ARASTIRMA Cilt 57, No 2, S: 65-70

Turk Hij Den Biyol Derg 2000

TARTRAZININ FARE DERMAL MAST HUCRELERINDE DEGRANULASYON ETKISI

Suna KALENDER1
OZET

Bu calismada enjeksiyon yolu ile verilen tartrazinin (E-102) fare (Mus musculus domesticus) dermal mast
hucreleri lizerindeki degranulasyon etkisi transmisyon elektron mikroskobu ile incelenmistir. Tartrazinin deri altina
enjeksiyonundan 1, 6, 12 ve 24 saat sonra dermal mast hiicrelerindeki degrantilasyon etkisi incelenmigtir. Tartrazin
enjeksiyonundan 1 ve 12 saat sonra mast hucrelerinde kismi degranulasyon meydana geldigi halde, 6 saat sonra
oldukga fazla i¢ degranulasyon gdzlenmistir. Enjeksiyondan 24 saat sonra ise ¢ok belirgin bir degranulasyon tespit
edilememistir.

Anahtar kelimeler: Mast hiicresi, degranulasyon, tartrazin

DEGRANULATION EFFECT OF TARTRAZINE ON THE DERMAL
MAST CELLS OF MOUSE

SUMMARY

In this study degranulation effects of intradermally injected tartrazine (E-102) on the dermal mast cells of mouse
(Mus musculus domesticus) have been studied by transmission electron microscope. Examination of the
degranulation have been carried out 1, 6, 12 and 24 hours after the intradermal injection of the tartrazine. Tartrazine
has been found to cause a partial degranulation after 1 hour and 12 hours from the injection. However, at the end
of the 6 hours period an internal degranulation was predominant. Apperence of the degranulation has virtually
dissapeared after 24 hours.
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GIRIS

Tartrazin gunumiizde gida ve ilag boyadan biridir (4, 5). Diger boyalar ise azo bo-

sanayinde kullaniimakta olan bir katki maddesidir
(1). Tartrazin sari, toz halde olduk¢ca kompleks
kimyasal yapiya sahip azo boyasidir. Tartrazinin
kullanildig! gidalar arasinda alkolsuiz aromali ice-
cekler, meyve ve sebze sekerlemeleri, hazir jole
karigimlari, corbalar, kuru patates, hububat veya
nigasta bazli cerezler ve cikletler belirtiimektedir
(2, 3). Tartrazin 124 ilag formulasyonunda bulun-
makta olup, dunyada yaygin olarak kullanilan dort

yalarindan sunset yellow, azo olmayan boyalar-
dan ise eritrosin ve indigo carmindir. Kolly ve ark.
(6) tartrazinin ilag formulasyonlarinin %4.9’unda
bulundugunu tespit etmislerdir. Gunluk hayatta
oldukga yaygin olarak kullanilan azo boyalari ve
diger katki maddelerin sebep oldugu rahatsizliklar
arasinda urtiker, astim, rhinitis, angioedema, pur-
pura ve nadir olarak da anaflaktik sok, bas agrisi
ve gastrointestinal bozukluklar sayiimaktadir
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(7-9). Katki maddeleri bu hastaliklarin dogrudan
sebebi olmasa bile hastaliklari siddetlendiren bir
etken olabilirler. Cok nadir olarak bu hastaliklarin
temel etkeni durumundadirlar. Azo boyalarinin ve
diger katki maddelerinin sebep oldugu en yaygin
deri hastaligi urtiker ve angioedema’dir (10-17).
Astim ve rhinitis ise katki maddelerinin solunum
sisteminde sebep oldugu baslica asir duyarlilik
semptomlaridir (10, 12, 15, 18 - 20). Diger organ-
lardaki asiri duyarlihk reaksiyonlarinin deri ve
solunum sisteminden daha az oldugu tespit edil-
migtir (21). Katki maddeleri sebebi ile meydana
gelen reaksiyonlar ozellikle allerjik bunyeli ve
asetil salisilik asite (ASA) hassasiyeti olan
kisilerde daha yaygindir (10, 12, 13, 15-24,)

Katki maddelerine kargi meydana gelen asiri
duyarhlik reaksiyonlarinin populasyon icerisindeki
yayginhginin %0.03-0.15 arasinda oldugu belirtil-
migstir (8, 11, 21, 25).

Bazi kiiguk molekul agirhkli katki maddeleri
hapten gibi davranarak tasiyici molekillere
baglandiktan sonra allerjen sekline donuse-
bilmektedir. Ozellikle tartrazinin dahil oldugu grup
olan azo boyalarinin bu sekilde davrandigi tespit
edilmistir (22). Moneret-Vautrin ve ark. (26)
deneysel olarak organizmada tartrazine kargi
IgE’lerin  meydana geldigini gostermislerdir.
Ayrica tartrazinin tavsanlarda tasiyici proteinlere
baglanmasiyla spesifik IgE Uretimine sebep
oldugu belirtilmistir (27). Katki maddelerine karsi
meydana gelen allerjik reaksiyonlarda birincil
aracl madde mast hucrelerinden salinan hista-
mindir (28, 29). Histaminin yani sira pros-
taglandinler, leukotrienler, bradikininler ve ldkosit
inhibitor faktorun de katki maddelerine kargi mey-
dana gelen reaksiyonlarda payinin olabilecegini
gosteren calismalar vardir (30-34).

Bu calismada gunluk hayatta yaygin olarak
kullaniimakta olan tartrazinin allerjik reaksiyonlar-
da dnemli rol oynayan mast hicreleri Uzerindeki
degranulasyon  etkisinin  tespit  edilmesi
amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada kontrol ve dort deney grubuna
ait toplam 14 adet ortalama 25 g agirliginda fare
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(Mus musculus domesticus) kullaniimigtir.

Kontrol grubu deney hayvanlarinin deri altina
saf su enjekte edilmis ve enjeksiyondan 1 ve 6
saat sonra deri numuneleri alinmistir. Deney hay-
vanlarina enjekte edilen tartrazinin dozu ulke-
mizde yetigkin bir insanin gunluk gidalarla ala-
bilecegi ortalama miktar hesaplanarak belirlen-
migtir (3). Buna gore 10 mg/kg’lik doz tespit edil-
migtir. Deney hayvanlarina 10 mg/kg tartrazin en-
jekte edildikten 1, 6, 12 ve 24 saat sonra deri-
lerinden numuneler alinmistir. Alinan doku drnek-
lerinin sodyum fosfat tamponunda (pH 7.4)
hazirlanmis %3’luk glutaraldehit ile 4°C’de 3 saat
on fiksasyonu yapilmigtir. Numuneler ayni tam-
pon ile yikandiktan sonra sodyum fosfat tampo-
nunda (pH 7.4) hazirlanmis %1’lik osmiyum
tetraoksitte 4°C’de 1.5 saat son fiksasyonu
yapiimigtir. Numuneler yine ayni tampon iginde
yikandiktan sonra yukselen alkol serilerinde de-
hidre edilmistir. Daha sonra numuneler Araldit-
CY212 iginde bloklanmistir. Hazirlanan bloklar-
dan Reichert Om U3 ultramikrotomla ince kesitler
alinarak uranil asetat ve kursun sitrat ile
boyandiktan sonra JEOL JEM CX-II transmisyon
elektron mikroskobunda 80 kV'de incelenerek
fotograflari cekilmisgtir.

BULGULAR

Kontrol grubu deney hayvanlarinin deri nu-
munelerinden alinan kesitlerde mast hucrelerinin
ince yapilarinda herhangi bir degisiklik gbzlenme-
migstir. Ozellikle granullerin hi¢ bozulmadan
kaldig! ve dolayisiyla degranulasyon gosterme-
digi tespit edilmigtir (Sekil 1).

Tartrazin enjeksiyonundan 1 saat sonra kismi
degranulasyon gbzlenmistir. Bazi granullerin
muhtevasi kaba tanecikli bir yapiya donusme
asamasinda kalmistir. Bir cok granulun etrafinda
bosluklar olusmustur. Bununla beraber granullerin
buyuk bir kismi butuinlugunu korumakta ve homo-
jen elektron yogun yapisini muhafaza etmektedir
(Sekil 2).

Tartrazin enjeksiyonundan 6 saat sonra
dermal mast hucrelerinde olduk¢a fazla i¢
degranulasyon gozlenmistir. Granullerin hemen
hemen hepsi c¢ozulup kaba tanecikli bir yapi
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gostererek etraflarinda bosluklar olusmustur. Hat-
ta bazi granullerin muhtevasinin diger granuller-
den daha gevsek bir yapiya sahip olduklari gbz-
lenmigtir. Bazi granullerde kaba taneciklerin ince
ipliksi yapilarla retikuler bir gorunum kazandigi
tespit edilmistir. Bu safhada mast hucrelerindeki
degranulasyonun tartrazin enjeksiyonundan
1 saat sonra meydana gelen degranulasyondan
daha ileri oldugu gozlenmistir. (Sekil 3).

Sekil 1. Beyaz fare’de (Mus musculus domesticus)
dermal mast hucresinin normal ince yapisi. ¢:gekirdek,
elektron yogun homojen granuller (kalin oklar), villus
benzeri uzantilar (ince oklar), k: kollagen lifler, X12500

Sekil 2. Tartrazin enjeksiyonundan 1 saat sonra dermal
mast hucrelerinde meydana gelen kismi degranulasyon.
h:homojen grantller, t:muhtevasi kismen bosalmis ve
etraflarinda vakuol olusmus kaba tanecikli grantuller,
¢:cekirdek, X12500

Tartrazin enjeksiyonundan 12 saat sonra der-

mal mast hucrelerinde daha zayif bir
degranulasyon gdzlenmistir. Bu uygulama sonun-
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daki mast hiucrelerinde homojen ve olgun granul-
lerin sayisi, muhtevasi bogalmis veya elektron
seffaf hale gelmis granullerin sayisindan daha fa-
zla oldugu tespit edilmistir. Muhtevasi degisiklige
ugrayan granuller kaba tanecikli bir i¢ yapi
kazanmig ve etrafinda bosluklar meydana gel-
mistir (Sekil 4). Yine bu safhada bazi mast
hiicrelerindeki granullerin bazilari birbirleriyle
birleserek daha buyuk granuller meydana
getirdikleri de gdzlenmistir.

Sekil 3. Tartrazin enjeksiyonundan 6 saat sonra dermal
mast hicrelerinde meydana gelen degranulasyon.
t:muhtevasi kismen bosalmis ve etraflarinda bosluk
olusmus kaba tanecikli graniller, digerlerinden daha
gevsek bir muhtevaya sahip olan granuller (oklar),
k:kollagen lifler, X17500

Sekil 4. Tartrazin enjeksiyonundan 12 saat sonra
dermal mast hiucresinde kismi degranulasyon.
h:homojen granil, t:muhtevasi kaba tanecikli bir yapi
kazanmig granul, k:kollagen lifler, X22500

Tartrazin enjeksiyonundan 24 saat sonra be-

lirgin bir degranulasyon gbzlenmemistir. Granul-
lerin neredeyse tamaminin, elektron yogun
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yapilarini koruduklari tespit edilmistir (Sekil 5).
Bununla beraber bu safhada bazi mast
hucrelerindeki bu homojen granullerin ¢cevresinde
halkasal bir bosluk olustugu gorulmustur.

Sekil 5. Tartrazin enjeksiyonundan 24 saat sonra
dermal mast hucresinin genel gorunugiu. h:homojen
granul, ¢:gekirdek, k:kollagen lifler, X12500

TARTISMA

Gunumuzde gidalarda ve ilaglarda yaygin
olarak kullanilan katki maddelerinin allerjik
bunyeli insanlarda urtiker, astim, rhinitis, an-
gioedema ve anaflaktik sok gibi rahatsizliklara se-
bep oldugu, ya da bu rahatsizliklari arttirdig ileri
surtlmektedir (10, 15, 16, 18, 24). Katki mad-
delerinin bagisiklik mekanizmasina etki edip
etmedigini belirleyebilmek icin, allerjik reaksiyon-
larda onemli rol oynayan ve bunu morfolojik
degismelerle gosteren mast hicreleri Uzerinde
¢cok sayida calisma yapilmigtir (35-37).

Mast hucrelerinin en belirgin dzelligi ¢ok
sayida sitoplazmik granullere sahip olmalaridir.
Granullerin ¢ogu elektron yogun ve homojen
yapida iken bazilari tanecikli ve heterojen
yapidadir. Bir ¢cok arastirici tarafindan granullerin
ince yapisi detayh bir sekilde incelenmigtir
(38-41). Bu ¢alismada mast hucrelerinin homojen,
elektron yogun granullerinde meydana gelen
morfolojik degisiklikler dikkate alinarak hiicredeki
degranulasyon tespit edilmeye calisiimigtir.
Tartrazin  enjeksiyonundan  sonra  mast
hucrelerinde meydana gelen degranulasyonlarda,
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Ozellikle granullerin elektron yogunlugu tamamen
ya da kismi olarak degismis, granuller tanecikli ya
da ipliksi bir yapiya dontismus, bazi granuller ise
kismi olarak bosalmis ve bu sekilde etraflarinda
bir bosluk meydana gelmis, ya da tamamen
bosalarak granul bir hucre ici vakuole
donusmustur.

Gida boyalari ve koruyucularin allerjik reak-
siyonlara sebep oldugunu gosteren calismalar
genellikle Kklinik, biyokimyasal ve fizyolojik
calismalardir. Bu ¢alismalarda rahatsizligin ilk
bagslaticisi olan mast hucrelerindeki yapisal
degisikliklerden ziyade organizmanin genel reak-
siyonu ele alinmistir (10, 13, 22, 42). Bu ¢alisma-
da ise diger yapilan c¢ahsmalarin disinda
tartrazinin mast hiicrelerinde degranilasyona se-
bep olup olmadigi ortaya konulmustur. Mast
hucrelerinde bulunan diger sitoplazmik organel-
lerin ince yapisi ¢ok detayll bir sekilde ortaya
konulmasi amacimiz diginda kalmistir. Zaten
sitoplazmanin buyuk bir kismi spesifik granuller
ile dolu olmasindan dolay! sitoplazmik organel-
lerin drtulmesi sebebi ile bunlara ¢ok nadir olarak
rastlanmigtir.

Mast hucreleri ¢esitli kimyasal maddeleri sen-
tezleyip granulleri icerisinde depolamalari ve her-
hangi bir uyaranla kargilastiklari zaman hucreler
arasi alanlara bosaltmalari sebebiyle bircok
arastirici tarafindan tek hucreli bez olarak kabul
edilmektedir. Bu sebeple mast hiicresinin spesifik
granullerini sitoplazmada paketlenen salgi granul-
leri olarak ele almak mumkundur. Mast hucreleri
degraniilasyon esnasinda sentezledigi ve ozel
granullerde depoladigi maddeleri kritik durumlar-
da hucre disina verir. Mast hucrelerinin de-
granulasyonu esas olarak bir ekzositoz olayidir
(39, 40, 43).

Mast hucrelerindeki degranulasyonu Moriya-
su ve Yamura (40) dort tipte tanimlamigtir. Bu
calismada gorulen degranulasyon da Moriyasu ve
Yamura’'nin (40) tanimlamasina gore dorduncu tip
degranulasyona benzemektedir. Buna gore
dorduncu tip degraniulasyon mast hucrelerinde
¢ok nadir olarak rastlanan bir degranulasyon
tipidir. Burada mast hiicresindeki granuller elek-
tron yogunlugunu kaybederek, hiicrenin genel du-
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rumu bal petegi goruniumi kazanir. Moriyasu ve
Yamura (40) bu degranulasyon tipini insan ve
sican derisini 48/80 bilesigi ile muamele et-
tikten sonra gbdzlemislerdir. Mast hiicresinin bu
degranulasyon tipi bez hucrelerinin merokrin
salgilama tipine benzemektedir.

Bu calismada en fazla degranulasyon
tartrazinin deney hayvanlarina enjeksiyonundan
6 saat sonra gbdzlenmistir. Bu safhada hucre bal
petegi seklinde gorunim kazanmis olmakla
beraber 12 saat sonra ¢ok hafif derecede bir

mast hucreleri normal gérunumine benzer bir
yap! kazanmistir. Granullerin bu tip bosalmasi
da bez hiucrelerinin merokrin mekanizmasina
benzemektedir.

Sonug olarak klinik, biyokimyasal ve fizyolojik
calismalara dayanarak allerjik reaksiyonlara yol
actig ileri surulen gidalarda ve ilaglarda boya
maddesi olarak kullanilan tartrazinin allerjik
reaksiyonlarda buyuk rol oynayan mast
hiicrelerinin ince yapisinda degranulasyona
sebep oldugu tespit edilmistir.

degranulasyon gbzlenmis ve 24 saat sonra ise
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