinin degisiklige ugramalariyla sekillenen
kistik yapilar da gézlenmektedir. Bu yapilarin olusumu, medulladaki bazi retikulum
hiicrelerinin  sitoplazmalarinda kiiglik vezikiillerin sekillenmesiyle baglamakta;
birbirleriyle kaynasan vezikiiller hiicrenin sitopldzmasini tamamen kaplayan iri ve
yuvarlak vakuolleri sekillendirmektedir. Birka¢ wvakuoliin kaynasmasi sonucu
oldukea iri vakuoller ve kistik yapilar olusmaktadir. Bu yapilarin liimenleri genellikle
eozinofilik bir maddeyle dolu durumdadir. Kistlerin duvarin1 ise epiteloid
karakterdeki yassilmis ve uzamis retikulum hiicreleri olusturmaktadir. Kist iceriginde
siklikla dejenere olmamig lenfositler yaninda dejenere olan lenfositlerin bazofilik
cekirdeklerinin olusturdugu, koyu bazofilik graniil yiginlar1 gibi hiicresel artiklara da
rastlanmaktadir. Bu morfolojik 6zellikleri nedeniyle kanatli timusunun medulla
kisimlarinda siklikla rastlanan ve diffiiz Hassal cisimcikleri olarak da nitelenen bu
yapilarin, dejenere olan retikulum hiicrelerinden ¢ok, lenfositlerin yikimi esnasinda

sekillenen yapilar olduklar1 kabul edilmektedir (Hodges 1974).

Medulladaki epitel kokenli retikulum hiicrelerinin ¢ogunlugu medullar
kistlerle iliskilidir. Kistlerin bazilarinin liimenleri PAS pozitif materyal igerirken,
baz1 kistlerin liimenleri bostur. Biiyiik tip kistlerin sekilleri oldukca degiskendir ve
kist liimeni, c¢ok sayida epitelyal retikulum hiicresi tarafindan c¢evrelenmis
durumdadir. Cogu kistlerin limenleri ise hiicrelerin yikimlanmasi sonucu arta kalan
yapilar1 da igeren kolloidal veya graniiler bir madde ile doldurulmustur (Hashimoto

ve Sugimura 1976).
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1.2.2. Timusun Embriyonik Déonemdeki Gelisimi

Memeli ve kanathilarin her ikisinde de timus taslagi 3. ve 4. yutak ceplerinin
endoderminden gelisir (Maskar 1976, Carlson 1981, Kelly ve ark 1984, Latshaw
1987). Endodermal epitelyum kokenli timus taslagina, lenfoid hiicrelerin onciilleri
olan iri bazofilik sitoplazmali, pretimik kok hiicreler kan damarlar1 yoluyla gelerek
yerlesirler (Backman 1997). Kulugkanin ileri evrelerinde, c¢ogalan hiicrelerin
olusturdugu hiicre kiimeleri bogumlanarak loplart sekillendirirler (Maskar 1976).
Sandikg¢1 ve Celik (2000), kulugkanin 7. giiniinde; organ taslagini olusturan hiicreler
arasindaki iri-bazofilik hiicrelerin sayisinin arttigini, 10. giinde kii¢iik lopcuklarin
sekillenmeye basladigini, 13. giinde ise lopguklarda korteks-medulla ayirimi
yapilabildigini bildirmislerdir. Ayrica 13. giinde medullada, olgun T lenfositlerine
Ozgii bir sitoplazmik enzim olan alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) enzimi (Pruthi ve
ark 1987, Maiti ve ark 1990) pozitivitesi gosteren hiicrelere az sayida
rastlanmaktadir. Timusun gelisimi kuluckadan c¢ikist takip eden 9-11. giinlerde
tamamlanmis durumda olup, ANAE (+) hiicrelere korteks-medulla sinirinda ve

ozellikle de medullada rastlanmaktadir (Sandik¢1 ve Celik 2000).
1.2.3. Timusun involiisyonu

Organin agirliginda kuluckadan ¢ikistan sonraki 1-17. haftalar arasinda tedrici
bir artis gozlenmekte; on yedinci haftadan sonra ise belirgin bir diisiiy meydana
gelmektedir. Yaklagik 23. haftada organin agirligi, 17. haftada ulastigi maksimum
agirhigin yarisindan daha azdir. Organin viicut agirligina orani, kulugkadan sonraki
10. haftada en yiiksek seviyeye ulagmaktadir. Eriskin hayvanlarda timus invole
oldugunda ise loplarin yerinde kii¢lik kalintilar halinde lenfoid doku gozlenmektedir

(Hodges 1974).

Yumurtadan ¢ikisin 1. giinlinde, organin agirhigi viicut agirliginin % 0.13-
0.22’s1 kadardir. On birinci haftaya kadar siirekli olarak artan organ agirlhigi, 3-11.
haftalar arasinda viicut agirligimin % 0.31-0.43’iinii olusturmaktadir. Bu donemi
takiben, 13. haftadan 22. haftaya kadarki donemde organin agirliginda belirgin bir
diisiis gortilmektedir. Nitekim yirmi ikinci haftadan sonra timus, viicut agirliginin

%0.02’sini olusturmaktadir (Hashimoto ve Sugimura 1976).
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1.3.  Bursa Fabricii
1.3.1. Bursa Fabricii’nin Histolojisi

17. yiizyilin ilk yarisinda Hieronymus Fabricius tarafindan tanimlanan kese
bicimindeki bu organ, bu arastiricinin adina izafeten “Bursa Fabricii (Bursa of
Fabricius)” olarak isimlendirilmistir. Kanatli kloakasinin dorsalinde yer alan bursa
Fabricii, asil kese, boyun ve kanal boliimlerinden olusmaktadir (Kocadz ve ark

1997).

Histolojik olarak gelisimini tamamlamis olan bursa Fabricii’de igten disa
dogru tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika seroza katmanlar1 ayirt edilir.
Organa 0zgl lenf folikiilleri, tunika mukoza katmaninin limene dogru yapmis
oldugu boyuna kivrimlarda (plika) lokalize olmuslardir. Tunika mukoza epitelinde,
folikiiller aras1 bolgede yalanci ¢ok katli prizmatik epitel (interfolikiiler epitel, IFE)
ile folikiillerin iizerini orten bolgede bazal membrani bulunmayan, bol miktarda
lenfosit igeren 6zellesmis bir epitelyum (Folikiil iligkili epitelyum, FAE) olmak iizere
iki farkl epitel ayirt edilir (Lupetti ve ark 1990, Olah ve Glick 1992).

Organin embriyonik gelismesi iizerinde yapilan c¢alismalarda (Michael ve
Ratcliffe 1985, Olah ve ark 1986, Lupetti ve ark 1990, Koca6z ve ark 1997), organin
asil kese kismi ile boyun kismi epitelinin son bagirsak endoderminden, kanal kismi
epitelinin ektodermden, lenfoid hiicrelerinin ise mezodermden koken aldigi

bildirilmistir.

Organa ait lenf folikiillerinde korteks ve medulla olmak tizere iki bolge ayirt
edilir. Rutin boyalarla daha koyu gozlenen korteks ile hiicreden fakir olmasi
nedeniyle daha agik gozlenen medulla arasinda IFE’nin devami olan kortiko-
medullar sinir hiicreleri katman1 (KMSH) dikkati ¢ekmektedir (Kocadz ve ark 1997).
Primer lenfoid bir organ olan bursa Fabricii kanatlilarda B-lenfositlerin yapimindan

sorumludur.

Organin histolojik gelismesi, hayvan kulugkadan ¢ikistan 6nce hemen hemen
tamamlanmis durumdadir (Lupetti ve ark 1990, Shiojiri ve Takahishi 1991).
Kulugkadan ¢ikisi takip eden ilk haftalarda, organda bulunan ve histolojik
gelismeleri tamamlanmis olan lenf folikiilleri irilesirler. Bu donemde organda yeni

lenf folikiilii sekillenmesi ger¢eklesmemektedir. Gelismesi tamamlandiginda organin
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lamina propriyasinda yaklasik on bin adet lenf folikiiliiniin bulundugu bildirilmistir
(Michael ve Ratcliffe 1985).

Kesfini izleyen yillarda bursa Fabricii'nin kan hiicreleri yapimi fonksiyonu
tizerinde durulmustur. Embriyonik gelisimi esnasinda organda eritropoietik ve
graniilopoietik odaklara rastlanmaktadir. Organin, B-lenfositlerinin yapildigi merkezi
lenfoid organ olarak fonksiyon gordiigii, bursektomi ¢aligsmalariyla ortaya konmustur
(Glick 1977, Glick ve Olah 1982). Bursa Fabricii'de B-lenfosit yapimi, organin

involiisyonu baglayincaya kadar siirmektedir (Michael ve Ratcliffe 1985).
1.3.2. Bursa Fabricii’nin Embriyonik Gelisimi

Hassa (1955), organ taslaginin embriyonik gelismesinin, kloakaya agilan son
bagirsak duvarinin epitel katmaninda olusan kalinlasmayla basladigini; tek bosluklu
organ taslaginin bu hiicreler arasinda olusan vakuollerin birlesmesiyle kulugckanin
yedinci giintinde sekillendigini tespit etmistir. Organ taslagi, embriyonik donemin 3-
5. giinleri arasinda, kloakanin dorsal duvarinda disa dogru ¢ikintt olusturan bir epitel
tomurcugu halinde gériliir (Olah ve Glick 1992, Olah ve Glick 1995). Yedinci giine
kadar kloakal plagin endodermal hiicreleri arasindaki kiiciik vakuoller birleserek
genisler ve organ taslaginin merkezi liimenini olustururlar. Bu dénemde diizgiin bir
sekilde seyreden epitelle ortiilen kese liimeni, membrana kloakayla amniyon kesesi
boslugundan ayrilmaktadir (Michael ve Ratcliffe 1985).

Organa 0zgii plikalarin ilk 6nce 10. giinde gelismeye basladiklar1 ve 12.
Gilinde gelismelerinin tamamlandig: bildirilmektedir (Olah ve Glick 1992, Olah ve
Glick 1995).

Bursa Fabricii’deki lenf folikiilleri organ taslaginin merkezi limenini Grten
endodermal epitelin degisiklige ugramasiyla degil, organ taslaginin mezenkimine
gocle gelen kok hiicrelerin, epitelin bazal yiiziine gog etmeleriyle baslayan folikiil
sekillenmesi olaylar1 sonucunda, hem epitel ve hem de mezenkimal hiicrelerin
katilimiyla olusmaktadirlar (Shiojiri ve Takahaski 1991, Kocaéz ve ark 1997).
Organda lenf folikiilii gelisimi; kulugkanin onuncu giiniinde, baslangigta organ
mezenkimindeki kan damarlarinin limenlerinde ve epitele uzak bolgelerdeki
mezensim i¢inde gozlenen iri bazofilik hiicrelerin epitelin bazal yliziine ulagmalariyla

baslar (Glick 1956, Valinski ve ark 1981, Lupetti ve ark 1990, Shiojiri ve Takahashi
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1991) ve bu donemi takip eden giinlerde epitelde limene dogru ¢ikinti yapan
tomurcuklar sekillenir (Michael ve Ratcliffe 1985). Yapilan embriyolojik
calismalarda kulugkanin 7 ve 8. giinlerinde kese bigimindeki bursa Fabricii’nin
dorsal mezenkiminde, ileriki donemlerde ise epitelyum Ortiisiiniin bazal yliziinde iri
bazofilik hiicrelerin gozlendigi bildirilmektedir (Glick 1956, Lupetti ve ark 1990,
Shiojiri ve Takahashi 1991). Ay hiicrelere bu doénemde, mezenkimdeki kan
damarlarimin liimenlerinde de siklikla rastlanmaktadir. Organin liimenini Orten
endodermal epitelin bazal yiiziine ulasan bazofilik hiicreler, 11. giinde yer yer gruplar
olusturmakta ve hizla ¢ogalmaktadir (Lupetti ve ark 1990, Le Douarin ve ark 1984).
Bu indiferensiye mezenkimal hiicrelerin epitel dokuda olusturdugu basing nedeniyle
epitelin, bazofilik hiicre gruplarinin bulundugu boélgelerinde liimene dogru
tomurcuklar sekillenmektedir. Tomurcugun merkezindeki mezenkimal hiicre
toplulugu, endodermal epitel hiicreleriyle tamamen kusatilmaktadir. Gelisme
ilerledikce, sekillenen bu primordiyal folikiiller mezenkime invagine olurlar
(Saifuddin ve ark 1988, Lupetti ve ark 1990, McLelland 1990). Tomurcugun yiizey
hiicreleri uzayip-gerilme sonucu dejenere olurlar ve bu hiicrelerin yerine, diferensiye
olarak epiteloid karakter kazanan mezenkimal hiicreler gecer. Gelismekte olan
folikiillerin limene bakan yiizlerini Orten, sitoplazmalari daha soluk boyanan bu
hiicreler ileriki donemlerde bursa Fabricii’ye 6zgii histolojik yapiya sahip olan lenf
folikdillerinin liimene bakan yiizlerini drten FAE hiicrelerini olustururlar (Glick 1956,
Lupetti ve ark 1990, Shiojiri ve Takahashi 1991). Organa 6zgii lenf folikiillerinin
sekillenmeleri tamamlandiginda liimene bakan yiizlerini FAE orterken; folikiiller

aras1 bolgeleri de IFE drtmektedir (Glick 1985).

Kulugkanin  14-15. giinlerinde bursa Fabricii’deki primordial lenf
folikiillerinde lenfoblastlarin goriildiigii ve bu lenfoblastlarin zamanla biiyiik, orta ve
kiiciik lenfositlere farklilastigr bildirilmistir (Bockman ve Cooper 1973). Kulugkanin
17. gliniine kadarki embriyonik evrede, organdaki lenf folikiillerinin sekillenmeleri
hemen hemen tamamlanmistir. Bu donemde ve daha sonrasinda organdaki lenf
folikiilleri iyi gelismis bir medullaya ve dar bir kortekse sahiptir (Lupetti ve ark
1990, Olah ve Glick 1992). Folikiillerin korteksleri; kuluckadan c¢ikistan sonra,
medulada yapilan lenfoid hiicrelerin perifer lenfoid organlara go¢ etmelerinden once
folikiillerin  korteks bdlgelerine go¢ etmeleri sonucu belirgin  bir sekilde

genislemektedir (Olah ve Glick 1992). Bursa Fabricii kulugkadan ¢ikisi takip eden
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ilk birkag giin i¢ginde normal histolojik gelisimini tamamlamis durumdadir (Hirota ve

ark 1976, Lupetti ve ark 1990, Kocaoz ve ark 1997).
1.3.3. Bursa Fabricii’nin Involiisyonu

Bursa Fabricii’nin tavuklarda ortalama maksimum biiyiikliige ulasma siiresi
kulugkadan ¢iktiktan sonraki ilk 4 aydir (Glick 1956, Hodges 1974). Tiim kanath
tiirlerinde, sekstiel olgunlukla birlikte organda involiisyon baglar. Tavuklarda organin
involiisyona dair mikroskobik degisiklikler, hayvan yaklasik olarak 8-12 haftalikken
baslar ve 20 haftaliga kadar devam eder. Yirmi haftalikken organin agirlig: yaklasik
olarak 0,5 gramdir ve erginlerde nodiiler bir kalint1 halindedir (McLelland 1990).

Involiisyon baslangicinda ortaya ¢ikan ilk histolojik degisiklikler, IFE’de
derin ¢okiintiilerin sekillenmesi ve bu bolgede kadeh hiicrelerinin sayisinin artmasi,
lenf folikiillerinin medulalarindaki bazi hiicrelerin dejenere olarak erimeleri sonucu
intrafolikiiler kistlerin sekillenmesidir (Kocadz ve ark 1997). Bu kistler folikiillerin
dip kisminda, kortiko-medular sinir hiicrelerine yakin bolgelerde, sitoplazmalar
soluk ve homojen boyanan, aralarinda genis bosluklar bulunan ve mukoid
dejenerasyona ugramis olan hiicre topluluklarinin bulunduklari bolgelerde

sekillenmektedir (Kocadz ve ark 1997).

Baslangicta kiiclik olan kistler, involiisyon ilerledik¢e genisler ve kist
liimenini Orten kiibik epitel hiicreleri gittik¢e prizmatik bicim alirlar (Kocadz ve ark
1997). Folikiillerde sekillenen kistlerin benzerlerinin aym1 zamanda FAE’de de
gozlendigi, IFE’deki kadeh hiicrelerinin sayilarmin artisina bagli olarak epitel
yiizeyinin kalin bir mukus tabakasiyla ortiildiigli ve bolge epitelinde derin girintilerin

sekillendigi de bildirilmistir (Ciriaco ve ark 2003).

Involiisyonla ilgili degisikliklerin baglamasindan sonraki 2-4 hafta iginde,
sekillenen kistler genislemekte ve folikiil medulasinin liimene bakan yiiziinii 6rten
FAE’nin de dejenerasyonu ve dokiilmesiyle kist igerigi organin merkezi liimenine
bosalmaktadir. Folikiiler kistlerin liimene ag¢ilmasiyla olusan tubuler olusumlarin,
organin merkezi liimenine multitubuler bir goriiniim kazandirdigr bildirilmistir
(Kocadz ve ark 1997). Involiisyonun son asamasinda ise folikiillerin histolojik
organizasyonu tamamen ortadan kalkmakta, organin biiyiikk bir kismini fibréz bag

dokusu kaplamaktadir (Kocadz ve ark 1997). Involiisyonu tamamlanan bursa
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Fabricii’nin bag dokusu icinde yer yer lenfosit infiltrasyon alanlari bulunmakta ve

organ bir siire daha sekonder lenfoid organ olarak fonksiyon gormektedir.
1.3.4. Bursa Fabrici’nin Fonksiyonlari

Ik defa 17. yiizyilda Hieronymus Fabricius tarafindan tanimlanmasina
ragmen, kanatli kloakal bursasinin fonksiyonu yaklagik 40 yi1l 6ncesine kadar bir sir
olarak kalmistir. Bursa Fabricii’nin cerrahi yolla uzaklastirilmasini (bursektomi)
takiben tavuklarin, aldiklar1 antijenlere karst normal hayvanlardan daha diisiik
antikor yamiti verdigi dikkati ¢ekmistir. Daha sonra yapilan detayli caligmalar
sonucunda bursa Fabricii’nin kanatlilarda B-lenfositlerin olgunlasip, immiin yetenek
(immiino kompetens) kazandiklar1 merkezi bir lenfoid organ oldugu anlagilmistir (Le

Douarin ve ark 1990).

Son yillarda yapilan arastirmalarla kan hiicresi tiplerinin hepsinin tek bir ana
hiicreden (kok hiicre, stem cell) meydana geldikleri ortaya konmustur. Bu kok
hiicreye “hemositoblast” adi verilir. Her tip kan hiicresine farklilasabilen
(multipotent) hemositoblastlar, intrauterin yasamda vitelliis kesesi duvarindaki
mezenkim hiicrelerinden diferensiye olup, once karacigere, sonra diger kan yapan
organlara gidip yerlesir ve oralarda boliinlip g¢ogalarak degisik tiirlerdeki kan
hiicrelerini meydana getirirler. Postnatal yasamda ise multipotent hemositoblastlar
sadece kirmizi kemik iliginde bulunurlar. Tek tip kan hiicresi yoniinde farklilagmak
tizere kosullanmis olan ikincil hemositoblastlar ise “progenitor” hiicreler adini alir.
Kanatlilarda prebursal kok hiicreler bursa Fabricii’ye yerlesir ve boliinlip gogalarak
inaktif B-lenfositlere farklilasirlar (Saglam ve ark 2001).

Bursa Fabricii’ye yerlesen prebursal kok hiicreler, timustaki T-lenfosit
olgunlagmasina benzer sekilde bursa Fabriciide bursin, bursapoietin ve diger
sitokinlerin yardimiyla farklilasarak yeni yiizey molekiilleri kazanir ve olgunlagirlar
(Diker 1998). Pozitif ve negatif hiicre seleksiyonu bu organda da gergeklesir.
Yabanci antijenlere yanit verecek B-lenfositlerin ¢ogalmasi desteklenirken (pozitif
seleksiyon), viicudun kendi antijenlerine karsi yanit olusturacak B-lenfositler
apoptozisle oliirler (negatif seleksiyon). B-lenfositlerin ancak %5’i organ disina
cikarak sekonder lenfoid organlara yerlesir. Bursa Fabricii’den ayrilan olgun B-

lenfositler kanatlilarda dalak ve diger lenfoid organlara (sekal tonsiller, Peyer
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plaklari, Harder bezi), su kuslarinda ise lenf diigiimleri, dalak ve diger lenfoid doku
ve organlara giderek buralara yerlesirler (Diker 1998). Perifer lenfoid doku ve
organlara yerlesen inaktif B-lenfositlerin aktivasyonu igin antijen ve T-hiicre yardimi
gerekmektedir. Aktive olan B-lenfositler plazma hiicrelerine farklilasarak antikor
tiretimini baslatir (Ratcliffe 1985).

Kulugkadan ¢ikistan sonra bursa Fabriciideki lenf folikiilleri arasindaki
interfolikiiler alanlarda ¢ok sayida plazma hiicresine rastlanmaktadir. Bu plazma
hiicrelerinin, FAE’deki antijen sunan hiicreler sayesinde organ liimeninden kontrollii
olarak alinan antijenlere karsi spesifik antikorlar1 irettikleri bilinmektedir. Bu
bulgular, organin her ne kadar primer lenfoid organ gorevi yapsa da antikor
olusturarak perifer lenfoid sisteme destek de sagladigini gostermektedir. Bursa
Fabricii asil olarak lenfoid bir organ olmakla birlikte, embriyonik dénem ve
kuluckadan cikigtan sonraki ilk bir ka¢ giin boyunca eritrosit ve graniilosit yapimini

da gergeklestirir (Lupetti ve ark 1990, Shiojiri ve Takahashi 1991).
1.4.  Asit Fosfataz Enzimi

Asit fosfataz (ACP-az) enzimi, miyelositler, polimorf niikleer 16kositler
(PMNL), lenfositler, plazma hiicreleri, megakaryositler, kan pulcuklart ve
mononiikleer fagositik sistem hiicrelerinde bulunan lizozomal bir enzimdir
(Catowsky 1981). Ozellikle makrofajlar ¢cok gii¢lii ACP-az aktivitesi gdsterirler (Li
ve ark 1972). Basso ve ark (1980), insan timositlerince erken fotal donemde
kazanilan ACP-az pozitivitesinin, dogumdan sonra da perifer kan T-lenfositlerinde

giiclii bir sekilde gozlendigini bildirmislerdir.

Kaplow ve Burstone (1964), insan perifer kanindaki lenfositlerin birkag¢ adet
ir1 graniilden olusan graniiler enzim pozitivitesi, monositlerin ise soluk ve
sitoplazmaya dagilmis haldeki ince graniillerden olusan diffiiz pozitivite
goterdiklerini belirlemislerdir. Enzimin memelilerde T lenfositlere spesifik oldugu
bildirilirken (Yang ve ark 1982), kanatlilarda B-lenfositler i¢in spesifik oldugu ileri
stirilmektedir (Graczyk 1994). Yang ve ark (1982)’nin neoplastik ve non-neoplastik
insan lenf yumrularinda yapmis olduklari bir ¢alismada, ACP-az i¢in biri hem lenf

yumrusu ve hem de kan frotilerindeki T-lenfositlerinde gozlenen globiiler pozitivite
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ile digeri sadece lenf yumrularindaki T-lenfositlerinde tespit edilen graniiler

pozitivite tiplerini gozlemislerdir.

Kobay, fare ve ratlarin timositlerinde, bir ya da iri birka¢ graniil halinde veya
sitoplazmanin bir kutbunda toplanmis kii¢iik grantiller tarzinda ACP-az pozitivitesi
gozlenirken; dalak ve lenf yumrularindaki lenfositlerde ise diffiiz nongraniiler
pozitivite gozlenmektedir (Tamaoki ve Essner 1969, Seymour ve ark 1978).
Tavuklarda T lenfositlerin ACP-az pozitivitesi konusunda farkli goriisler vardir.
Bursa Fabricii’deki lenf folikiillerinin korteks ve medullalariyla timus’un hem
korteks ve hem de medullasinda ACP-az igeren lenfositlerin bulundugunu; bu
nedenle de s6z konusu enzimin tavuk T-lenfositlerine 6zgii olmadigini bildirmekte
ve bu enzim pozivitesinin, kanatli lenfoid dokularinin gelisimlerinin incelenmesinde
onemli bir kriter olabilecegini de ileri siirmektedirler (Glick 1988, Moriya ve
Ichikawa 1989). Bazi arastiricilar (Graczyk 1984, Graczyk 1987, Slowik ve ark
1990) ise neo-natal donemde bursektomize ettikleri civcivlerin kan dokulari ile
dalaklarindaki lenf folikiillerinin germinal merkezlerinde (GC’ler) ACP-az pozitif
lenfosit oranlarinda 6nemli diislisler meydana geldigini bildirmektedir. Sonug olarak,
ACP-az enziminin kanatli olgun B lenfositlerine 6zgli oldugu kabul edilmektedir
(Slowik ve ark 1990, Graczyk 1994, Sur ve Celik 2003).

1.5. Alfa-naftil Asetat Esteraz Enzimi

Alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) enzimi lizozomal bir enzimdir (Knowles ve
Holck 1978a, Zicca ve ark 1981). Pratikte, bazi tiirlerin gerek doku kesitleri ve
gerekse de perifer kan frotilerinde T-lenfosit, B-lenfosit ve monositlerin
birbirlerinden ayirt edilmelerinde yararlanilan ANAE (Mueller ve ark 1975, Ramos
ve ark 1992), T-lenfosit olgunlagmasi sirasinda son dénemde kazanilan bir enzimdir
(Basso ve ark 1980). Celik ve ark (1992)’nin sigir fetiislerinde yapmis olduklari
calismada, fetiislerin perifer kanlarinda ANAE pozitif lenfositlere gebeligin 60.
giinlinde rastlanmis, gebeligin ilerlemesiyle birlikte ANAE pozitif lenfosit oraninin
da arttig1 tespit edilmistir. Bu enzimin, 6teki esteraz grubu enzimler gibi, aktive olan
T-lenfositlerin ~ sitotoksik  fonksiyonlariyla —makrofajlarin  fagosite  ettikleri
materyalleri parcalamalarinda etkinlik gosterdigine inanilmaktadir (Mueller ve ark
1975). Basta insan olmak iizere (Celik ve ark 1991), sigir (Kajikawa ve ark 1983),
tavuk (Maiti ve ark 1990), kopek (Wulff ve ark 1981) ve farede (Mueller ve ark
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1975) T-lenfositlerin histolojik ayriminda yararlanilan bir enzimdir. ANAE
pozitivitesi, lenfosit, monosit ve makrofajlarda farkli sekillerde gozlenmektedir.
Insan perifer kan lenfositlerinde; ilki, bir ya da birka¢ adet kirmizi-kahverengi
graniilden ibaret olan nokta tarzindaki (Dot Like-Positivity) T-lenfositlere 6zgili olan
pozitivite (Higgy ve ark 1977, Wulff ve ark 1981, Zicca ve ark 1981, Kajikawa ve
ark 1983, Celik ve ark 1991), digeri ise “Null Cells” olarak da adlandirilan hiicrelere
Ozgii oldugu ifade edilen (Higgy ve ark 1977) ince-graniiler (Fine Granular Positivity
Pattern) pozitivitedir. Monosit ve makrofajlarda ise sitoplazmada diffiiz ve giiglii bir

pozitivite gdzlenmektedir (Kajikawa ve ark 1983, Celik ve ark 1991).

ANAE pozitif hiicrelerin, lenf yumrularinda parakortikal (Mueller ve ark
1975, Wulff ve ark 1981) ve interfolikiiler bolgelerde, tonsillalarda interfolikiiler
bolgelerde (Knowles ve Holck 1978b), dalakta arteriya sentralis’i saran
periarteriyoler lenfoid kilifta (Mueller ve ark 1975) ve timusun medulla bdlgesinde
lokalize olmaktadir. Lenf yumrulari, dalak ve tonsillalarin lenf folikiillerinin
germinal merkezlerindeki lenfositler ile kortikal timositler ANAE negatif reaksiyon
vermektedir (Mueller ve ark 1975, Wulff ve ark 1981). Farkli tiirlerin perifer
kanindaki ANAE pozitif lenfosit oranlar1 oldukg¢a degisiklik gdostermekte; insanda
%69-%75 (Ranki 1978, Celik ve ark 1991), kopeklerde %56-%78 (Wulff ve ark
1981), tavuklarda %35 (Pruthi ve ark 1987) ve sigirlarda ise %47.7 (Kajikawa ve ark
1983) kadardir.

Bu c¢alismada, kulugcka baslangicinda kulugkalik yumurtalarin  hava
kamarasina enjekte edilen farkli dozlardaki Sunset Yellow FCF’nin (E110), tavuk
embriyolarinda timus ve bursa Fabricii’nin embriyonik gelisimi tizerindeki etkileri
histolojik, histomorfometrik ve enzim histokimyasal yontemlerle belirlenmesi

amagclanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1  Materyal
2.1.1 Yumurta Materyali

Bu calisma, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onayiyla
(2013/044) gergeklestirildi. Calismada, Bursa Hastavuk Isletmesinden temin edilen
Ross 508 hattt broyler anaglardan elde edilen; 250 adet kulugkalik yumurta
kullanildi.

Yumurtalar m® basma 130 ml 40%’lik formaldehit soliisyonuna atilan 80 g
potasyum permanganat karisimiyla fumigasyona tabi tutularak dezenfekte edildi.
Enjeksiyon islemlerinden once tiim yumurtalar hassas terazi (Sartorius, PT 120,
Germany) ile tartildi ve takiben kiit uglart %96’lik etil alkolle silindi. Tim
enjeksiyonlar hava kamarasi yoluyla ve kulugka baslangicinda gerceklestirildi.
Delikler 6zel yumurta delicisi ile agildi ve enjeksiyonu takiben hemen sivi parafinle
kapatildi. Enjeksiyonlar steril ug¢lu mikro pipet ile (Sealpette, Jencons, Finland)
gerceklestirildi. Kulugka islemleri S.U. Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda bulunan 1,000 yumurta kapasiteli kulucka makinesinde
(Veyisoglu, Istanbul, Tiirkiye) optimum kosullarda (37.8°C sicaklik ve %65 nispi

nem ) gerceklestirildi. Yumurtalar 2 saatte bir kez ¢evrildi.
2.1.2. Sunset Yellow FCF (E110)

Calismada, kristalize haldeki boya oran1t %90 (465224-25G, Sigma-Aldrich,
USA) olan Sunset Yellow FCF (E110) kullanildi.

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

Kristalize haldeki saf Sunset Yellow FCF (E110) standardi, steril distile su
icinde c¢ozdiiriilmek suretiyle, 10 pg/ml konsantrasyonunda Sunset Yellow FCF
(E110) stok soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyon, ¢alismada kullanilacak olan her bir
konsantrasyon grubu i¢in gerekli olan Sunset Yellow FCF (E110) icerecek sekilde
falcon tiiplere konuldu ve tiipler aliiminyum folyoya sarilarak, kullanincaya kadar
buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi. Kullanimda énce soliisyonlar 0,2 um’lik

seliiloz membran filtreden (WWR International, USA) gegirildi.
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2.2.2. Deney Gruplarmimn Olusturulmas1 ve Sunset Yellow FCF (E110)

Soliisyonlarmin Yumurtalara Verilmesi

Bu amagla 250 yumurta, her birinde 50 yumurta bulunan 5 gruba ayrildi ve

gruplara asagidaki cizelgede agiklanan islemler uygulandi (Cizelge 2.1.).

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

Gruplar Yumurtalara Uygulanan Islem

n=50

Kontrol 1 grubu Higbir islem uygulanmadi.

Kontrol 2 grubu Yumurtalarin hava kamarasina 20 uL hacmindeki distile su
enjekte edildi.

Deney 1 grubu (100 Yumurtalarin hava kamarasma 20 uL hacmindeki 100

ng/yumurta Sunset ng/yumurta Sunset Yellow FCF (E110) igeren test soliisyonu

Yellow FCF (E110) enjekte edildi.

enjekte edilen grup)

Deney 2 grubu (500 Yumurtalarin hava kamarasia 20 pL hacmindeki 500

ng/yumurta Sunset ng/yumurta Sunset Yellow FCF (E110) igeren test soliisyonu

Yellow FCF (E110) enjekte edildi.

enjekte edilen grup)

Deney 3 grubu (1000 Yumurtalarin hava kamarasma 20 uL hacmindeki 1,000

ng/yumurta Sunset ng/yumurta Sunset Yellow FCF (E110) igeren test soliisyonu

Yellow FCF (E110) enjekte edildi.

enjekte edilen grup)

2.2.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Kulugkanin 11, 15, 18 ve 21. giinlerinde kontrol gruplarindan rastgele secilen

5’er yumurta, deney gruplarindan ise 10’ar yumurta agilarak doku 6rnekleri alindi.

Yapilan diseksiyonla embriyolardan timus ve bursa Fabricii dokusu 6rnekleri
alindi.Her doku 6rnegi ii¢ pargaya ayrilarak; bir par¢a%10’luk tamponlu formal-salin
(0,1 M, pH 7.4) diger pargalarda asagida belirtilen ve her enzim igin ayr1 olarak
hazirlanan tespit sivilarinda 24 saat siireyle tespit edildi. Bu amagla alfa-naftil asetat
esteraz (ANAE) enzimi igin +4 C’deki formol-siikroz soliisyonu (Knowles ve Holck

1978a), asit fosfataz (ACP-az) enzimi (Barka ve Anderson 1972) igin formol-
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kalsiyum soliisyonu hazirlandi. Tespiti takiben +4'C’deki Holt soliisyonuna aktarilan
doku ornekleri bu soliisyonda 22 saat bekletildi. Bu doku orneklerinden dondurma
mikrotomunda (Slee London) alman 12 um kalinliginda kesitler, dnceden formol-
jelatin ile muamele edilmis olan lamlara cekilerek oda sicakliginda (20°C’de) 30

dakika stireyle kurutuldu.

Tamponlu formal-salinde tespit edilen doku Grnekleri ise rutin histoteknik
uygulanarak yikama, dehidrasyon, seffaflandirma, parlatma islemlerini takiben sert
parafinle bloklandi. Hazirlanan bloklardan 6 pum kalinliginda kesitler alindi ve
kesitlerin bir kismi Crossmon’un triple (Culling ve ark 1985) ve bir kismi da
Pappenheim’in panoptik boyama yontemleriyle (Konuk 1981) boyanarak 1s1k

mikroskobik incelemeler i¢in preparatlar hazirlandi.

Parafinde bloklanan kesitlerden hazirlanan preparatlarda organlarin

embriyonik gelisimi histolojik ve histomorfometrik yontemlerle degerlendirildi.

2.2.4. Alfa-Naftil Asetat Esteraz (ANAE) Demonstrasyonu

Bu amagla, pH’s1 5.0 olan tamponlu fosfat soliisyonunun 80 ml’sine 0.8 ml
aseton (Merck) igerisinde eritilen 20 mg substrat (alpha-naphthyl acetate, N-8505-
Sigma, USA) yavag yavas damlatildi. Ardindan 2.4 ml %4’liikk sodyum nitrit (S-
3421, Merck, Germany) soliisyonu ile 2.4 ml pararozanilin (P- 3750, Merck,
Germany) (1 gr pararozanilin, 20 ml distile su, 5 ml konsantre HCI) soliisyonunun 2
dakika siireyle bekletilmesi sonucunda elde edilen 4.8 ml hekzazotize edilmis
pararozanilin karigimi, substrat igeren tamponlu fosfat soliisyonuna eklendi.
Hazirlanan soliisyonun pH’st 1IN NaOH soliisyonu ile 5.8’e ayarlandiktan sonra

stiziildii. Bu inkiibasyon soliisyonu igerisinde doku kesitleri kontrollii siirelerde
bekletildi.

Enzimatik  reaksiyon iirlini  olan  kirmizi-kahverengi  graniillerin
sekillenmesinin ardindan inkiibasyon islemi sona erdirildi ve 3 kez distile su ile
yikanan preparatlara %1°lik methyl-green ile ¢ekirdek boyasi uygulandi (Maiti ve
ark 1990).
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2.2.5. Asit Fosfataz (ACP-Az) Demonstrasyonu

Bu amagla, pH’s1 5.0 olan Michaelis’in Veronal-asetat tampon soliisyonuyla
karistirtlan substrat olarak 1 ml N,N-dimetilformamid igerisinde ¢ozdiiriilmiis 10 mg
Naphthol AS-BI fosfat (N-2125, Sigma, USA) kullanildi. Tampon soliisyonunun 5
ml’sine ilave edilen 1 ml substrat soliisyonu ve 13 ml distile su karistirildiktan sonra
1.6 ml hekzazotize edilmis (0.8 ml pararozanilin, 0.8 ml %4’liikk sodyum nitrit)
pararozanilin sollisyonu eklendi. Karisimin son pH’s1 1 N NaOH soliisyonu ile 5.0’e
ayarlandiktan sonra siiziildii. Hazirlanan bu inkiibasyon soliisyonu igerisinde kan
frotileri oda sicakliginda 1 saat, doku Kesitleri kontrollii bir sekilde bekletildi. Hiicre
sitoplazmasinda  spesifik  kirmizi-pembe  graniillerin  olusumunun ardindan
inkiibasyon islemi sona erdirildi. Ug kez distile su ile yikanan preparatlara %1’lik

methyl-greenle ¢ekirdek boyast uygulandi (Goldberg ve Barka 1962).
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3. BULGULAR

3.1. Makroskopik Bulgular ve Embriyonik Oliim Oranlar

Calismada kullanilan 250 adet yumurtanin toplam 230 adedi fertil olup,
ortalama infertilite %8 olarak tespit edildi. Embriyonik o6lim oranlarinin

belirlenmesinde yalnizca embriyo igeren yumurta sayilari esas alindi.

Kontrol-1 ve Kontrol-2 gruplariyla, hava kamarasina 100 ng ve 500
ng/yumurta dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruplardaki
embriyolarin Hamburger-Hamilton skalasina (1951) uygun gelisme evreleri
gosterdikleri halde, 1,000 ng/yumurta dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte
edilen yumurtalardan elde edilen bazi embriyolarda embriyonik gelisme geriligi
(Sekil 3.1) ve karin duvarinin kapanmamasi sonucu i¢ organlarin disarida oldugu

kongenital anomali (ectopia viscera) gozlendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. 500 ng/yumurta dozunda gekijl 3.2, 1,000 ng/yumurta dozunda
Sunset Yellow FCF (E110) enjekte gynset Yellow FCF (E110) enjekte
edilen gruptan kulugkanin on besinci gdijen gruptan kulugkanin on besinCi

giiniipdeki gelisme geriligi olan bir giiniindeki karm duvarmmn

embriyo goriilmekte. kapanmamast sonucu gelisen
ektopiya viscerali bir embriyo
goriilmekte.
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3.2. Kontrol ve Deney Gruplarinda Timusun Embriyonik Gelisimi
3.2.1. Kulu¢ckanin On Birinci Giinii

Kontrol gruplarinda timus taslagini olusturan gelismekte olan lop
taslaklariin, genis mezenkimal alanlarla ayrildiklar1 dikkati ¢ekti. Bu mezengimal
alanlarda kan damarlar1 ve psddoeozinofillerin lokalize olduklar1 gozlendi. Kan
damarlart lopguklarin i¢ine kadar sokulmus durumdaydi. Kiiciik lenfosit
morfolojisine sahip hiicrelere lopguklarin i¢inde ve lopguklar arasindaki mezensimde

siklikla rastlandi (Sekil 3.3).

Deney gruplarinda lop gelisiminin oldukga geri oldugu ve gelisme geriliginin
ozellikle 1,000 ng/yumurta dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen
gruptaki embriyolarin timuslarinda daha belirgin oldugu ve lop taslaklarinin daha
kiiciik oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 3.4). Deney gruplarinda 1,000 ng/yumurta Sunset
Yellow FCF (E110) enjekte edilen grubun gelismekte olan timus lobu taslaklarinin
merkezi bolgelerindeki vaskiilarizasyon daha zayifti. Lenfosit morfolojisine sahip

hiicre sayisinin verilen doz arttik¢a azaldig: dikkati cekti.

Alfa-naftil asetat esteraz (ANAE) pozivitesi gosteren ve lenfosit
morfolojisine sahip olan hiicrelere bu doneme ait timus dokusu Orneklerinde
rastlandi. Kontrol gruplariyla deney gruplarindan 100 ng/yumurta ve 500 ng/yumurta
Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruplar arasinda enzim pozitivesi
acisindan belirgin fark tespit edilmemekle birlikte, 1,000 ng/yumurta Sunset Yellow
FCF (E110) enjekte edilen grubun timus kesitlerinde tipik ANAE-pozitif hiicre
gozlenmedi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.3. Kulugkanin on birinci giiniinde, Kontrol 1 grubundan bir
embriyonun timus kesiti goriilmekte. Oklar: Lenfosit morfolojisine
sahip hiicreler. Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiylitme c¢izgisi:
100pm

Sekil 3.4. Kulugkanin on birinci giiniinde, 1,000 ng/yumurta dozunda
Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruptan bir embriyonun
timus kesiti goriilmekte. Oklar: Lenfosit morfolojisine sahip hiicreler.
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyilitme ¢izgisi: 100pum.
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Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruptan bir embriyonun
timus kesiti goriilmekte. Oklar: Lenfosit morfolojisine sahip hiicreler.
ANAE demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.

3.2.2. Kulu¢ckanin On Besinci Giinii

Kulugkanin on besinci giiniinde, timus loplarimda korteks ve medulla
bolgeleri belirgin olarak ayrilmakta ve hiicreden zengin oldugundan koyu boyanan
kortekste ¢cogunlukla kiiciik tip lenfositler bulunmaktaydi (Sekil 3.6). Medullada ise
eozinofilik graniillere sahip psddoeozinofilik hiicre infiltrasyonu goze carpti.
Interlobiiler bag dokusunda genis kan damarlar kesitleri yaninda az sayida lenfosite

rastlandi.

Deney gruplarindan &zellikle 500 ng ve 1,000 ng/yumurta Sunset Yellow
FCF (E110) enjekte edilen gruplardaki embriyolarin timus taslaklarinda ortaya ¢ikan
belirgin gelisme geriliginin bir sonucu olarak; loplar kontrol grubundakinden belirgin

bi¢imde daha kiigiliktii ve korteks-medulla ayirimi da daha az belirgindi (Sekil 3.7).

Bu déonemde ANAE pozitif lenfositlere loplarin merkezi bolgelerinde siklikla
rastlandi. Timus kesitlerinde kontrol gruplariyla deney gruplarinin ANAE-pozitif

hiicre yogunluklar1 arasinda belirgin fark gézlenmedi (Sekil 3.8).
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Sekll 3.6. Kulugkanin on besinci gununde Kontrol 2 grubundan blr
embriyonun timus kesiti goriilmekte. K) Korteks, M) Medulla, Ok)
Interlobular mezensim. Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiylitme

cizgisi: 100pum.

Sekll 3.7. Kulugkanm on besinci giiniinde, 1 OOO ng/yumurta Sunset
Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruptan bir embriyonun timus kesiti
goriilmekte. K) Korteks, M) Medulla, Ok) Interlobular mezensim.
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyilitme ¢izgisi: 100pm.

28



Sekil 3.8. Kulugkanin on besinci giiniinde, 1,000 ng/yumurta Sunset
Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruptan bir embriyonun timus kesiti
goriilmekte. K) Korteks, M) Medulla, Oklar) ANAE-pozitif lenfositler.
ANAE demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.

3.2.3. Kuluckanin On Sekizinci Giinii

Kulugkanin on sekizinci giiniinde, kontrol gruplarinda timusun kapsiil ve
lopguklar aras1 bag dokusunun genislemis oldugu dikkati ¢ekti. Bu donemde timusun
histolojik gelisimi hemen hemen tamamlanmis durumdaydi ve loplarin korteks ve
medulla kisimlart belirgin bigimde ayrilabilmekteydi (Sekil 3.9). Loplarin
interlobuler bag dokusu bolmelerinin genisledigi, medulladaki vaskiilarizasyonun
oldukga belirgin bir sekilde artmis oldugu dikkati ¢ekti. Bazi kesitlerde kistik
yapilarin irileserek daha da belirginlestikleri dikkati gekti.
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Sekil 3.9. Kulugkanin on sekizinci giliniinde, Kontrol 1 grubundan bir
embriyonun timus kesiti goriilmekte. K) Korteks, M) Medulla, OKk)
Interlobular mezensim. Pappenheim’m panoptik boyasi. Biiyiitme
cizgisi: 100pum.
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Sekil 3.10. Kulugkanin on sekizinci giiniinde, 500 ng/yumurta Sunset
Yellow FCF bir embriyonun timus kesiti goriilmekte. K) Korteks, M)
Medulla, Oklar) Medullar kistler. Pappenheim’in panoptik boyasi.
Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.
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Deney gruplarindan 6zellikle 500 ng/yumurta ve 1,000 ng/yumurta Sunset
Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruplardaki embriyolarin timus medullalari, hiicre
bakimindan nispeten fakirdi. Bu gruplarda erken involiitif degisiklikler daha belirgin
ve kistik yapilar daha fazla sayidaydi (Sekil 3.10).

Bu dénemde, kontrol gruplarinin timus kesitlerinde ANAE pozitif lenfositlere
onceki donemdekinden daha siklikla rastlandi (Sekil 3.11). ANAE pozitif lenfosit
yogunluklar1 bakimindan kontrol ve deney gruplari arasinda dikkat ¢ekici fark tespit

edilmedi.
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Sekil 3.11. Kulugkanin on sekizinci giiniinde, Kontrol 2 grubundan bir
embriyonun timus kesiti goriilmekte. K) Korteks, M) Medulla, OKk)
ANAE-pozitif lenfosit. ANAE demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi:
100pm.

3.2.4. Kuluckadan Cikis Giinii

Kulugkadan ¢ikisin ilk giiniinde histolojik gelisimi tamamlanmis olan civciv
timus loplarinin medulla bolgesindeki kistik yapilar, kuluckanin on sekizinci giiniiyle
karsilagtirildiginda biraz daha genislemisti (Sekil 3.12). Apoptotik cisimcikleri
fagosite etmis olan makrofajlara (Tingible Body Macrophages. TBM) bu dénemde
lopguklarin 6zellikle korteksinde siklikla rastlandi. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda

cok sayida fagosite edilmis apoptotik cisimciklerin bulundugu dikkati ¢ekti.
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Sekll 3.12. Kuluc;kadan glkls gununde Kontrol 1 grubundan blr
civeivin timus kesiti goriilmekte. K) Korteks, M) Medulla, Oklar)
Medullar kistler. Uglii Boyama. Biiyiitme gizgisi: 100pum.

Sekll 3 13. Kulugkadan glkls gununde Kontrol 1 grubundan bir
civeivin timus kesiti goriilmekte. Oklar) ANAE-pozitif lenfositler.
ANAE demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.
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Sekil 3.14. Kuluckadan ¢ikis giinlinde, deney gruplarindan 500
ng/yumurta dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen
gruptan bir civcivin timus kesiti goriilmekte. K) Korteks, M)
Medulla, Ok) Hassal cisimcigi, Ok basi) Medullar kist.
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiylitme ¢izgisi: 100pm.

Bu donemde, timus kesitlerinde ANAE pozitif lenfositlere 06nceki
donemdekinden daha siklikla rastlandi (Sekil 3.13). Kontrol grubuyla deney
gruplarinin ANAE pozitif lenfosit yogunluklari arasinda belirgin fark tespit edilmedi.

Deney gruplarindan 500 ng/yumurta ve 1,000 ng/yumurta Sunset Yellow FCF
(E110) enjekte edilen gruplarda, timus lop ve lopguklarinin kiigiildiikleri, loplardaki
hiicre yogunlugunun azaldig1 ve psddoeozinofil morfolojisi gosteren hiicrelerin daha
fazla sayida bulunduklar1 dikkati ¢ekti. Bu gruplarda, lopguklarin medulla

bolgelerindeki Hassal cisimciklerinin sayisinin artig gosterdigi gozlendi (Sekil 3.14).
3.3. Kontrol ve Deney Gruplarinda Bursa Fabricii’nin Embriyonik Gelisimi
3.3.1. Kulu¢ckanin On Birinci Giinii

Bu dénemde kontrol gruplarmin bursa Fabricii kesitlerinde, organ taslaginin
limeni oldukga genis olup, plikalar sekillenme asamasindaydi. Bu donemde; iri,

bazofilik sitoplazmali hiicrelere, epitel katin altinda yerlesen az sayida hiicreden
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olusan gruplar halinde rastlandi. Mezenkimde yer yer hematopoietik odaklar da
gozlendi (Sekil 3.15).

Deney gruplarindan 100 ng, 500 ng ve 1,000 ng Sunset Yellow FCF (E110)
verilen gruplarin bursa Fabricii taslaklarinda ise heniiz epitel tomurcugu
sekillenmesinin baslamamis oldugu dikkati ¢ekti. Deney gruplarindan 6zellikle 500
ng/yumurta Sunset Yellow FCF (E110) verilen grubun bursa Fabricii taslaginda
plikalarin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda daha az gelismis oldugu tespit edildi
(Sekil 3.16). Deney gruplarindan 6zellikle 1,000 ng/yumurta Sunset Yellow FCF
(E110) verilen grubun bursa Fabricii taslaklarinda epitelyum tomurcuklart ve

plikalarin heniiz olugsmadig1 ve genis merkezi bir limenin olmadig: dikkati cekti

(Sekil 3.17).
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Sekil 3.15. Kulugkanin on birinci giiniinde, Kontrol 1 grubundan bir
embriyonun bursa Fabricii taslagini da i¢ine alan kesit goriilmekte. L)
Limen, PL) Plika, Ok basi) Gelismekte olan epitel tomurcugu,
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100um.
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Sekil 3.16. Kulugkanin on birinci giiniinde, 500 ng/yumurta verilen
deney grubundan bir embriyonun bursa Fabricii taslagini da igine alan
kesit goriilmekte. L) Liimen, PL) Plika, Pappenheim’in panoptik
boyast. Biiyiitme ¢izgisi: 100um.

Sekil 3.17. Kulugkanin on birinci giiniinde, 1,000 ng/yumurta verilen
deney grubundan bir embriyonun bursa Fabricii taslagini da igine alan
kesit goriilmekte. L) Liimen, PL) Plika, Pappenheim’in panoptik
boyasai. Biiylitme ¢izgisi: 100um.
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3.3.2. Kuluckanin On Besinci Giinii

On besinci giinde tomurcuk sekillenmesinin oldukga ilerlemis oldugu;
tomurcuklarin birgogunun gelismelerini biiyiik dl¢lide tamamladigi ve organa 6zgii
lenf folikiillerinin medulla kisimlarimin histolojik yapisini kazanmis olduklar
gozlendi (Sekil 3.18).

Sekil 3.18. Kulugkanin on besinci giiniinde, Kontrol 2 grubundan
bir embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, Ok
baslar1) Subnodiiler epitelyum, Oklar) Gelismekte olan lenf
folikiilleri. Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyiitme ¢izgisi:
100pum.
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Sekil 3.19. Kulugkanin on besinci giiniinde, Kontrol 1 grubundan
bir embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, FAE)
Folikiil-iliskili epitel, IFE) Interfolikiiler epitel, Oklar) Gelismekte
olan lenf folikiilleri. Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyiitme
cizgisi: 100pum.

Tt IFE FAE
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Sekil 3.20. Kulugkanin on besinci giiniinde, 1,000 ng/yumurta
Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen deney grubundan bir
embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, FAE)
Folikiil-iliskili epitel, IFE) Interfolikiiler epitel, Ok baslar1)
Subnodiiler epitelyum, Oklar) Gelismekte olan lenf folikdilleri.
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.
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Sekil 3.21. Kulugkanin on besinci giiniinde, 500 ng/yumurta
Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen deney grubundan bir
embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, FAE)
Folikiil-iliskili epitel, IFE) Interfolikiiler epitel, Ok baslar1)
Subnodiiler epitelyum, Oklar) Gelismekte olan lenf folikiilleri.
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyilitme ¢izgisi: 100pm.
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Sekil 3.22. Kulugkanin on besinci giiniinde, Kontrol 1 grubundan
bir embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, Oklar)
Gelismekte olan lenf folikiilleri, Ok baslar1) ACPaz-pozitif lenfoid
hiicreler. ACPaz demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi: 100um.
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Subnodiiler epitelyum hiicrelerinin, bu yapilar1 yanlardan ve bazal ylizden
tamamen ¢evreleyen bir katman olusturdugu ve mezenkime dogru invagine olan
tomurcuklarin subnodiiler epitelyum katmani ile mezenkim arasinda ¢ogunlukla dar
bir araligin bulundugu dikkati ¢ekti. Organ bu donemde, distan fibromiiskiiler bir
katmanla cevrelenmis durumdaydi. Tomurcuklarin liimene bakan yiizlerini orten
epitelyum hiicrelerinin, folikiiller aras1 bolgeyi 6rten epitel (interfolikiiler epitel, IFE)
hiicrelerinden farkli histolojik goriinlime sahip olduklari, yassilip-uzamalari
nedeniyle dejenere olduklar1 dikkati ¢ekti. Bu hiicrelerin hemen altinda epiteloid
karakter kazanmis olan bazofilik bir hiicre sirasinin bulundugu gézlendi. Folikiillerin

medullalarindaki lenfosit sayilari artmis durumdaydi (Sekil 3.19).

Bu dénemde, 100 ng/yumurta, 500 ng/yumurta ve 1,000 ng/yumurta Sunset
Yellow FCF (E110) enjekte edilen deney gruplarindan elde edilen embriyolarin
bursa Fabricii’lerindeki lenf folikiillerin gelisiminin belirgin bi¢cimde baskilanmis
oldugu ve hiicreden fakir olduklar dikkati ¢ekti (Sekil 3.20). Bu gruplarda, kontrol
grubuna gore plikalarin kiit ve kisa olduklari, FAE’nin ise ¢okmiis oldugu tespit
edildi (Sekil 3.21).

Bu donemde bursa Fabricii’deki lenf folikiillerinin merkezi bolgelerinde ve
organ taslagiin bag dokusundaki eritropoietik ve graniilopoietik odaklarda, kontrol
gruplarinda nispeten daha fazla sayida olmak tizere ACP-az pozitif lenfositlere
rastland1 (Sekil 3.22).

3.3.3. Kulu¢ckanin On Sekizinci Giinii

Organin lamina propriyasi, korteks ve medulla kisimlarinin gelismeleri
hemen hemen tamamlanmis olan ve lenfo epitelyal bir lenfoid organ olan bursa
Fabriciiye 6zgli histolojik yapiya sahip lenf folikiilleriyle tamamen doldurulmustu
(Sekil 23). Folikiillerdeki bu gelismeye paralel olarak gerileyen interfolikiiler bag
dokusu dar bolmeler halindeydi. Bu bolgedeki eritropoietik ve graniilopoetik odaklar
kiigiilmiis durumdaydi. Lenf folikiilerinin medullalarinda olduk¢a yogun bir
lenfopoiezis gozlendi. Lenfositlere, folikiillerin kortekslerinin disindaki interfolikiiler
bag dokusunda da rastlandi. Bu donemde, kortiko-medullar sinir hiicreleri disinda
dar bir lenfosit katmani halindeki folikiil korteksinin gelismesi heniiz

tamamlanmamisti. FAE, IFE’den belirgin bir sekilde ayrilmaktaydi (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. Kuluckanin on sekizinci giiniinde, Kontrol 1 grubundan
bir embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. LF) Lenf
folikiilleri, Oklar) Interfolikiller bag dokusu trabekiilleri.

; R e P
Sekil 3.24. Kulugkanin on sekizinci giliniinde, 100ng/yumurta
dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen deney
grubundan bir embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. LF)
Lenf folikiilleri, FAE) Folikiil-iliskili epitelyum, IFE) Interfolikiiler
epitelyum, Oklar) Interfolikiiler bag dokusu trabekiilleri.
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100pum.
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Sekil 3.25. Kulugkanin on sekizinci giiniinde, 1,000 ng/yumurta
dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen deney
grubundan bir embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. LF)
Lenf folikiilleri, FAE) Folikiil-iligkili epitelyum, IFE) interfolikiiler
epitelyum, Oklar) Interfolikiller bag dokusu trabekiilleri.
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100um.
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Sekil 3.26. Kulugkanin on sekizinci giiniinde, Kontrol 1 grubundan
bir embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, LF)
Lenf folikilleri, Ok baglar1)) ACPaz-pozitif lenfositler, Oklar)
Interfolikiiler bag dokusu trabekiilleri. ACPaz demonstrasyonu.
Biiyilitme ¢izgisi: 100um.

Bu dénemde, 100 ng/yumurta, 500 ng/yumurta ve 1,000 ng/yumurta dozunda
Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen deney gruplarinin bursa Fabricii’lerindeki
lenf folikiilii gelismesinin baskilanmig oldugu ve folikiillerde kontrol grubuna gére
daha yogun heterofil infiltasyonu oldugu gozlendi (Sekil 3.24). Deney gruplarindan
ozellikle 1,000 ng/yumurta dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen
grubun bursa Fabricii’sinde FAE gelisiminin baskilanmis oldugu dikkati ¢ekti (Sekil
3.25). ACPaz pozitif hiicreler kontrol gruplarinda daha fazlaydi (Sekil 3.26).

3.3.4. Kulu¢ckadan Cikis Giinii

Bu donemdeki bursa Fabricii’nin histolojik yapisi, kulugkanin on sekizinci
giinlindeki histolojik yapiya olduk¢a benzemekteydi. Bu donemde de, organa 6zgii
lenf folikiilleri organin lamina propriyasini tamamen doldurmus durumdaydi (Sekil

3.27).
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Sekil 3.27. Kulugkadan c¢ikis giinlinde, Kontrol 2 grubundan bir
embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, LF) Lenf
folikiilleri, ~ Oklar) Interfolikiiler ~bag dokusu trabekiilleri.
Pappenheim’in panoptik boyasi. Biiyiitme ¢izgisi: 100pm.

at{

i) .
Sekil 3.28. Kulugkadan ¢ikis giiniinde, Kontrol 2 grubundan bir
embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, LF) Lenf
folikiilleri, FAE) Folikiil-iliskili epitelyum, IFE) Interfolikiiler
epitelyum, Uclii boyama. Biiyiitme ¢izgisi: 100pum.
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Sekil 3.29. Kulugkadan glkls gununde Kontrol 2 grubun’d‘ bir
embriyonun bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Liimen, Oklar)

ACPaz-pozitif lenfositler. ACPaz demonstrasyonu. Biiyiitme ¢izgisi:
100pum.

Sekll 3.30. Kulugkadan cikis gununde 1000 ng/yumurta dozunda
Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruptan bir embriyonun
bursa Fabricii kesiti goriilmekte. L) Limen, Oklar) ACPaz pozitif
lenfositler. ACPaz demonstrasyonu. Biiyilitme ¢izgisi: 100pum.
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Folikiillerin kortiko-medullar sinir hiicrelerinin disinda sekillenmekte olan
korteks bolgesinin, énceki donemdekinden biraz daha genislemis oldugu, IFE ve
FAE’nin gelisiminin tamamlanmis oldugu tespit edildi (Sekil 3.28). Interfolikiiler
bag dokusunda, graniilopoietik odaklara bu donemde de rastlandi.

Deney gruplarindan 100 ng/yumurta, 500 ng/yumurta ve 1,000 ng/yumurta
dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruplarin bursa Fabricii’lerindeki
lenf folikiillerinin, kontrol gruplarindakinden daha kii¢ciik olmalarinin yani sira,

folikiillerdeki lenfosit yogunlugunun daha diisiik oldugu dikkati ¢ekti.

ACP-az pozitif lenfositlere folikiillerin medullalarinda siklikla rastlandi. Ayni1
zamanda IFE nin epitel hiicrelerinin apikal sitopladzmalari ile retikulum hiicreleri ve
makrofajlarin da ACP-az pozitif reaksiyon verdikleri gozlendi (Sekil 3.29). Deney
gruplarindan 100 ng/yumurta, 500 ng/yumurta ve 1,000 ng/yumurta dozunda Sunset
Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruplarin bursa Fabricii’lerindeki lenfosit
yogunlugu diisiikk oldugundan, bu gruplarda ACP-az pozitif lenfositlere de seyrek
olarak rastland1 (Sekil 3.30).
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4. TARTISMA

Modern yasam stilinde, yar1 mamul ve hazir gidalarin tliketimi giinliik
beslenmede 6nemli bir yer tuttugu ve bunlarin hazirlanmasinda bol miktarda gida
katki maddesi kullanildigindan, bu maddelere ve 06zellikle de gida boyalarina

maruziyet kagcinilmaz bir hale gelmistir.

Gida boyalarn lizerinde daha 6nce yapilmis olan arastirmalar genellikle saha
tarama caligmalari, klinik, biyokimyasal ve fizyolojik ¢alismalardir (Radomski ve
Mellinger 1962, Gaunt ve ark 1974, Price ve ark 1978, Poul ve ark 2009, Ghoreishi
ve ark 2012). Avrupa Ulkeleri’nde ¢ocuklarin (1-10 yaslar) gidayla aldiklar1 Sunset
Yellow FCF (E110) seviyesi 0.3-6.7 mg/kg viicut agirligi/giin olarak hesaplanmuistir.
Ingiliz eriskinleri igin alkolsiiz igeceklerle alman deger 0.5-1.1 mg/kg viicut
agirligl/glin olarak bildirilmistir. Bulunan degerler, genel olarak gecici kabul
edilebilir glinlik alim seviyesi (ADI) olan 1 mg/kg/viicut agirligi/giin seviyesinden
daha diistiktiir. Bununla birlikte, yiiksek seviyelere maruz kalan ¢ocuklarin degerleri
(0.2-5.8 mg/kg viicut agirligi/giin) ADI seviyesinin {izerinde veya onun {ist
sinirindadir. Sunset Yellow FCF (E110) i¢in iist seviye sinirlarinin belirlenmesinde,
boyada kanun dis1 olarak bulunan ve istenmeyen Orange II ve Sudan I gibi siilfonatl
boyalarla, temel renksiz maddeler olan sodyum kloriir ve sodyum siilfat diizeylerinin
de dikkate alinmasi gereklidir (EFSA Journal 2009). Ciinkii gida boyalarinin
igerdikleri yan {irlinler asil maddenin etkisini degistirebilir veya baska yan etkilere
yol agabilir. Giinliik kullanim dozu JECFA tarafindan 1982’de ve SCF tarafindan
1984°te ortalama giinliik tiiketim miktar1 (Average Daily Intake, ADI) 0-2.5 mg/kg
viicut agirligi/giin olarak belirlenen (EC 2008/128/EC ve JECFA 2006) Sunset
Yellow FCF’nin (E110), gida maddelerinde kullanilan iriiniin sodyum tuzu olarak
boya saflik diizeyi %85°ten az olup, kalan %15’1 sodyum kloriir veya sodyum
silfattan olusmaktadir. Boya icinde < %5’ten az miktarda diger boyar maddelerle
<%0,5’ten az miktarda 4-aminonaftalen-1-silfonik asit, 7-hidroksinaftalen-1, 3-
disiilfonik asit, 3- hidroksinaftalen2, 7-disiilfonik asit, 6-hidroksinaftalen2-siilfonik
asit, 4.4’-diazoaminodibenzen siilfonik asit ve 6.6’-oksidinaftalen-1.3-disiilfonik asit
bulunur. Piyasadaki iirtinde Orange II miktari, iireticisine gore de8ismekle birlikte,
%1 civarindadir. FAO/WHO yo6netmeliklerine gére bu boyanin miisaade edilen iist

limiti %2 iken, ABD’de bu seviye %]1°dir. Genotoksik ve karsinojenik olan Sudan
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I’in (1-(fenilazo)-2-naftalenol) tst limiti ise 1 mg/kg olarak belirlenmistir (JECFA
2009).

Irlanda’da, igereceklerde yapilan taramalarda 61 iiriinde Sunset Yellow FCF
(E110) diizeyi 0.1 mg/L olan belirlenebilir seviyenin (Limit of Detection-LOD)
iizerinde bulunmustur. Ug iiriinde ise seviye miisaade edilen maksimum seviyenin
tistiindedir. Seviyeler genel olarak 1-61 mg/L arasindadir. Bir bagka taramada ise
(FSAI 2005), 54 alkolsiiz icecegin %20’sinde Sunset Yellow FCF (E110) seviyesi,
hesaplanan deger (Level of Quantification - LOQ) olan 1.0 mg/L’den (1-49 mg/L
arasinda) ytiksektir (EFSA Journal 2009).

Avrupa Birligi Igecek Dernegi’nin (UNESDA) Sunset Yellow FCF (E110) igin
en yiiksek kullanim seviyesi 2005 yilinda 50 mg/L olarak belirlenmistir (Tennant
2006). Ayni dernegin 2009 yili raporunda ise, seviye 1-48 mg/L olarak
degistirilmistir (UNESDA  2009). Avrupa Gida ve Icecek Endiistrileri
Konfederasyonu Mevcut kullanim seviyesini 1-48 mg/L olarak korumustur (CIAA
2009). Fransiz sirketleri bu diizeylerin 0.6-46 mg/L arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Ingiltere icin Sunset Yellow FCF (E110)’nun miisaade edilen diisiik
ve maksimum diizeyleri 4- 50 mg/L arasindadir (ELC 2009). Diisiik oranli alkollii
iceceklerde (%15°ten diisiik alkol seviyeli) yapilan tarama sonuglari, Sunset Yellow
FCF (E110) seviyesinin ortalama 17 mg/L oldugunu gostermektedir (FSAI 2009).
Avrupa Alkollii icecekler Organizasyonu (CEPS), kullanim seviyesinin 0-100 mg/L
arasinda oldugunu bildirmistir (CEPS 2009).

Avrupa llkelerinde farkli gida maddelerindeki Sunset Yellow FCF (E110)
kullanim diizeyi, 66 lirlin lizerinde yapilan olgiimlere gére 1-106 mg/kg arasindadir
(FSA 2002). Farkli kuruluglarin belirttikleri degerler 7-50 mg/kg arasinda
degismekteyse de meyve sulart ve diger gida maddelerindeki tipik kullanim
seviyeleri 0.1-200 mg/kg/viicut agirligi arasinda degismektedir. Maksimum deger,
baharatlar, tursu, g¢esniler, Hint tursusu gibi bazi iirinlerde 450 mg/kg’a kadar
¢ikabilmektedir (CIAA 2009).

Glinliik olarak gidalarla aliman Sunset Yellow FCF (E110) miktarinin
belirlenmesine yonelik teorik hesaplamalar, Avrupa lilkelerinde yasayan 60 kg viicut

agirh@indaki ve giinde 1.5 litre Sunset Yellow FCF (E110) igeren igecek (miisaade
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edilen ist limit 200 mg/L Sunset Yellow FCF) ve 375 g kat1 gida (miisaade edilen iist
limit 500 mg/kg Sunset Yellow FCF) tiikketen birinin alacagi miktarin 8.1 mg/kg
vicut agirligi/giin oldugunu ortaya koymaktadir (EC 1998). Cocuklar i¢in de bu
deger bulunmus olmakla birlikte, cocuklarin viicut agirligr diisiik oldugundan (3 yas
icin 15 kg viicut agirligl) kg viicut agirligl basina alinan miktar yiiksek olmaktadir
(EFSA 2009). Yaslar1 1.5-4.5 arasinda ve viicut agirhg 15 kg olan Ingiliz okul
oncesi cocuklar i¢in en diislik ve en yiiksek seviyeler, 1.4 mg/kg viicut agirligl/giin
ve 3.5 mg/kg viicut agirligi/giin arasindadir. ingiliz eriskinler i¢in 0.5 mg/kg viicut

agirhigr/glin ve 1.1 mg/kg viicut agirlhigy/giindiir.

Sunset Yellow FCF’nin (E110) metabolizmasi iizerinde yapilan arastirmalar,
sicanlarda oral yolla alinan tek dozun %0.8’nin digkiyla yikilmadan atildigim
gostermektedir. Safra ve idrarla atilma orani sirastyla %3 ve %0.9°dur. idrarda
rastlanan metabolitleri siilfanilik asit ve 1-amino-2-naftol-6-siilfonik asittir.
Diskidaki metabolitleri hakkinda bilgi yoktur. Aromatik aminlere pargalanmanin
karaciger enzimlerinden ziyade bagirsak bakterilerine bagli oldugu sonucuna
varilmistir (Radomski ve Mellinger 1962). Damar i¢i yolla siganlara verilen Sunset
Yellow FCF’nin (E110) %20-30’u 6 saat sonra safrada bulunmustur (Ryan ve Wright
1961). Tavsanlara tek doz gidayla verilen Sunset Yellow FCF’nin (E110) %2’si
rengi degismemis boya olarak ve azo indirgeme iriinti olan siilfanilik asit (%54) ile
1-amino-2-naftol-6-sulfonik asit (%55) halinde 24 saat i¢inde idrarla atilmistir
(Daniel 1962). Sunset Yellow FCF’nin (E110) Faz I ve Faz II ilag metabolize eden
enzimler (CYP2A6, UGT1A6 ve UGT2B?7) lizerinde ne bir substrat, ne de inhibitor
olarak 6nemli etkisi bulunmamistir (Kuno ve Mizutani 2005). Sunset Yellow
FCF’nin (E110) fare ve sicanlarda oral yolla verildiginde LD50 dozlar sirasiyla >
6,000 ve >10, 000 mg/kg viicut agirhigidir. Gidayla alinan 2000 mg/kg viicut agirligi
dozunda oliim tespit etmeyen ve (Sasaki ark 2002), Sunset Yellow FCF’nin (E110)

LDso dozunun bu seviyenin iizerinde oldugunu bildirmistir.

Uzun siireli yedirme denemelerinde, 250 g viicut agirligina sahip sigcanlara
icme suyuyla %2 soliisyon halinde giinde 25 ml soliisyon alacaklar1 sekilde (2 g/kg
viicut agirhigi/giin dozunda) 10 ay siireyle verilen Sunset Yellow FCF’nin (E110)
karacigerde yapisal degisiklige yol agmadig bildirilmistir (Manchon ve Lowy 1964).
Baska bir ¢alismada (Gaunt ve ark 1967) ise, 0, 250, 500, 1000 ve 1500 mg/kg viicut
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agirhigr/glin dozundaki boya siganlara 90 giin gidayla verilmis hematolojik ve
parametrelerle karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda degisiklik gozlenmemistir.
Hayvanlarin gelisme ve gida tiiketimi normal olup, yiiksek dozlarda hayvanlarda
hafif ishal gelismistir. Otopside sekumun %?2-3 kadar, testislerin ise %3 kadar

biiyiidiigii dikkati ¢ekmistir.

Yapilan degerlendirmeler, bat1 toplumlarinda gida boyalarina karsi immiin
(ani ve gecikmis tip hiper sensitivite tarzinda) ve non-immiin (intolerans)
reaksiyonlarin nadir goériildiigii ve bunlarin goriilme oraninin yaklasik olarak % 0.14-
2 arasinda degistigini ortaya koymaktadir (Young ve ark 1987, Hannuksela ve
Haahtela 1987, Fuglsang 1993 ve 1994).

Gida boyalarmin davranis lizerindeki etkileri 6zellikle cocuklar iizerinde
calisgilmistir. McCann ve ark (2007), gidayla alinan 4 sentetik boyanin 2 farkl
karigimina, koruyucu olarak kullanilan sodyum benzoat ilavesiyle hazirlanan
karigimlarin, 3 yas ve 8-9 yas gruplarindaki ¢ocuklarda hiperaktiviteyi artirdigini
tespit etmislerdir. S6z konusu ¢alismada (McCann ve ark 2007), tartrazin (E 102),
quinoline yellow (E 104), sunset yellow FCF (E 110), ponceau 4R (E 124), allura red
AC (E 129), carmoisine (E 122) ve sodyum benzoat’in (E 211) iki farkli karisiminin

cocuklarin davranisi lizerindeki etkileri arastirilmistir.

Gida boyalarinin insanlardaki alerjik reaksiyonlarin primer nedeni olabilecegi
gibi bu reaksiyonlar1 siddetlendirdigi konusundaki goézlemler siipheleri artirmigtir.
Her ne kadar Bér ve Griepentrog (1960), kobaylar da Sunset Yellow FCF’ye (E110)
kars1 alerjik veya asir1 duyarlilik (hipersensitivite) reaksiyonlarmin gelismedigini
bildirilmekle birlikte; Schultz-Ehrenburg ve Gilde (1987), kronik tekrarlayici
tirtikerli 90 hastanin %4’linde benzoatlar, sorbik asit ve Sunset Yellow FCF (E110)
gibi gida katkilarina kars1 intolerans tespit etmislerdir. Kii¢iik bir atopik dermatitisli
hasta grubunun, aralarinda Sunset Yellow FCF’nin de (E110) bulundugu ve agiz
yoluyla aliman gida katkilarina karsi asir1 duyarlilik yaniti verdigi tespit edilmistir
(Worm ve ark 2000). Plasebo kontrollii, ¢ift kor bir klinik ¢alismada (Supramaniam
ve Warner 1986), anjiyo 6demli ve/veya kronik iirtikerli 43 ¢ocugun bir kismina
katkili gida olarak opak kapsiiller i¢inde Sunset Yellow FCF (E110) verilmistir.
Katkili kapstil verilen 36 ¢cocuktan 10’unda 0.1 mg dozunda Sunset Yellow FCF’ye

(E110) hipersensitivite gelismistir. Daha az kontrollii ve asir1 duyarlilik teshisinin
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aileler tarafindan gozlendigi bir baska calismadaysa (Wilson ve Scott 1989), 13
cocuktan biri, her biri tartrazin/Sunset Yellow FCF (E110) ihtiva eden igecek
kombinasyonuna 8.5 mg/250 ml dozunda tepki olusturmuslardir. Renklendirilmis
antihistamin preparati alan ekzemali 2 hastada p-fenilen-diamin ve Sunset Yellow
FCF’ye (E110) kars1 capraz-asir1 duyarlilik tespit edilmistir (Sornin de Leysat 2003).
Sunset Yellow FCF’ye (E110) kars1 gelisen damarsal ve tirtiker reaksiyonlar gibi yan
etkilerin, boyanin diger sentetik boyalarla birlikte kullanildiginda en fazla ortaya

¢ikmasi dikkat ¢ekicidir (Lowry ve ark 1994, Mikkelsen ve ark 1978).

Gida boyalarinin, bagisiklik sistemi organlarinin histolojik yapist ve bu
organlarin embriyonik gelisimi iizerindeki etkileri hakkindaki bilgiler oldukca
sinirhdir. Bunun nedeni, s6z konusu maddelerin gidalara ilave edilen limit
degerlerinin nispeten diisiikk olmasi, verilen maddelerin bagirsaklar ve karacigerde
metabolize olmasi, bunlarin memelilerdeki plasenta bariyerinden gecisi ve gegis
oranlar1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamasidir. Plasenta bariyerinin bulunmadigi
dollii tavuk yumurtasi, bagisiklik sisteminin embriyonik gelisimi iizerinde olumsuz
etkisi belirlenecek olan fiziksel ve kimyasal etkenlerin denenmesi i¢in en uygun

deney materyalidir.

Sunulan bu deneysel c¢alismada; kulugka baglangicinda dolli tavuk
yumurtasinin hava kamarasina 100 ng/yumurta, 500 ng/yumurta ve 1,000 ng/yumurta
dozlarinda enjekte edilen Sunset Yellow FCF’nin (E110), kanatli timusu ve bursa
Fabricii'nin embriyonik gelisimi iizerindeki etkileri belirlenmistir.  Yapilan
degerlendirmelerde her iki organin embriyonik gelisimi deney ve kontrol gruplarinda
belirlenerek, gruplar arasindaki morfolojik farklar ortaya konmus ve ayni zamanda
kanatli T lenfositlerine 6zgii ANAE enzimiyle, B lenfositlerine 6zgii ACP-az
enzimleri demonstre edilerek, bu enzime sahip lenfositlerin timus ve bursa

Fabricii’deki lokalizasyonlar: belirlenmistir.

Plasenta bariyerinin bulunmadig1 ve embriyonik gelisim asamalar1 ¢ok detayli
bir sekilde belirlenmis oldugundan, fiziksel ve kimyasal ajanlarin embriyotoksik,
genotoksik ve teratojenik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan testlerde dolli
tavuk yumurtasi sik tercih edilen materyallerden biridir. Jelinek (1977), dollii tavuk
yumurtast kullanarak Tavuk Embriyotoksisitesi Belirleme Testi (Chicken

Embryotoxicity Screening Test-CHEST) olarak adlandirilan bir metot gelistirmis ve
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bu metot daha sonra yapilan bir ¢cok embriyotoksisite ve teratojenite ¢alismasinda da
uygulanmistir. Dollii tavuk yumurtast kullanilarak gergeklestirilen bu testin sonuglari
memelilere de uyarlanabilmektedir. Ciinkii CHEST ile belirlenen toksik dozun
sulandirma konsantrasyonunun 10 ile carpilmasiyla elde edilen deger, gebe
memelilerde annenin canli agirliginin kg’mi basina alimmasi gereken toksik doz
olarak kabul edilmektedir (Jelinek 1977). Test; gergeklestirilmesi kolay, ucuz,
tekrarlanabilir sonuglar vermekte ve kisa siirede gergeklestirilebilmektedir. Ayni
zamanda memelilerdeki toksikolojik calismalarda kullanilacak olan denek sayisi ile
deneme sayisini azaltmakta; canli organizmaya verilebilecek agri ve aciyi da en aza
indirgeyerek, etik kurallara ve yasal kisitlamalarla hayvan haklar1 koruma
diizenlemelerine de aykir1 diismemektedir (Jelinek ve ark 1985, Vesely ve Vesela
1991). Kemper ve Luepke (1986) de belirtilen nedenlerle tavuk yumurta testi (Hen’s
Eggs Test-HET) olarak da adlandirilan bir test gelistirmisler ve s6z konusu testle
elde edilen sonuglarin memelilerde yapilan toksisite ¢aligmalari sonuglariyle uyumlu
oldugunu bildirmislerdir. Pek c¢ok maddenin toksisitesinin degerlendirilmesinde
CHEST ve HET uygulanmis olmakla birlikte, dollii tavuk yumurtas: kullanilarak
Sunset Yellow FCF’nin (E110) toksik etkilerinin degerlendirildigi deneysel bir

caligsmaya rastlanmamustir.

Bu calismada, dezenfekte edilen kuluckalik tavuk yumurtalarinin hava
kamarasma 20 pL test soliisyonu enjekte edilmistir. Zira Celik ve ark (2000), hava
kamarasma enjekte edilecek ideal test soliisyonu hacminin 20 pL oldugunu, 100
uL’den daha fazla hacimdeki enjeksiyonlarin yumurta i¢i basinct artirarak
embriyonik dliimlere neden olabilecegini ve bu durumun da test maddesinin etkisini
maskeleyebilecegini vurgulamistir. Sunulan bu c¢aligmada, ¢6ziicii olarak kullanilan
distile suyun ve delip-kapama isleminin etkilerinin belirlenmesi i¢in Kontrol 1 ve

Kontrol 2 gruplar olusturulmustur.

Bir maddenin embriyotoksisitesinin  belirlenmesi amaciyla yapilan
caligmalarda, test edilecek maddenin fakli dozlar1 denenmelidir. Verret ve ark (1964)
her soliisyon i¢in en az 2 farkli doz uyguladiklari1 halde, Brown ve ark (1986) en az 3
farkli dozun denenmesi gerektigine isaret etmektedirler. Jelinek (1977) ise etkili
dozun belirlenmesinde etkisiz en yiiksek doz ile etkili en diisiik doz arasindaki
dozlarin denenmesi gerektigini ileri siirmektedir. Bu calismada, 100 ng, 500 ng ve

1,000 ng/yumurta olmak tizere 3 farkli Sunset Yellow FCF (E110) dozu kullanildi.
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Sunset Yellow FCF’nin (E110) ve metabolitlerinin plasenta bariyerinden gegisi
hakkinda yeterli bilgi bulunmamakla birlikte, bu maddenin memelilerde intrauterin
gelisim tizerindeki etkisinin belirlenmesinin amaglandigi bir ¢alismada; nazo-gastrik
gavajla, gebeligin 6-15. giinleri arasinda 100, 300 ve 1,000 mg/kg viicut agirligi/giin
dozunda Sunset Yellow FCF (E110) verilen hayvanlarin yavrularinda canli agirlik
diisiisii oldugu belirtilmekteyse de, sonuclarin istatistiksel dneminin siipheli oldugu
vurgulanmistir (IRDC 1972a). Yavrularda cinsiyet orani sapmasi veya bozukluk
tespit edilmemistir. Benzer sonuglar tavsanlarda yapilan benzer calismada da

bildirilmistir IRDC 1972b).

Do6lli tavuk yumurtast kullanilarak yapilan embriyotoksisite c¢alismalarinda
sonuclarin gilivenilirligi acisindan her doz grubu i¢in kullanilan yumurta sayisi
oldukca 6nemlidir. Baz1 arastiricilar (Verret ve ark 1964, Kemper ve Luepke 1986,
Prelusky ve ark 1987) her grupta en az 20 yumurta kullanilmasi 6nerirken; Celik ve
ark (2000) her grupta 56 yumurta kullanmislaridir. Bu ¢alismada da her grupta
kullanilan yumurta sayist 50°ser adettir. Bu c¢alismada, Kontrol-1 ve Kontrol-2
gruplariyla hava kamarasina 100 ng/yumurta ve 500 ng/yumurta dozunda Sunset
Yellow FCF(E110) enjekte edilen deney gruplarindaki embriyolarin Hamburger-
Hamilton skalasina (1951) uygun gelisme evreleri gosterdikleri halde, 1,000
ng/yumurta dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen gruptaki bazi
embriyolarda embriyonik gelisme geriligi ve ektopia viscera gozlendi. Sunset Yellow
FCF’nin (E110) genotoksisitesi iizerinde daha 6nce yapilan ¢alisma sonuglari, 0.5 g
Sunset Yellow FCF/100 mL dozun, Escherichia coli tizerinde mutajenik etkisinin
olmadigin1 ortaya koymustur (Liick ve Rickerl 1960). Metabolik aktivasyona
ugramig veya ugramamis formlart da Salmonella typhimurium suslari iizerinde
mutajenik degildir (Garner and Nutman 1977). Ames testinde, Salmonella
typhimurium’da ters mutasyonlar gézlenmemistir (Viola ve Nosotti 1978). Sunset
Yellow FCF'ye (E110) maruz kalan Saccharomyces cerevisiae’de mitotik gen
doniisiimii gdzlenmemistir (Sankaranarayanan ve Murthy 1979). In vivo testlerde,
sicanlara 2000 mg/kg viicut agirliginda tek doz agiz yoluyla verilen Sunset Yellow
FCF’nin (E110) kemik iligi mikroniikleus testinde mutajenik etkisi bulunmamistir
(Westmoreland ve Gatehouse 1991). Farelere agiz yoluyla 0.17 veya 1.7 mg/kg

viicut agirhigr dozunda verilen Sunset Yellow FCF (E110), kromozom hasar1 olan
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hiicrelerin sayisin1 artirmamigtir  (Durnev ve ark 1995). Sonuglar, Sunset Yellow

FCF’nin (E110) genotoksik etkisinin olmadigin1 gostermektedir.

Farelerde yapilan yedirme denemesinde (Gaunt ve ark 1974), 60 fareye (30’ar
erkek ve disi) gidayla 0.2, 0.4, 0.8 veya 1.6% oraninda Sunset Yellow FCF (100,
200, 400 veya 800 mg/kg viicut agirhigi/giin) 80 hafta yedirilmis ve hayvanlarda
oliim orani, canli agirlik kazanci, organ agirliklari, hematolojik ve histopatolojik
bulgularda degisiklik gozlenmemistir (Gaunt ve ark 1974). Her birinden 100’er
hayvan kullanilarak iki fare hattiyla yapilan bir ¢alismada (FDA 1964), diyetin % 1
ve 2 diizeyinde (1429 ve 2858 mg/kg viicut agirhigi/giin dozunda) 2 yil boyunca
Sunset Yellow FCF (E110) verilen hayvanlarda tiimor gelisimi gézlenmemistir.
Uzun siireli (gidanin %41, 2000 mg/kg viicut agirhigi/giin dozunda 18 ay siireyle)
yedirmelerde bezli mide ve ince bagirsakta pigment birikimi olabilmektedir
(Willheim ve lvy 1953). Daha yiiksek ve daha diisiik dozlarla (1,000 mg/kg ve 2,500
mg/kg) yapilan uzun dénem yedirme c¢aligmalarinda (FDA 1964) da tiimor gelisimi
gozlenmemistir. Sunset Yellow FCF’nin (E110) {ireme organlart ve sistemin
fonksiyonlar1 tizerinde zararli etkilerine yonelik bir ¢alismada (Pierce ve ark 1974),
sigan ve kopeklerde 1,000 mg/kg viicut agirligi/giin dozun tireme performansi
tizerinde olumsuz etkisi tespit edilmemistir. Bununla birlikte, Eroglu ve Kus (2013),
brilliant blue ve Sunset Yellow FCF mikroniikleus sikligini arttirirken, mitotik indeks
ve replikasyon oranlarini azaltigini tespit etmis ve kullanilan gida boyalarinin yiiksek
konsantrasyonlarda genotoksik ve sitotoksik potansiyele sahip oldugunu ileri

stirmuslerdir.

Bu calismada yapilan incelemelerde, kontrol gruplarinda bursa Fabricii’nin
embriyonik gelisimi Kocadéz ve ark’nin (1997) bulgulaniyla uyumludur. Deney
gruplarindan 1,000 ng/yumurta dozunda Sunset Yellow FCF (E110) enjekte edilen
yumurtalardan ¢ikan civcivlerde bursa Fabricii’'nin embriyonik gelisiminin
baskilanmis oldugu tespit edilmistir. Bu hayvanlarda, bursa Fabricii’deki lenf
folikiillerinin  kontrol gruplarindakinden daha kiiclik olmasimin yami sira,
folikiillerdeki lenfosit yogunlugunun daha diisiik oldugu tespit edilmis; ACP-az
pozitif lenfositlere de seyrek olarak rastlanmistir. Fonksiyonel bulgularla
desteklenmemis olmakla, elde edilen morfolojik sonuglar, Sunset Yellow FCF
(E110) verilen hayvanlarin humoral immiin sistemlerinde 6nemli yetmezliklerin

meydana gelebilecegini gostermektedir.
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Bu ¢aligmada yapilan incelemelerde, kontrol gruplarinda timusun embriyonik
gelisiminin, daha onceki arastiricilarin Sandik¢1 ve Celik (2000) bulgulariyla uyumlu
oldugu tespit edilmistir. Deney gruplarinda ise 6rnek alinan embriyonik donemlerin
tamaminda organda gelisim geriligi tespit edilmis olup, 1,000 ng/yumurta dozunda
Sunset Yellow FCF(E110) enjekte edilen grupta timus loplarinin gelisimindeki
gerileme daha belirgindir. Bu grupta, organ kesitlerinde ANAE-pozitif olgun T
lenfositlere de daha az sayida rastlanmistir. Bu sonuglar, 1,000 ng/yumurta dozunda
enjekte edilen Sunset Yellow FCF’nin (E110) hayvanlarin hiicresel savunma

sisteminde 6nemli bozukluklara yol agabilecegini diisiindiirmektedir.

Sunset Yellow FCF’nin (E110) immiinotoksik etkileri {izerinde yapilan bir
calismada, (Giiler ve Basimoglu 2013), Sunset Yellow FCF (E110)’nin tavuk
embriyosu mast hiicresi degraniilasyonu iizerindeki etkisi, 2.5 mg/kg dozundaki
boyanin kuluckanin 15. giiniinde vitelliis kesesine enjekte edilerek belirlenmistir. Bu
amagla, enjeksiyondan 6 12 ve 24 saat sonra dermal ve mukozal mast hiicrelerindeki
degraniilasyon incelenmistir. Dermal mast hiicrelerinin kismi degraniilasyonu Sunset
Yellow FCF enjeksiyonundan 12 saat sonra, mukozal mast hiicrelerininki ise 6 saat
sonra gergeklesmistir. Deride en fazla degraniilasyon enjeksiyondan 24 saat sonra,
bagirsakta ise 12 saat sonra gergeklesmistir. Calisma, Sunset Yellow FCF’nin (E110)
alerjik reaksiyonlarda temel rolii olan mast hiicrelerinin degraniilasyonu iizerindeki
etkisini ortaya koydugundan, bu maddenin alerjik reaksiyonlara neden olabilecegini

ortaya koymasin bakimindan énemlidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug¢ olarak; gida boyasi olarak yaygin bicimde kullanilan ve alerjik
reaksiyonlara yol actig1 ileri siiriilen Sunset Yellow FCF (E110), kulugka
baslangicinida yiiksek konsantrasyon da hava kamarasina enjekte edildiginde kanatl
merkezi lenfoid organlart olan tavuk timus ve bursa Fabriciisinin embriyonik
gelisimini baskilamaktadir. Her ne kadar, bu calismada elde edilen morfolojik
bulgularin fonksiyonel bulgularla desteklenmesine gerek varsa da, son yillarda
cocuklarda alerjik rahatsizliklarin artis gostermesi dikkate alindiginda, gida katki
maddelerinin ve 6zellikle de gida boyalarinin tek baslarina veya kombine etkilerinin
bu artistan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Konunun aydinlatilmasinda memeli
hayvan modeli lizerinde daha detayl1 arastirmalara gerek olmakla birlikte; en azindan
puberti oncesi ¢ocuklarda ve erken gebelikte sentetik gida katki maddesi ve 6zellikle
gida boyalar1 igceren hazir gidalarin kullanilmamasi ya da kullaniminin siki denetim

altina alinmas1 gerektigi 6nerilebilir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Sunset Yellow FCF’nin (E110) Tavuklarin Timus ve Bursa Fabriciisinin
Embriyonik Gelisimi Uzerindeki Etkisinin Histolojik ve Enzim
Histokimyasal Yontemlerle Belirlenmesi

Elif Ayse BERKTAY

Histoloji ve Embriyoloji (VET) Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2014

Bu ¢aligmada, kulucka baslangicinda kulugkalik yumurtalarin hava kamarasina enjekte edilen
farkli dozlardaki Sunset Yellow FCF’nin (E110) tavuk embriyolarinda timus ve bursa Fabricii’nin
embriyonik gelisimi {izerindeki etkileri histolojik, histomorfometrik ve enzim histokimyasal
yontemlerle belirlendi.

Calismada, Bursa Hastavuk Isletmesinden temin edilen Ross 508 hatt1 broyler anaglardan
elde edilen; 250 adet kulugkalik yumurta kullanildi. Yumurtalar, her birinde 50 yumurta bulunan 5
gruba ayrild1.

Gida boyast olarak yaygin bicimde kullanilmakla birlikte, son yillarda alerjik reaksiyonlara
yol a¢tig1 konusunda sikayetler artan Sunset Yellow FCF (E110), merkezi lenfoid organlar olan tavuk
timus ve bursa Fabriciisinin embriyonik gelisiminde gerilige neden olmaktadir. Her ne kadar bu
caligmada elde edilen morfolojik bulgularin fonksiyonel bulgularla desteklenmesine gerek olmakla
birlikte, son yillarda alerjik rahatsizliklarin ¢ocuklarda artis gostermesi dikkate alindiginda, gida katki
maddelerinin tek baslarina ya da kombine etkilerinin bu artistan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.
Konunun aydinlatilmasinda memeli hayvan modeli {izerinde daha detayli aragtirmalara gerek olmakla
birlikte, en azindan puberta 6ncesi ¢ocuklarda ve gebeligin erken doneminde sentetik gida katki
maddesi ve Ozellikle gida boyalar1 iceren hazir gidalarin kullanilmamasi ya da kullaniminin siki
denetim altina alinmasi gerektigi onerilebilir.

Anahtar Sozciikler: bursa Fabricii; sunset yellow FCF(E110); timus
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7. SUMMARY

Determination of the Effects of Sunset Yellow FCF (E110) on the
Embryonic Development of Chicken Thymus and Bursa Fabricii by

Means of Histological and Enzyme Histochemical Methods

In this study, the effects of different doses of Sunset Yellow FCF (E110) on embryonic
development of thymus and bursa of Fabricius were determined by means of histological,
histomorphometrical and histochemical methods. The substance was injected into air sac of fertilized
chicken eggs prior to incubation process.

The Ross 508 eggs obtained form Hastavuk, Bursa were divided into 5 groups, each having
500 eggs.

Although Sunset Yellow FCF (E110) has largely been used as food coloring agent, which
complaints accumulated about the possibility of its allergenicity, caused to developmental delay in
central lymphoid organs, thymus and bursa of Fabricius of the chicken. Although morphological
results of this study require functional support, in regarding the increase in childhood allergic
reactions, it has been suggested that food additives might be questioned for the increase. Detailed
studies including the mammalian animal model is required to elucidate the topic, it might be
recommended that consuption of fast food containing food additives and especially food colors
containing foods, should be limited or used under strictly- controlled conditions.

Key Words: bursa of Fabricius; sunset yellow FCF(E110); thymus
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S.U. Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ilhami CELIK tarafindan sunulan
“Sunset Yellow FCF’nin (E110), Tavuklarin Timus ve Bursa Fabricii’sinin
Embriyonik Gelisimi Uzerindeki Etkisinin Histolojik ve Enzim Histokimyasal
Yontemlerle Belirlenmesi” baslikli Tez Projesi bagvurusu degerlendirilmistir.

Bu arastirmada gida boyasi olarak yaygin bir sekilde kullamilan Sunset Yellow FCF’nin
(E110), tavuk Timus ve Bursa Fabricii’sinin embriyonik gegilmesi iizerindeki etkisinin
histolojik ve enzim histokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglanmigtir. Calismada 250
adet kulugkalik yumurtanin kullanilacag: ifade edilmektedir.

Basvuruda, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul Yonergesi ilkelerine

uyulduguna, projenin aragtirma etigi agisindan “Uygun olduguna” oy birligi ile karar
verilmigtir.

. Dog. Dr. Ercan KURAR
Prof. Dr. Nurcan DONMEZ Bagkan Yardimcis
Baskan
Prof. Dr. Mutlu SEVING Aysegiil KURTBEYOGLU B
Uye Konya Dogayi ve Hayvanlari Koruma Dernegi Uyesi
(Katilmadi) (Katilmadr)
s Gt /%d:‘; W
e Bog. Dr. Ugur USLU alih/ZeRs ALPTEKIN
Dog. Dr. Serdar IZMIRLI Uye Sivil Uye
Raportor Uye

66




10. OZGECMIS

1988 yilinda Konya'da dogdu. ilk, orta ve lise egitimini Konya'da tamamladiktan
sonra, 2011 yilinda Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Ogretmenliginden
mezun oldu. 2012 yilinda Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisansa basladi.

67



