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SIMGELER VE KISALTMALAR

M.O Milattan 6nce
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SCE Kardes kromatik degisimi
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p Anlamlilik diizeyi

X Aritmetik ortalama

pum Mikrometre

MI Mitotik indeks

AA Adipik asit

MSG Monosodyum glutamat

I+G Disodyum inosiat ve disodyum guanilat



OZET

SAKARIN VE ASPARTAMIN FARKLI KONSANTRASYONLARININ
GENOTOKSIK ETKILERININ ALLIUM TESTI iLE BELIRLENMESI

Ozlem ACAR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Ciineyt AKI
23/01/2020, 63

Yapilan bu tez calismasinda, piyasada yaygin olarak kullanilan ve halk tarafindan
oldukga tercih edilen yapay tatlandiricilardan olan sakarin ve aspartamin genotoksik
etkileri Allium cepa L. bitkisi kullanilarak kok ucu hiicreleri test yontemi ile incelenmistir.

Calisma kapsaminda, aspartam, sakarin ve siikroz serileri olusturulmustur. Kok
hiicrelere 24 saat ve 48 saat siirelerle belirlenen giinlik alim dozlar (aspartam ve sakarin
icin 20 tablet-40 tablet, siikroz igin 35 g/L-70 g/L) ile tatlandiricilar uygulanmistir. Mitotik
indeks degerleri ve kromozom anormallikleri SPSS 20 paket programinda One Way
ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir. Uygulamanin sonunda kontrol grubu ile
karsilastirma yapildiginda, siire-doz iligskisine bagli olarak mitotik indeks degerlerinde
p<0,05 degeri baz alinarak anlamli disiisler gézlenmistir. En yiiksek doz ve en uzun
uygulama siiresi olan 48 saat 40 tablet aspartam uygulamasinda mitotik indeks degeri
%43,50 oraninda, sakarin i¢in en yliksek doz ve uygulama siiresinde mitotik indeks degeri
%37,44 oraninda ve siikroz i¢in 70 g/L 48 saat uygulamasinda mitotik indeks degeri
%28,42 oraninda hesaplanmistir. Kromozom aberasyonlarinda; siikroz uygulamasinda en
¢ok karsilasilananormallikler C-mitoz, metafazda diizensiz yerlesim, anafazda koprii
olusumu ve anafazda kutup kaymasi olarak belirlenmistir. Aspartam uygulamasinda ise
anafazda kromozom kiriklari, kutup kaymalar1 ve anafazda koprii olusumudur. Sakarin
uygulamasinda en fazla anafazda kutup kaymasi, metafazda tabla kaymasi ve anafazda
lagard kromozom olusumlar1 ile karsilasilmistir. Bu anomalilerin disinda uygulamalarda
star olusumu, halka olusumu ve poliploidi goriilmiistiir.

Analizler sonucunda tatlandiricilarin A. cepa hiicrelerinin gozle goriiliir sekilde

boliinme sayilarin1 azalttigt ve bdliinen hiicrelerde de kromozomal anormalliklere
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sebebiyet verdigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak yapilan bu tez ¢alismasinda, gilinlimiizde
siklikla kullanilan tatlandiricilarin canli yapisinda genotoksik etkilere neden oldugunu ve

bu nedenle saglik, gida ve ticari kullanimlarmmin belirlenen standartlarda yapilmasi

konusunda 6nemi vurgulanmustir.

Anahtar sozciikler: Sakarin, Aspartam, Siikroz, Allium Testi, Genotoksisite
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF DIFFERENT
CONCENTRATIONS OF SACARINE AND ASPARTAM BY ALLIUM TEST

Ozlem ACAR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor: Prof. Dr. Ciineyt AKI
01/23/2020, 63

In this thesis, the genotoxic effects of saccharin and aspartame, which are widely
used in the market and preferred by the public, are examined by using root tip cells test
method by using Allium cepa L. plant.

Aspartame, saccharin and sucrose series were formed within the scope of the study.
Sweeteners were applied to the stem cells for 24 hours and 48 hours with the specified
daily intake doses (20 tablets-40 tablets for aspartame and saccharin, 35 g/L — 70 g/L for
sucrose). Mitotic index values and chromosomal abnormalities were analyzed by using
One Way ANOVA test in SPSS 20 package program. When compared with the control
group at the end of the application, significant decreases were observed in mitotic index
values based on time-dose relationship based on p <0,05 value. The highest dose and the
longest application time of 48 hours and 40 tablets aspartame administration of the mitotic
index value at a rate of 43,50%; mitotic index value was calculated as 37,44% for
saccharin at the highest dose and application time, and mitotic index of 70 g/L for 48 hours
for sucrose value was calculated as 28,42%. In the chromosome aberrations; the most
common abnormalities in sucrose administration were C-mitosis, irregular localization in
metaphase, bridge formation in anaphase and polar shift in anaphase. In aspartame
administration, chromosome fractures in anaphase, polar shifts and bridging in anaphase.In
saccharin application, pole shift in anaphase, table shift in metaphase, and lagard
chromosome formation in anaphase were observed. Apart from these anomalies, star
formation, ring formation and polyploidy were observed in the applications. As a result of
the analyzes, it was determined that sweeteners significantly reduced the number of

divisions of A. cepa cells and caused chromosomal abnormalities in dividing cells. As a
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result, in this research, it is emphasized that the sweeteners, which are frequently used
today, cause genotoxic effects in the living structure and therefore, the importance of

making health, food and commercial uses in the specified standards.

Keywords: Saccharin, Aspartame, Sucrose, Allium Test, Genotoxicity
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BOLUM 1
GIRIS

Hiicrenin, yagsamsal faaliyetlerini yerine getirmesi ve enerji liretebilmesi i¢in besine
ihtiya¢ vardir. Bu nedenle en basit mikroorganizmalardan, insan gibi en kompleks
varliklara kadar tiim canlilar hayatta kalmak ve daha kaliteli bir yasam stirdiirebilmeleri
icin besine ihtiya¢ duymuslardir. Canlilar besin ihtiyaglarii gidermeye calisirken belirli
zorluklarla karsilagmigtir. Besin zincirini dogrudan etkileyen bu rekabet besinin canlilar
icin 6nemini gostermektedir.

Gelisen teknoloji ve insan niifusundaki hizli artis, besin se¢cimlerinde ve besinlerin
depolanma sekillerindeki degisiklikleri ortaya ¢ikarmistir. Giiniimiize yaklastik¢a
iilkemizde ve diinyada daha kolay ve pratik bir sekilde tiiketilebilen iirlinler tercih
edilmeye baslanmistir. Bu tercihler hazir gida kullanimlarini ve buna bagli olarak gidalarin
uzun siire saklanabilmesi i¢in katki maddelerinin kullanilmasina agirlik verilmesine neden
olmustur (Karatepe ve Ekerbiger, 2017).

Siklikla tercih edilen tatlandiricilardan olan aspartam ve sakarin; gida, kozmetik,
sentetik ilaclarda kullanilmasinin yani sira 6zellikle diyabet hastalifinda yogun olarak
tercih edilmektedir. Tatlandiricilarin bu kadar genis bir yelpazede kullanimindan dolay1
kanserojen etkiye sahip olup olmadiklart konusu son zamanlarin en ¢ok tartisilan

konularindandir (Kardesler, 2016).

1.1. Gida Katki Maddelerinin Tanimi

Gida katki maddeleri (GKM), yalniz baglarma kullanildiklarinda besin degeri
tasimayan gidalarin iiretim siirecinde renk, tat, koku, goriiniis gibi niteliklerini iyilestirmek
amaciyla kullanilan bitkisel, hayvansal ya da sentetik olarak elde edilebilen maddelerdir
(Giiltekin, 2011). Gida katki maddelerine dair yasal diizenlemeler mevcut olmasina
ragmen Onerilen kullanim dozlarmin insan viicuduna olan etkileri konusunda hala
tartismalar siirmektedir. Gegmisten gilinlimiize devam eden caligmalar neticesinde gida
katki maddelerinin genotoksik, kanserojenik ve metabolizmal (gastrointestinal sistem,
diabet, alerji vb.) bozukluklara neden oldugu ifade edilmektedir (Sen ve digerleri, 2017).

Gida katki maddeleri; yasamimizi idame ettirebilmek icin ihtiyag duydugumuz
gidalarin bozulmalarini engellemek, istah arttirict bir goriinlim kazandirmak, gidanin sahip
oldugu besin degerlerini korumak, renk ve koku gibi 6zelliklerinin tiiketiciye daha cazip

hale getirmek amaciyla besin degeri tasimasina bakilmaksizin gida tiiretiminin her



asamasinda kullanilabilen kimyasal maddelerdir (Basbakanlik Mevzuati Gelistirme ve

Yayin Genel Midiirliigi, 2013).

1.2. Gida Katki Maddelerinin Tarihcesi

Insanoglu, tarih boyunca amaglarma yonelik olarak en diisiik ugras ve biitce ile en
makul sonuglar1 elde etmeye egilimli olmustur. ilk c¢aglardan itibaren, avlanilan
hayvanlarin ve toplanan bitkilerin ihtiyag fazlasi kisimlar1 ¢esitli  yontemlerle
depolanmistir. Depolanan besinlerin Omiirlerinin arttirilmasi i¢in ilk kullanilan yontemler
arasinda, baharatlama, tuzlama veya tiitsiileme gibi yontemler vardir(Arslan, 2011).

M.O 3000°li yillarda Babil ve Siimerler’in yerlesik hayata gegcmeleriyle birlikte,
hayvancilikta gelismeler yasanmistir. Bu sayede peynirin bal mumu ile kaplanmasi gibi
farkli koruma yollar1 gelistirilmistir. M.O 1500°1lii yillarda Misirhilar safran gibi dogal
maddeler kullanarak yiyecekleri renklendirmislerdir. Et ve yan iirlinlerinin daha uzun siire
bozulmadan kalabilmesi icin Hunlar, M.O 220’li yillarda baharatla pisirme ve kavurma
gibi yontemler kullanarak pastirma ve sucuk gibi et tiirevlerini tiikketmislerdir. Bunun
disinda farkli uygarhiklar, dondurma, kurutma gibi farkli yéntemleri tercih etmislerdir. Ilk
yapay gida katki maddesi 1856 yilinda Anilin moru olarak kayitlara gecmistir (Boga ve
Binokay, 2010).

1.3. Gida Katki Maddelerinin isimlendirilmesi ve E-Kod

Gilintimiizde diinya niifusunun hizla artmasi ve buna bagli olarak gida ihtiyacinin da
hizla artmasi sebebiyle GKM’lere olan ihtiya¢ da olduk¢a artmistir. GKM’ler gerek
amaglar1 gerekse icerikleri ve kullanim amaglar1 dogrultusunda belli testlerden gecirilip
smiflandirilmaya ihtiya¢ duyulmustur. Bu smiflandirma yapilitken Gida Kodeks
Komisyonu, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi, ABD Gida ve Ilag Dairesi gibi gesitli otorite
gruplarindan giivenilirlik testi yapilarak E-Kod’lart Avrupa Birligi tarafindan tayin
edilmistir. E kodlar1 uluslararas: 6zelliktedir ve 3 rakamdan olusturulmuslardir (Ozgen ve

Hazarhun, 2019). GKM’ler Tablo 1°deki gibi gruplandirilmistir.

Tablo 1
Gida katki maddelerinin E-kodlar1 (Karatepe ve Ekerbiger, 2017)
E Kodlar Islevleri E Kodlan Islevleri
E 100-181 Renklendiriciler E 500-585 Incelticiler
E 200-290 Koruyucular E 620-640 Lezzet Arttiricilar
E 296-385 Antioksidanlar
E 900-969 Tatlandiricilar
E 400-495 Emiilgatorler




1.4. Gida Katki Maddelerinde Giivenilirlik

GKM’ler, iirlinlerin tatlandirilmasi ya da raf dmriiniin uzatilmasi gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Ancak bu maddelerin kullanilmasi1 belirli sartlara tabii tutulmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde insan sagliini olumsuz yonde etkilemesi oldukca
muhtemeldir. Kullanilan GKM, insan ve hayvanlar da dahil olmak {izere canl
metabolizmalarini  olumsuz yonde etkiliyorsa higbir katki maddesi besinlere
katilmamalidir. GKM’nin kullanim miktarlar1 {iriinler piyasaya siiriilmeden dnce en diisiik
ve en ylksek toksitite degerlerine gore belirlenmelidir. Ayrica canli viicudunda
olusturduklart duyarliliklar da dikkatlice tespit edilmelidir. Bazi iilkeler katki maddelerinin
kullanimni kisitlamakta hatta tamamen yasaklamaktadir (Ozkaya, 2004).

GKM’ler kullanilirken insanlarin  mevcut hastaliklar1 da g6z  Oniinde
bulundurulmalidir. Kullanilmasina izin verilen yaklasik 2800 gida katki maddesi mevcut
olsa da bunlardan sadece 297 tanesi Avrupa Birligi tarafindan kabul gérmiistiir. GKM nin
yanlig kullanim1 sonucunda insan viicudunda deri dokiilmeleri, bag donmesi, ¢arpint1 gibi

bir¢ok yan etki ortaya ¢ikmaktadir (Calisir ve Caliskan, 2003).

1.5. Gida Katki Maddelerinin Saghk Uzerine Etkileri

GKM’lerin bazi hastaliklarda alternatif olarak tercih edilmeleri yararli olsa da genel
anlamda metabolizmada bir¢cok olumsuz etkilerinin mevcut oldugu calismalar da vardir.
McCann ve digerleri (2007), 153 tane 3 yas grubuna ait ve 144 tane 8/9 yas grubundaki
cocuklarda GKM’nin hiperaktiviteye etkisini arastirmistir. Belirli bir siirede sodyum
benzoat, GKM ve renklendirici bulunan igecekler deneklere uygulanmistir. Arastirmanin
sonucunda belirlenen tiim yas gruplarindaki ¢ocuklarda, kullanilan maddelerin
hiperaktiviteyi tetikledigi ortaya ¢ikmuistir.

Et ve et iriinlerinin raf dmriinii uzatmak i¢in nitrit ve nitratlar koruyucu olarak
kullanilmaktadir, ancak yapilan arastirmalar neticesinde bu koruyucularin kandaki oksijen
seviyesini azalttig1 tespit edilmistir. Bu yilizden et ireticileri nitrit ve nitratlarin
kullanilmadig1r yeni yontemler kesfetme arayisina girmislerdir. Satisi arttirmak igin
kullanilan bu maddelerin canlilar iizerindeki alerjik, mutajenik ve teratojenik etkileri ihmal

edilmemelidir (Boga ve Binokay, 2010).



1.6. Yaygin Olarak Kullamlmakta Olan Tatlandiricilar

1.6.1. Dogal Tatlandiric1 Siikroz

Sofra sekeri veya cay sekeri olarak bilinen siikroz %50 glikoz ve %50 fruktozdan
olusmaktadir. Sekerli besinlerin asir1 tiiketilmesi sonucunda gereginden ¢ok yeme
davranigi, insiilin direnci gelismesi ve obezite, diyabet, kalp damar hastaliklar1 ve bununla
birlikte kolon, pankreas, karaciger ve meme kanseri gibi daha ciddi hastaliklara yol agtig1
yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir (T.C. Saglik Bakanligi “Nisasta Bazli Sekerlerin
Saghiga Etkileri” Hakkinda Bilim Kurulu Raporu Basin Duyurusu, 2018).

Tablo 2’de dogal tatlandiricilardan olan siikrozun kullanim dozlari, fiziksel ve

kimyasal 6zellikleri, isimlendirilmesi gibi bir¢ok 6zelliklerine yer verilmistir.

Tablo 2
Siikroz Hakkinda Genel Bilgiler (PubChem Open Chemistry Database, 2019)

Siukroz

PubChem CID: 5988
Molekiiler Formiil C12H22011
Molekiiler Agirlik 342.3 g/mol
&
-2 {}.J}'-%%:
Molekiiler Yapisi (3D) »
beta-D-arabino-heks-2-ulofuranosil  alfa-D-
IUPAC Adi gluko-heksopiranosid
Sakaroz
Seker Kamisi
Diger Bilinen Isimler Cay Sekeri
Sofra Sekeri
Fiziksel Ozellikleri Stikroz beyaz kokusuz kristalimsi veya tozlu,
sudan daha yogun madde.
66 °F'da 100 mg/mL'ye esit veya daha biiyiik.
Coziiniirlik
Yogunluk 1.59, 68 °F




1.6.2.Yapay Tatlandiricilar

Yapay tatlandiricilar, sekerden c¢ok daha fazla tat veren ve besinlere ilave
edildiklerinde kaloriye bir etkisi olmayan sentetik bilesiklerdir. Baslica yapay
tatlandiricilardan olan aspartam ve sakarin diyabet hastalarinin seker yerine kullandigi
alternatiflerdir. Yapay tatlandiricilar hazir paketlenmis gidalarda igindekiler kisminda
belirtilmek zorundadir. Tathi olarak bilinen neredeyse tiim hazir gidalarda (gazli i¢ecekler,
receller vb.) tatlandirici olarak bu sentetik bilesikler kullanilmaktadir (Giiltekin ve
digerleri, 2017).

Yapay tatlandiricilar ve kanser arasindaki iliskiye yonelik yapilan calismalarin
cogunda, mesane kanserine biiyiik dl¢iide negatif sonuglar elde edilmistir. Ayrica, vaka
kontrol caligmalarinin ¢ogu sadece mesane kanserini incelemek iizere tasarlanmistir, bu
yiizden mesane disindaki bolgelerdeki kanser riski hakkinda az bilgi mevcuttur. Yapay
tatlandiricilarin  olast risklerinin; kilo kontrolii, diyabet yonetimi ve dis c¢lriigliniin
Onlenmesi gibi potansiyel saglik yararlarindan daha agir basabilecegi {izerinde
durulmaktadir (Steelman ve Garfingel, 1986).

Amerika’da, 1945 ve 1950’11 yillarin baglarindan itibaren diyabet hastasi olmayan
kadinlarin sirf estetik acidan daha i1yi goriinmeleri i¢in sakarin ve tiirevlerini kullandiklari
bilinmektedir. Ancak 1977°de, bazi1 ¢alismalar 1513inda Gida ve Ilag Idaresinin karariyla
Amerika Birlesik Devletleri'nde ticari pazardan sakarinin kaldirilacagi agiklanmistir. Son
yillarda yapay tatlandiricilarin yarar ve zararlari konusundaki ¢aligmalar farkli alanlarda
devam etmektedir (Pena, 2010).

Ulkemizde yapay tatlandiricilarin kullanim miktarlar Tiirk Gida Kodeksi tarafindan
siirlandirilmistir. Tebligde belirtilen kriterlere gore; kullanilan tatlandiricilarin gidalarin
ambalajlar lizerinde isimleri okunakli bir sekilde yazilmali, kullanilan madde saf olarak
katildiysa E kodu, eger bir karisim halinde bilesenleriyle katildiysa her bilesenin adi ve
kullanim miktar1 belirtilmelidir. Bunun yaninda belirlenen tatlandiriciya 6zel depolama ve
kullanim talimatlar1 agik bir sekilde ifade edilmek zorundadir. Bazi tatlandiricilarin belirli
hastaliklar tetikledigi bilinen 6zel durumlarda bu risk ambalajlarin tizerinde 6zel olarak ve
dikkat cekici bir sekilde belirtilmelidir. Bu ve bunun gibi bir¢ok kriter yapay
tatlandiricilarin ticari kullanimi ve kisisel tiikketimini kontrol altina almada biiylik 6nem
tasimaktadir. Tiirk Gida Kodeksi’nin bazi iirlinlerde kullanilabilecek maksimum dozdaki

tatlandiric1 miktarlar1 asagidaki tablo 3°te verilmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2006).



Tablo 3
Piyasadaki {iriinlerin aspartam ve sakarin gram degerleri

. E-951 E-954
Uriin )
(Aspartam) (Sakarin)
Su bazli aromalandirilmis i¢ecekler 600 mg/L 80 mg/L
100
Su bazli aromalandirilmus tathilar 1000 mg/kg
mg/kg
100
Siit ve siit tiirevi bazli karigimlar 1000 mg/kg
mag/kg
500
Seker ilavesiz sekerlemeler 1000 mg/kg
mg/kg
: . 3000
Seker ilavesiz nefes ferahlatici sekerlemeler 6000 mg/kg
mag/kg
1200
Seker ilavesiz sakiz 5500 mg/kg
mg/kg
Cerezler: tiikketime hazir aromalandirilmig, ambalajlanmas, 100
kuru, ¢esnili nisasta Uriinleri ve kaplanmis sert kabuklu | 500 mg/kg K
m
meyveler I
Enerjisi azaltilmig veya seker ilavesiz yenilebilir buzlar ve 100
800 mg/kg
dondurma mg/kg
Enerjisi azaltilmis regel, jole ve marmelatlar, geleneksel 200
1000 mg/kg
recel, geleneksel marmelat mg/kg
“TGK-Kilo Verme Amacl Enerjisi Kisitlanmis Gidalar 240
800 mg/kg
Tebligi” kapsamindaki gidalar mg/kg
Vitamin ve/veya mineral bazli surup seklinde veya 1200
5500 mg/kg
c¢ignenebilir formdaki gida takviyeleri ma/kg
Alkolsiiz iceceklerle bira, elma sarabi, armut sarabi, distile
600 mg/L 80 mg/L

alkollii i¢kiler veya sarap karisimindan olusan igecekler




Yetiskinlerle yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda yapay tatlandirici alimi ile kilo
alim1 arasinda bir iligski oldugu belirlenmistir. Ulusal Saglik ve Beslenme Muayene Anketi
(NHANES) ve San Antonio Kalp Calismalar1 da dahil olmak iizere bir¢ok biiyiik 6l¢ekli
calisma, yapay tatlandirici kullanimi ile beden kitle indeksi artislar1 arasinda pozitif bir
iliski oldugunu gostermistir. Yetiskinlerde yapilan bazi calismalar, yapay tatlandirici
tiiketimi ve insiilin direnci arasinda baglantilar oldugunu gostermistir (Brown ve digerleri,

2010).

1.6.3. Aspartam

Kimyager James M. Schlatter iilser dnleyici bir ilag iizerinde ¢alisirken aspartami
kesfetmistir. Yeni kesfettigi bu protein yapi tash aspartam, dogal iki amino asidi olan
aspartik asit ve fenilalaninden olugmaktadir. Bilesik icerigi yiizdeleri fenilalanin (%50),
aspartik asit (%40) ve metanolden (%10) ayrismaktadir. Bu kesifle birlikte uzun yillar
kullanilacak olan ve bununla birlikte, yeni, diisiik kalorili bir tatlandirici piyasaya girmistir
(Nill, 2000).

Aspartam i¢in belirlenen kullanim degeri Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi
(JECFA) tarafindan kilogram basimna 40mg olarak sinirlandirilmistir. Farkli formlarda
kullanilabilen aspartam; beyaz renkli, kokusuz, alkolde kismen c¢oziilebilen, suda ise
tamamen c¢oziinebilen bir bilesiktir. Siikrozdan yaklasik olarak 200 kat daha tath olan
aspartam, sakarinden ise yaklasik olarak 400 kat daha tatlidir. Aspartamin yapisindaki bir
amino asit olan aspartik asit, iire ve DNA sentezinde onemli rol oynamaktadir. Bu
aminoasidin hipotalemik lezyonlar1 etkilemesinden dolayr viicut i¢in degeri giinliik
650mg/kg olarak belirlenmistir (Bayhan, 1997).

Hastalik kontrol merkezinin 231 kisi iizerinde gergeklestirdigi ¢alisma sonuglarina
gbre aspartamin metabolizma iizerindeki etkileri incelenmek istenmistir. Bu ¢alisma
sonunda 91 kisinin sinir sistemi yapisinda, bas donmesi, uykusuzluk, depresyon, irritasyon,
gorme bozuklugu ve bas agris1 gibi semptomlar gdzlenmistir. 35 kisinin ise gastrointestinal
sistemde; karin agrisi, kusma, diyare ve mide bulantis1 gelistigi gézlenmistir. 23 kisi de
deride alerjik reaksiyonlar, 8 kadin hastada ise menstrual dongiide diizensizler
kaydedilmistir (Baydar ve Sahin, 1997).

Tablo 4’te aspartamin kullanim dozlari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri,

isimlendirilmesi gibi birgok 6zelliklerine yer verilmistir.



Tablo 4

Aspartam hakkinda genel bilgiler (PubChem Open Chemistry Database, 2019)

Aspartam
E Kodu: E-951
PubChem CID: 134601
Molekiiler Formiil C14H18N20s
Molekiiler Agirlik 294.3 g/mol
i
i
"3"-}*:12‘;‘_
Molekiiler Yapisi (3D) * E‘i
IUPAC Adi L-alfa-aspartil-L-fenilalanin metil ester

Diger Bilinen Isimler

Canderel
Sanecta
Asp-phe-ome

Nutra-sweet

Fiziksel Ozellikleri Beyaz renkli, kokusuz, kristal yapili
En yiiksek ¢oziiniirliikk pH 2.2 (25 °C'de
Coziiniirlik 20 mg / ml) ve pH 5.2 minimum
¢Oziintirlikk 25 °C'de 13.5 mg / mL'dir.
Isitildiginda nitroksitlerin toksik
Ayrigsma
dumanini yayar.
Ph 4.5 ile 6.0 arasidur.
. Diyet takviyesi ve seker yerine
Ila¢ Bilgisi
kullanilir.
Yogunluk 1.35 g/cm?®
Giinliik Alim Dozu 0-50 mg/kg




1.6.4. Sakarin

Uzerine en fazla arastirmanin yapildigi, tek basina ve diger tatlandiricilarla birlikte
kullanilan sakarin 1879 yilinda Constantin Fahlberg tarafindan kesfedilmistir. Siikrozdan
300 kat daha tatli olan bu katran tiirevi bilesik ilk kalorisiz yapay tatlandiricidir. Diinya
savasglari esnasinda ekonomik c¢okiis ve seker imalatinin azalmasi sebebiyle diisiik
maliyetiyle sakarin yogun bir sekilde tercih edilmistir. Bu bilesik enerji verici
olmadigindan dolay1 kandaki glikoz degerlerini yiikseltmez. Maliyeti ¢cok diisiik olan bu
tatlandirict gida maddelerinin yan1 sira makyaj iirlinleri ve ila¢ sektoriinde de tercih
edilmektedir. Sakarinin giinlik alim dozu 5 mg/kg seklinde onaylanmistir (Yilmaz ve
Afsar, 2012).

Sakarinin kullanilmaya baslandig1 ilk yillarda, antiseptik etkisi nispeten yiiksek
konsantrasyonlarda belirgin olan ve bagirsak enfeksiyonlarinin tedavisinde, kronik gastrit,
sistit ve diger bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanilan bir dezenfektan olarak karsimiza
cikmaktadir. Kuzey Amerika'daki ilk sakarin kullanimi, tatlandirici olarak ve bununla
birlikte bakteriyostatik ozelliginden faydalanarak bebek mamalar1 dahil olmak iizere
konserve sebze lriinlerine eklenmesi ile olmustur. Sakarin, yapisi itibariyle herhangi bir
memeli tlirii tarafindan metabolize edilmediginden ve kalori 6zelligi tasimadigindan seker
hastalar1 tarafindan tercih edilmistir. Biiyiik Britanya'da sakarin sismanlik tedavisi
amactyla kullanilmistir (Arnold ve digerleri, 1983).

Sakarinin hayvanlar iizerinde yapilan deneylerinde bilesigin kanser tetikleyici etkisi
ile ilgili pozitif ve negatif sonuglar elde edilmistir. Sakarin, kullanimina onay aldig1
tarihten bu yana her zaman giivenli kullanimi hakkinda tartismalara sebep olmustur. FDA
tarafindan kanserojen olduguna yonelik yeterli veri bulunamamasi nedeniyle yasaklanmasi
gerceklestirilememistir. Sakarin plasentaya ve anne siitiine gecebildigi i¢in gebelerin ve
emzirme donemindeki kadinlarin kullanmamasi gerekmektedir (Isgoren ve Sungur, 2019).

Tablo 5’te sakarinin kullanim dozlari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri,

isimlendirilmesi gibi bir¢ok 6zelliklerine yer verilmistir.



Tablo 5

Sakarin hakkinda genel bilgiler (PubChem Open Chemistry Database, 2019)

Sakarin
E Kodu: E-954
PubChem CID: 5143
Molekiiler Formiil C7HsNO3S
Molekiiler Agirlik 183.19 g/mol
I-.“'“ E
Molekiiler Yapisi (3D) 1
IUPAC Ad1 1,1-diokso-1,2-benzotiyazol-3-on

Diger Bilinen Isimler

Saccharimide
Benzoik Siilfinit
Sakarin Sodyum
Dulcaryl

Saxin

Fiziksel Ozellikleri Sodyum tuzu kokusuz beyaz kristaller veya
kristal toz olarak goriiniir.

Coziintirlik 68 °F'de 100 mg/ mlL'ye esit veya daha
bliyiik suda ¢oziiniir.

Ayrisma 228 °C ayrisir.

pH % 0.35 sulu ¢ozeltinin pH': 2.0°dir.

Iag Bilgisi Diyet takviyesi ve seker yerine kullanilir.

Yogunluk 0.828 g/cm®

Giinliik Alim Dozu 5 mg/kg
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Saccharimide%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205143%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Saxin%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205143%5bStandardizedCID%5d
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Saccharin%2C%20sodium%20salt

Yiiksek lisans tezimizde amacimiz, farkli sektorlerde genis yelpazade kullanilmakta
olan aspartam ve sakarin yapay tatlandiricilarinin A. cepa bitkisinde kok ucu testi
uygulanarak genotoksik etkilerini belirlemektir. Bu maddelerin farkli doz ve siirede hiicre
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Kullanim dozlarina baglh kalarak hiicre yapisindaki
kromozom hasarlar1 ve mitotik indeks degerleri goz Oniine alinarak genotoksik ve

sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Aspartam ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

2018 yilinda yapilan bir ¢alismada aspartam ve Stevianin bobrek fonksiyonlarina
etkisi arastirllmistir. Bu ¢alisma i¢in 60 yetiskin erkek albino sican kullanilarak 6 grup
olusturulmustur. Gergeklestirilen bu ¢alisma sonucunda aspartamin diyabetik sicanlarda
steviadan daha etkili bir hipoglisemik ajan oldugu bulunmustur ve stevianin &nemli
koruyucu etkilerine kars1 aspartam tedavisi ile hepato-bdbrek fonksiyonlarinda belirgin
bozulmalar gozlenmistir (AbdEIwahab ve digerleri, 2018).

Kanser arastirmalarinda mitokondriyal DNA hasarlarinin daha ¢ok gbzlenmesinden
yola ¢ikilarak yapilan bir bagka ¢alismada ise aspartam (ASP) ve diger tatlandiricilarin
Drosophila tizerindeki etkileri incelenmistir. Sonug olarak aspartamin mitokondriyal DNA
hasarina yol agtig1 ve insan viicudu iizerindeki etkilerinin daha ayrintili olarak arastirilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir (Mutlu ve Kiirklii, 2018).

Aspartamin ve diketopiperazinin beyin tlimorijenitesi Wistar sicaninda incelenmistir.
Test gruplarindaki si¢anlar belirli dozlarda ASP ve diketopiperazin ile beslenmistir.
Kontrol ve test gruplari arasinda beyin tiimorleri insidansinda anlamli fark bulunamamustir.
Dolayistyla aspartamin beyin tiimoriine sebep olmadigi sonucuna ulagilmistir (Hiroyuki,
1981).

Aspartamin oksidatif strese neden olup olmadiginin ve bunun yaninda sinir
hiicrelerine etkilerinin incelendigi ¢alismada 90 giin siire ile erkek albino sicanlara ASP
takviyesi yapilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde aspartamin viicut agirligini ve
kortikosteron seviyelerini etkiledigi gézlenmistir. Bunun yaninda noronal nitrik oksit
sentazin ve indiiklenmis nitrik oksit sentazin protein sentezlemesinde belirgin bir artig
gozlenmistir, bu da nitrik asit artisina neden olmustur. Oksit radikalinin seviyesi,
aspartamin bir stres etkeni oldugunu gosterir. Sonug olarak ASP’nin beyinsel faaliyetleri
disiirdiigii ve farelerde 6grenme giigliigiine neden oldugu goriilmiistiir (Iyaswamy ve
digerleri, 2017).

Bir diger c¢alismada adipositokinlerin ekspresyonu ve bunun hepatik hasarla
baglantisi arastirilmistir. Sicanlar, iki ay boyunca su, kola alkolsiiz icecekler ve aspartam
ile beslenmislerdir. Degerlendirmeler sonucunda siganlarda viskoz yag birikimine baglh
olarak hiperglisemi ve hipertriasilgliserolemi gézlenmistir. Katalaz, glutatyon peroksidaz

ve glutatyon seviyelerinin disiiriilmesine bagli olarak hepatik oksidatif stresin
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gostergesidir. Ayrica karaciger dejenerasyonuna ve hiicre yapisinin bozulmasina neden
oldugu belirlenmistir (Lebda ve digerleri, 2017).

Aspartama dayal1 ototoksik etkilerin ilk kez arastirildig1 ¢alismada, 54 disi Wistar
albino siganina 6 ay boyunca ASP verilmistir. Gruplar, aspartam dozaj seviyelerine gore
belirlenmistir. Seri isitme degerlendirmeleri igin testler uygulanmistir. Aspartamin 6. ayin
sonunda diisiik dozlarda uygulandiginda 6nemli bir ototoksik etkisi olmamasiyla birlikte,
maruz kalma siiresi ve doz arttikca odyolojik parametrelerde anlamli farkliliklar elde
edilmistir. Aspartamin sicanlarda isitme ve denge bozukluklarina neden oldugu
belirlenmistir (Ozturan ve digerleri, 2017).

Aspartamin prefrontal korteksin yani sira E vitaminin noroprotektif etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanan bir ¢alismadasi¢anlar; damitilmis su, misir yagi, E vitamini
dahil olmak tizere farkl1 maddeler uygulanan yedi gruba ayrilmistir. Sicanlar diisiik doz ve
yiilksek dozda aspartama ve E vitaminine maruz birakilmigtir. Calismanin sonucunda
ASP’nin noron hiicreleri ve glial hiicreler olmak tizere sinir sisteminde hasarlara neden
oldugu saptanmistir (Rafati ve digerleri, 2018).

Yapilan bir diger ¢alismada diisiik kalorili bir tatlandirici olan ASP’nin genotoksik
etkileri, kromozom sapmasi testi, kardes kromatit degisimi testi, insan lenfositlerinde
mikrontikleus testi kullanilarak incelenmistir. Artan doz ve maruz kalma siirelerine gore
mitotik indeksin diistiigii gozlenmistir (Renciizogullar1 ve digerleri, 2004).

Zebra baligr yumurtalar ile yapilan ¢alismada aspartamin farkli dozlar1 4 giinliik
siire boyunca uygulanmistir. Calismanin sonunda diisiik konsantrasyonlarda embriyonik
bozukluklara neden olmazken, yliksek dozlarda biiylime geriligi, koryonun biiziilmesi,
saris1  kesesi Odemi, pigmentasyon eksikligi, kuyruk deformasyonlari ve embriyo
gelisiminde skolyoz gibi belirgin olumsuz degisiklikler goriilmiistiir (Weerasooriyagedara,
2018).

2017 yilinda yapilmis olan bir calismada omega-3 yag asitlerinin aspartam ile tedavi
edilen bobrek hiicreleri lizerindeki etkisini arastirmak amaclanmistir. Deney gruplari
kontrol, aspartam islenmis ve omega-3 yag asitleriyle aspartam olmak tizere 3 gruba
ayrilmistir. Deneysel sonuglar, aspartamin uyarilmig hiicre canliliginin, aspartamin omega-
3 yag asitleri ile muamelesinden sonra azaldigimi gostermistir. Degistirilmis hiicre
morfolojisi, omega-3 yag asitleri ile geri kazanilmigtir. DNA hasari, bu g¢alismada
kullanilan aspartamin en yliksek konsantrasyonunda ortaya ¢ikmistir. Aspartamla tedavi
edilen hiicrelerde birka¢ mikrodamar ve vezikiiller yapr bulunmustur. Yuvarlama,

mikrovilli ve baskin yapilarin olusumu gibi degistirilmis morfolojiler, aspartam ile
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muamele edilmis hiicrelere sahip omega-3 yag asitlerinde goriilmemistir. Biitiin bu veriler
bir araya getirilerek, omega-3 yag asitlerinin normal bobrek hiicrelerinde aspartamin neden
oldugu biyokimyasal ve morfolojik degisiklikleri azaltmak ig¢in terapdtik bir ajan

olabilecegi onerilmektedir (Pandurangan ve digerleri, 2017).

2.2. Sakarin ile Yapilan Calismalar

2017 yilinda gergeklestirilen ¢alismada sakarin ile konak iltihabi ve bagirsak
mikrobiyomu arasindaki iligski incelenmistir. Erkek sicanlara 6 ay boyunca i¢gme sularina
sakarin eklenmistir. Sican karacigerinde inflamatuar belirtecleri saptamak ve bagirsak
mikrobiyotasindaki metabolomik profillerindeki degisiklikleri ortaya ¢ikarmak icin 16S
rRNA gen dizilimi kullanilmistir. Karacigerde proinflamatuar nitrik oksit sentaz ve tiimor
nekroz faktor a'min artmis ekspresyonu, sakarinin farelerde enflamasyona neden oldugunu
gostermistir. Sakarine bagli karaciger iltthabinin bagirsak mikrobiyosunun ve onun
metabolik fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilecegi One siiriilmiistiir. Ayrica bu
calisma yapay tatlandiricilar gibi GKM’lerin toksisite degerlendirmesine iligkin yeni
goriigler sunmustur (Bian ve digerleri, 2017).

Bir diger calismada siikroz ve sakarinin, dopamin reseptorlerine etkisi incelenmistir.
Fareler iizerinde yapilan bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore oldukca lezzetli
maddeleri igeren aralikli diyet tliketiminin bile, sektordeki dopamin sistemlerinde etkili
olan ilaglarin, uygun dozlarda kullanilsa dahi insan viicudunda énemli olabilecek sekilde
duyarliligini degistirdigini gostermistir (Serafine ve digerleri, 2015).

Harris’in gergeklestirmis oldugu calismada erkek sicanlara siikroz, sakarin ve bunun
yaninda farkli karbonhidrat bulunan 3 farkli diyet uygulanmistir. Belirli araliklarla
siganlarin leptin duyarliligi test edilmistir. Calisma sonunda si¢anlarin hepsinin insiiline
duyarliligt goézlenmis olup, tath tadi olmayan karbonhidrat ¢ozeltisi iceren bir kalori
tilketiminin leptin direncinin gelismesine neden oldugu sonucunu ortaya g¢ikarmistir.
Stikroz ve sakarin iceren diyetlerde leptin duyarliligi daha fazla oldugu belirtilmistir
(Harris, 2019).

Jiang ve arkadaslarinin 2018 yilinda gerceklestirdikleri caligmada giinliik sakarin ve
rebaudiozit A'ya maruz kalmanin etkilerini degerlendirmek icin hayvan modelleri olarak
siganlar kullanilmistir. Weanling siganlari, 48 giin boyunca normal su, farkli dozlardaki
sakarin ¢ozeltisi ve rebaudiozit A c¢ozeltisi ile beslenilmek iizere bes deney grubuna
ayrilmistir. Calisma sonucunda sakarin ile beslenen gruplarda artmis anormal Ostrojen

siklus ylizdesi, arttirtlmis over Kkisti, artmis serum progesteron seviyeleri ve artan
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steroidogenez ile iliskili faktorlerin ekspresyonu gozlenmistir. Rebaudiozit A ile beslenen
gruplarin ise serum progesteron seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Sakarinin yumurtaliklar
tizerinde olumsuz biyolojik etkiler yarattigi gézlenmistir (Jiang ve digerleri, 2018).

2019 yilinda yapilan calismada sakarinin kronik tiiketiminin siganlarda Onemli
fizyolojik ve biyokimyasal parametreler iizerine etkisi degerlendirilmistir. Erkek Wistar
sicanlar dort gruba ayrilmistir. Bir kontrol grubu ve ti¢ deney grubu farkli dozlarda sakarin
ile tedavi edilmistir. Her deney grubu 120 giin boyunca giinde bir kez sodyum sakarin
alirken, kontrol grubu sadece damitilmis suyla muamele edilmistir. Viicut agirliginin
degerlendirilmesine ek olarak, kan numuneleri (toplam protein, albiimin, glukoz, lipit
profili, alanin transaminaz, aspartat transaminaz, laktat dehidrojenaz, kreatinin ve iirik asit)
ve idrar deneye baslamadan hemen 6nce ve biyokimyasal degerlendirme icin 60 ve 120
giin sonra tekrar dl¢iiliip kaydedilmistir. Karaciger ve beyin dokular1 deneye baslamadan
once ve 120 giin sonra tekrar Slgiillip veriler kaydedilmistir. Tedavi siiresi boyunca sakarin
uygulanan deneklerde bobrek ve karaciger fonksiyon bozuklugu maruz kalma siiresiyle
iliskilendirilmistir. Hem hiperglisemik hem de obeziteye neden olan yan etkiler
gbzlenmistir. Karacigerde olusan oksidatif durumun yani sira, artan izoprostan, {irik asit
ve katalaz aktivitesi ile ortaya ¢ikan oksidatif strese maruz kalma ile sonuglandirilmistir

(Azeez ve digerleri, 2019).

2.3. Allium cepaKok Ucu Hiicre Testi Calismalar:

2017 yilinda gergeklestirilen g¢alismada Ergene Nehrinde iki farkli bolgeden ayni
anda farkli konsantrasyonlarda su ornekleri alinmistir ve bu ornekler A. cepa kok uglarina
uygulanmustir. Tiim dozlardaki mitotik indeks (Mi) degerleri hesaplanmustir ve elde edilen
sonuglarda kirlilige bagl olarak MI degerlerinin diistiigii ayrica kromozom anormaliklerine
bagli olarak nehir suyunun genotoksik etkiler gosterdigi belirlenmistir (Kanev ve digerleri,
2017).

Bir diger c¢alismada ise bir c¢esit insektisit olan diazinonun toksik etkileri
aragtirtlmistir. Cesme suyu ve diozinona ait 3 konsantrasyonu ile birlikte toplam 4 grup
olusturulmustur. A. cepa kok uglar1 72 saat siire ile bu konsantrasyonlara maruz
birakilmistir ve elde edilen sonuclar degerlendirilmistir. Diazinon uygulamasinin doza
bagl olarak koklenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirhik kazanimi ve M oranmi azalttigs,
kromozomal anormalliklerini arttirdigi tespit edilmistir. Diazinon’un yiiksek dozlarda
genotoksisiteye neden olabilecegi gosterilmistir (Bigakg1 ve digerleri, 2017).

2017 yilinda gergeklestirilmis olan g¢alismada A. cepa kok uglarma uygulanan
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benzofenonun etkileri incelenmistir. Kok uglar1 72 saat siire ile benzofenona maruz
birakilmis ve doz artisina bagh olarak MI degerlerinde diisme ve kromozom
anormalliklerinde artis gézlemlenmistir (Hosgor ve digerleri, 2017).

2018 yilinda yapilan ¢alismada iki farkli tarim alanindan tedarik edilen topragin
genotoksisitesinin, pestisitle ve vermikompost ile islenmis topragin degerlendirilmesi
yapilmistir. Kontroliin 24 ve 48. saatten sonraki MI’de diismeler gozlenirken A. cepa
tizerinde anlaml1 derecede sitotoksik ve genotoksik etki yarattigr gézlemlenmistir. Calisma
sonucunda pestisitin vermikomposta kiyasla genotoksisitesinin yiiksek oldugu tarim
alaninda vermikompostun ilave edilmesinin soilameliorator olarak hareket ettigini ve hiicre
boliinmesi, hiicre ¢ogalmasinin desteklenmesinde onemli bir rol oynadigini, dolayisiyla
bitki sagligi ve mahsul verimi a¢isindan iyi oldugunu gostermektedir (Datta ve digerleri,
2018).

Zeyad ve arkadaslarinin yayinladiklar ¢aligmada endiistriyel atik sularinda bulunan
agir metaller, organoklorin ve organofosfat pestisitlerin etkileri arastirilmistir. A. cepa'nin
koklerine uygulanan bu pestisitler sonunda kromozomal sapmalarin ortaya ¢iktig1 ve hiicre
boliinmesini etkileyerek MI’de azalmaya sebep oldugu gdzlenmistir. Atik su tarafindan
indiiklenen oksidatif stres saptanmistir. En yiiksek atik su konsantrasyonu kok uglarinda
uzama oranlarinda belirgin diisiisler kaydedilmistir (Zeyad ve digerleri, 2019).

Gilic ve arkadaglarimin 2019 yilinda gergeklestirmis olduklar1 c¢alismada, A.
cepatiiriinde farkli dozlarda ticari ismi ridomil olan fungisidin toksik etkileri arastirilmistur.
Sitogenetik parametreler olan, Mi’de azalma ve kromozomal anormalliklerinde,
mikroniikleus sikliginda doza bagli artis ortaya c¢ikmustir. Ayrica malondialdehit,
stiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimlerde dalgalanmalara sebebiyet vermis olup
oksidatif stres gostergeleri ile kok wucu meristem hiicrelerinde olusan hasarlar
degerlendirilmistir. Ridomil'in hedef dis1 organizmalarda toksik etkilere neden olabilecegi
ve A. cepa test materyalinin bu etkilerin belirlenmesinde giivenilir bir biyolojik gdsterge
oldugu sonucuna varilmistir (Gii¢ ve digerleri, 2019).

Yapilan bir diger arastirmada, Manisa Organize Sanayi Bolgesi'ndeki merkezi
biyolojik ve kimyasal atik su aritma tesislerinden alinan rafine edilmis ve rafine edilmemis
sularin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan sularin A. cepa tiirlinde kék ucu
meristemleri {izerine etkileri arastirilmistir. MI oranlarinin diistiigii ve KA’nin arttig
gozlenmistir. Ayrica rafine edilmemis su konsantrasyonlarinda; diizensiz dagilim, enine

ayrilma ve yapiskanlik gibi anormallikler tespit edilmistir (Sik ve digerleri, 2009).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda bitkisel materyal olarak deneylerde en ¢ok tercih
edilen A. cepa kullamilmistir. Alliaceae familyasina ait olan A. cepa 2n=16 kromozom
sayisina sahiptir. Biiyiik boyutlu, az kromozom sayisina sahip olmasi saklama kosullarinin
kolaylig1 ve ekonomik olmasi sebebiyle calismalarda rahat gézlem saglamaktadir. Hiicre
yapisindaki bozulmalarin ve mitotik dongiideki sapmalarin belirlenmesinde ve genotoksik
caligmalarda kullanilan miikemmel bir deney materyalidir. Sertifikali sogan yumrulari

Erdogan Tic. Ltd. Sti.’den temin edilmistir.

3.1.1. Kimyasallar
Arastirmamizda yapay tatlandirici 6zellige sahip olan aspartam ve sakarinin yaninda;

dogal tatlandiricilardan olan ¢ay sekeri olarak da bilinen siikroz kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi
3.2.1. Farmer Fiksatifi Hazirlanmasi
Farmer fiksatifi 3:1 oraninda hazirlanmaktadir. 3 kisim %96 oraninda etanol, 1 kisim

glasial asittir.

3.2.2. Asetokarmin Boyasinin Hazirlanmasi
100 mP’lik karmin hazirlanmasi igin 45 ml asetik asit 55 ml saf su ile seyreltilir. 1 ¢
karmin eklenerek 2-3 saat kaynatilir. Islem 4 giin siireyle tekrarlanir sonunda filtre kagid:

ile stizme iglemi yapilarak +4 derecede buzdolabinda muhafaza edilir.

3.3. Yontem

3.3.1. A. cepa Kok Ucu Eldesi ve Tatlandiric1 Maddelerinin Uygulanmasi

A. cepa L. bitkisine ait 70 adet arpacik sogan kok eldesi i¢in i¢inde saf su bulunan
deney tiiplerine konulmus kok ucu uzunluklar1 2-3 cm olana kadar koklendirilmistir. Bu
islem karanlik ortamda oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Her bir uygulama i¢in 10 adet
sogan kullanilmistir. Kokler kullanilabilir boyuta ulastiklarinda siikroz (35 g/L, 70 g/L),
sakarin ve aspartamin 2 farkli konsantrasyon hazirlanarak (20 tablet, 40 tablet) kok uglari

bu su icerisinde koklendirilmeye devam edilmistir. Uygulamadan 24 ve 48 saat sonra kok
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uclart farmer fiksatifi (3:1 oraninda, alkol/glasiyal asetik asit) igerisine alinmigtir.

Buzdolabinda +4 derecede saklanmistir. Kontrol grubu i¢in saf su kullanilmis olup, 6l¢iim

serileri 3 tekrarli sekilde yapilmistir. Uygulama gorselleri Sekil 1-2-3’te verilmistir.

o —— e

Seki.l- 3. Siikroz, aspartam ve sakarin i¢in 48 saat uygulama serileri
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3.4. Mitotik Kromozomlarin Incelenmesi
3.4.1. Fiksasyon Islemi
Kok ucu hiicreleri sabah erken saatlerde bistiiri ile kesilerek canlilik yapisini

korumasi i¢in farmer fiksatifi igerisine alinip +4 derecede saklanmustir.

3.4.2. Boyama islemi
A. cepa kok uglari, kromozomlarinin boyanmasi ve incelenebilir olmasi agisindan
iclerinde asetokarmin bulunan deney tiiplerine alinmistir. Buzdolabinda iki giin

bekletilerek boyay1 iyice almasi saglanmistir.

3.4.3. Preparasyon

Incelenmek iizere lam iizerine koyu boyanmis kistmdan alinan kk uglart 2mm kadar
kesilerek iizerine tekrardan asetokarmin damlatilarak hi¢ hava kalmayacak sekilde lamel
ile kapatilmistir. Fazla boyalar kurutma kagidi ile temizlenmis, kok uglart hafifge ezilerek

diizgiin bir dagilim saglanmustir.

3.4.4. Mikroskobik Analizler

Laboratuvarda Olympus CX-31 marka aragtirma mikroskobu ile gézlem yapilmistir.
Her bir uygulama i¢in 3 preparat 6rnegi hazirlanmis olup 1000 {izerinde hiicre sayimi
yapilarak, yaklastk 3000 hiicre sayilarak MI hesaplamasi yapilmigtir. Uygulama

gruplarinin kromozom anormallikleri belirlenerek fotograf ¢ekimleri yapilmistir.

3.5. Mitotik indeks ve Kromozom Anormallik Indeksinin Hesaplanmasi

Mitotik indeks, boliinen hiicre sayisinin sayilan toplam hiicre sayisina boliiniip 100
ile ¢arpimindan hesaplanmaktadir. Bu deger uygulanan siikroz, aspartam ve sakarin
maddelerinin doz ve maruz kalma siiresine bagli olarak hiicre boliinmeleri iizerindeki
genotoksik etkilerin belirlenmesini saglamaktadir. Kromozom anormallik indeksi ise
anormallik gozlenen hiicrelerin bdliinen hiicrelere oraninin 100 ile c¢arpilmasiyla

bulunmaktadir.
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3.6. Istatistiksel Analizler

Mitotik aktivite degerlerinin ve kromozom anormallik verilerinin anlamli farkliliklar
gosterip gostermedigi istatistiksel analizler ile belirlenmistir. Istatistiksel analizler SPSS
20 paket programi ile gerceklestirilmistir. 3 tekrarli Olgiimlerin zaman ve doza gore
anlamliliklar1  tekrarlanan  Olgiimler metoduna gore yapilmistir.  Farkliliklarin
yorumlanmasinda Bonferroni diizeltmeli, (Tek Yonli) One Way ANOVA analizi

uygulanmistir. Gruplar arasindaki anlamlilik degerleri p<0,05 seviyesinde belirlenmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

A. cepakok wucu hiicreleri aspartam, sakarinin ve siikrozun iki farkli
konsantrasyonuna 24 ve 48 saat siire ile maruz birakilmistir. Daha sonra gergeklestirilen
hiicre sayimlar1 ile uygulanan maddelerinin mitoz boélinmedeki hiicre sayist ve bu

hiicrelerdeki kromozomal anormallikler tizerindeki etkileri belirlenmistir.

4.1. Mitotik indekse Ait Bulgular
Ko6k ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan 0,35 g/L siikroz

maddesinin kontrol grubuna gore MI degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6

35 g/L Siikroz uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri

Mitotik Indeks Avritmetik Standart

350/L i 2. . Ortalama Sapma Anlamlilik
Siikroz Sayim Sayim Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 8,97 9,13 9,11 9,07 0,08
24 Saat 7,18 7,24 7,30 7,24 0,06 0,00*
48 Saat 6,55 7,40 7,11 7,02 0,43 0,02*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 6’ya gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=7,24, standart
sapma ise ss=0,06 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,00 ile siikroz 35
g/L ile kontrol grubu arasinda anlaml bir farklilik oldugu goriilmiistiir. 48 saat uygulama
siiresinde aritmetik ortalama X=7,02, standart sapmanin ise ss=0,43 oldugu goriilmiistiir.
p=0,02 degeri gbz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 48 saat uygulama siiresi arasinda
anlaml bir farklilik olustugu gortilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat slireyle uygulanan 70 g/L siikroz maddesinin

kontrol grubuna gore MI degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7
70 g/L Siikroz uygulama grubunun kontrol gruplarina gére anlamlilik diizeyleri

Mitotik Indeks Aritmetik Standart
70 g/L 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
Siikroz Sayim Sayim Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 8,87 8,93 9,39 9,06 0,28
24 Saat 6,87 6,70 6,98 6,85 0,14 0,00*
48 Saat 6,83 6,06 6,37 6,42 0,38 0,03*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 7’ye gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=6,85, standart
sapma ise ss=0,14 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,00 ile, kontrol
grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir. 48 saat
uygulama siiresinde aritmetik ortalamanin X=6,42, standart sapmanin ise ss=0,38 oldugu
gorilmistir. p=0,03 degeri goz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 48 saat uygulama
stiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmektedir.

K06k ucu hiicrelerine 24 saat siire ile uygulanan 35 g/L. ve 70 g/L siikroz maddesinin

kontrol grubuna gére MI degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 8 de gdsterilmistir.

Tablo 8
Siikroz 24 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri

Mitotik Indeks Aritmetik Standart
Stikroz 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
24 Saat Sayim  Sayim  Sayim X sS (p<0,05)
Kontrol 9,01 8,92 9,18 9,03 0,13
35¢g/L 7,18 7,24 7,30 7,24 0,06 0,00*
70 g/L 6,87 6,70 6,98 6,85 0,14 0,00*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 8¢ gore 35 g/L konsantrasyonundaki aritmetik ortalama X=7,24, standart
sapma ise ss=0,06 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,00 ile, kontrol
grubu ile 35 g/L arasinda anlamli bir farklilik olustugu gorilmistiir.70 g/L aritmetik
ortalama X=6,85, standart sapmanin ise ss=0,14 oldugu goriilmiistiir. p=0,00 degeri gdz

oniine alindiginda kontrol grubu ile 70 g/L arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir.
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Kok ucu hiicrelerine 48 saat siire ile uygulanan 35 g/L ve 70 g/L siikroz maddesinin

kontrol grubuna gore Mi degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 9°da gdsterilmistir.

Tablo 9
Stikroz 48 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri

Mitotik indeks Aritmetik Standart
Siikroz 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
48 Saat Sayim Sayim Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 9,00 8,64 9,27 8,97 0,31
35¢/L 6,55 7,40 7,11 7,02 0,43 0,10
70 g/L 6,83 6,06 6,37 6,42 0,38 0,02*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 9’a gore 35 g/L konsantrasyonundaki aritmetik ortalama X=7,02, standart
sapma ise ss=0,43 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,10 ile, kontrol
grubu ile 35 g/L arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. 70 g/L aritmetik ortalamasi
X=6,42, standart sapmanin ise ss=0,38 oldugu goriilmiistiir. p=0,02 degeri goéz Oniine
alindiginda kontrol grubu ile 70 g/L arasinda anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir.

Kontrol grubuna ait MI degerlerinin aritmetik ortalamasi 9,03, standart sapmas1 ise
0,44 olarak bulunmustur. Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan
aspartam 20 tablet gida katki maddesinin kontrol grubuna gore mitotik indeks degerlerinin

anlamlilik diizeyleri Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10
20 tablet Aspartam uygulama grubunun kontrol gruplarina gére anlamlilik diizeyleri

Mitotik Iindeks Aritmetik Standart
20 Tablet 1. 2. 3. Ortalama Sapma  Anlamlilik
Aspartam Sayim Sayim Sayim X SS (p<0,05)
Kontrol 9,20 8,53 9,38 9,03 0,44
24 Saat 6,21 5,86 6,03 6,03 0,17 0,01*
48 Saat 5,67 6,09 5,94 5,90 0,21 0,03*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo10’a gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=6,03, standart
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sapma ise ss=0,17 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,01 ile anlamli bir
farklilik oldugu goriilmiistiir. 48 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=5,90,
standart sapmanin ise ss=0,21 oldugu goriilmiistiir. p=0,03 degeri géz Oniine alindiginda
kontrol grubu ile 48 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu
gorilmistir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan 40 tablet aspartamin

kontrol grubuna gore MI degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11
40 tablet Aspartam uygulama grubunun kontrol gruplarina gére anlamlilik diizeyleri

Mitotik Indeks Aritmetik Standart
40 Tablet 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
Aspartam  Sayim  Sayim  Sayim X sS (p<0,05)
Kontrol 9,13 8,55 9,27 8,98 0,38
24 Saat 5,89 5,33 5,49 5,90 0,21 0,03*
48 Saat 4,93 4,60 5,74 5,09 0,58 0,00*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablol1l’e gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=5,90, standart
sapma ise ss=0,21 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,03 ile, kontrol
grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik olustugu goriilmiistiir. 48
saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=5,09, standart sapmanin ise ss=0,58 oldugu
goriilmiistiir. p=0,00 degeri gz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 48 saat uygulama
stiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat siire ile uygulanan ASP 20 tablet ve 40 tablet
tatlandiricisinin kontrol grubuna gore mitotik indeks degerlerinin anlamlilik diizeyleri

Tablo 12’de gosterilmistir.
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Tablo 12
Aspartam 24 saat uygulama grubunun kontrol gruplariyla anlamlilik diizeyleri

Mitotik Indeks Aritmetik Standart
Aspartam 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
24 Saat Sayim Sayim Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 9,07 9,13 9,28 9,16 0,10
20 Tablet 6,21 5,86 6,03 6,03 0,17 0,00*
40 Tablet 5,89 5,33 5,49 5,57 0,28 0,01*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 12’ye goére 20 tablet uygulamasindaki aritmetik ortalama X=6,03, standart
sapma ise ss=0,17 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,00 ile, kontrol
grubu ile 20 tablet arasinda anlamli bir farkliligin olustugu goriilmiistiir. 2. dozun aritmetik
ortalama X=5,57, standart sapmanin ise ss=0,28 oldugu goriilmiistiir. p=0,01 degeri goz
Ontine alindiginda kontrol grubu ile 40 tablet arasinda anlamli bir farklilik oldugu
goriilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 48 saat siire ile uygulanan ASP 20 tablet ve 40 tablet
tatlandiricisinin kontrol grubuna gore mitotik indeks degerlerinin anlamlilik diizeyleri

Tablo 13’te gosterilmistir.

Tablo 13
Aspartam 48 saat uygulama grubunun kontrol gruplariyla anlamlilik diizeyleri

Mitotik Indeks Aritmetik Standart
Aspartam 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
48 Saat Sayim Sayim Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 9,02 8,94 9,08 9,01 0,07
20 Tablet 5.67 6,09 5,94 5,90 0,21 0,00*
40 Tablet 4,93 4,60 5,74 5,09 0,58 0,01*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 13’e gore 20 tablet uygulamasindaki aritmetik ortalama X=5,90, standart
sapma ise ss=0,21 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,00 ile, kontrol
grubu ile 20 tablet arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmistir. 40 tabletin aritmetik

ortalama X=5,09, standart sapmanin ise ss=0,58 oldugu goriilmiistiir. p=0,01 degeri goz
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ontine alindiginda kontrol grubu ile 40 tablet arasinda anlamli bir farklilik oldugu
gorilmiistiir.
Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan 20 tablet sakarinin kontrol

grubuna gore mitotik indeks degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 14’te gosterilmistir.

Tablo 14
20 tablet Sakarin uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri
Mitotik Indeks Avritmetik Standart
20 Tablet 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
Sakarin Sayim Sayim Sayim X sS (p<0,05)
Kontrol 9,31 9,03 9,08 9,14 0,30
24 Saat 6,45 6,74 5,92 6,37 0,41 0,02*
48 Saat 5,70 6,13 6,28 6,03 0,30 0,02*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 14’e¢ gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=6,37, standart
sapma ise ss=0,41 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,02 ile anlamli bir
farklilik olustugu goriilmiistiir. 48 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=6,03,
standart sapmanin ise ss=0,30 oldugu goriilmiistiir. p=0,02 degeri géz Oniine alindiginda
kontrol grubu ile 48 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu
gorilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat silireyle uygulanan sakarin 40 tablet
tatlandiricisinin kontrol grubuna goére mitotik indeks degerlerinin anlamlilik diizeyleri

Tablo 15’te gosterilmistir.

Tablo 15
40 tablet Sakarin uygulama grubunun kontrol gruplarina gére anlamlilik diizeyleri
Mitotik indeks Avritmetik Standart
40 Tablet 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik(p<0,0
Sakarin  Sayim Sayim Sayim X SS 5)
Kontrol 9,16 8,98 9,04 9,06 0,73
24 Saat 5,61 5,49 6,45 5,85 0,52 0,02*
48 Saat 570 494 6,40 5,68 0,73 0,04*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder
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Tablo 15’ gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=5,85, standart
sapma ise ss=0,52 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,02 ile, kontrol
grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik olustugu goriilmiistiir. 48
saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=5,68, standart sapmanin ise ss=0,73 oldugu
goriilmistiir. p=0,04 degeri goz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 48 saat uygulama
stiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat siire ile uygulanan sakarin 20 tablet ve 40 tablet
tatlandiricisinin kontrol grubuna gore mitotik indeks degerlerinin anlamlilik diizeyleri

Tablo 16°da gosterilmistir.

Tablo 16
Sakarin 24 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina goére anlamlilik diizeyleri

Mitotik indeks Aritmetik Standart
Sakarin 1. 2 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
24 Saat Sayim Sayim  Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 9,27 8,88 941 9,18 0,52
20 Tablet 6,45 6,74 5,92 6,37 0,41 0,05
40 Tablet 5,61 5,49 6,45 5,85 0,52 0,01*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 16’ya gore 20 tablet uygulamasindaki aritmetik ortalama X=6,37, standart
sapma ise ss=0,41 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,05 ile, kontrol
grubu ile 20 tablet arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir, ancak sinir degerde yer
almaktadir. 40 tabletin aritmetik ortalama X=5,85, standart sapmanm ise ss=0,52 oldugu
goriilmiistiir. p=0,01 degeri gbz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 40 tablet arasinda
anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 48 saat siire ile uygulanan sakarin 20 tablet ve 40 tablet
tatlandiricisinin kontrol grubuna goére MI degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 17°de

gosterilmistir.
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Tablo 17
Sakarin 48 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri

Mitotik Indeks Aritmetik Standart
Sakarin 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
48 Saat Sayim  Sayim  Saymm X SS (p<0,05)
Kontrol 9,23 8,72 9,29 9,08 0,31
20 Tablet 5,70 6,13 6,28 6,03 0,30 0,02*
40 Tablet 5,70 4,94 6,40 5,68 0,73 0,01*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 17°ye goére 20 tablet uygulamasindaki aritmetik ortalama X=6,03, standart
sapma ise ss=0,30 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,02 ile, kontrol
grubu ile 20 tablet arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmistir. 40 tabletin aritmetik
ortalamas1 X=5,68, standart sapmanin ise ss=0,73 oldugu goriilmiistiir. p=0,01 degeri goz
Ontine alindiginda kontrol grubu ile 40 tablet arasinda anlamli bir farklilik oldugu
gOriilmiistiir.

Stikroz, aspartam ve sakarin uygulama gruplarinin kendi aralarinda p<0,05 degeri
baz almarak MI degerleri; siikroz ve ASP icin 24 saat 35 g/L-20 tablet uygulamalari, 24
saat 70 g/L-40 tablet uygulamalar1 ve 48 saat 35 g/L-20 tablet uygulamalar1 anlamli
farkliliklar gdstermistir. Sakarin uygulamasi ile aspartam ve siikroz uygulamalar1 arasinda
tim doz ve siirelerinde anlamli farklilik gbzlemlenmemistir.

Tiim uygulama gruplar1 igin kontrol grubu ile karsilastirilmali MI anlamlilik

degerleri Tablo 18’de verilmistir.

28



Tablo 18

Uygulama gruplar1 sonucu mitotik indeks degerleri

Uygulama Uygulama Uygulama Mitotik Indeks
Gruplari Stiresi Dozu g/L

Kontrol 9,03+0,13

24 Saat 35 g/L 7,24+0,06*

70 g/L 6,85+0,14*

T Kontrol 8,97+0,31
48 Saat 35 g/L 7,02+0,43

70g/L 6,42+0,38*

Kontrol 9,16+0,10

24 Saat 20 Tablet 6,03+0,17*

40 Tablet 5,57+0.28*

Aspartam r 5007
48 Saat 20 Tablet 5,90+0,21*
40 Tablet 5,09+0,58%

Kontrol 9,18+0,52

24 Saat 20 Tablet 6,37+0,41
40 Tablet 5,85+0,52*

Sakarin p—" oRT
48 Saat 20 Tablet 6,03+0,30*
40 Tablet 5,68+0,73*

* Uygulama gruplariin kontrol grubuna olan anlamlilik diizeyini ifade eder
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4.1.1. Mitotik indekslere Ait Grafikler

Siikroz24 Saat Mitotik Indeks Degisimi (%)

=
(=]

7,24

6,85 R?=0,8791

Gozlenen

vvvvvvvvv Dogrusal (Gozlenen)

Mitotik Indeks (%)
2 MW s LNy =~ 00 WD

Kontrol 35g/L 70g/L
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 4. Siikroz 24 saatlik uygulama sonrasi mitotik indeks degisimi
Sekil 4’teki siikroz uygulamasinin mitotik aktivite degerlerine bakildiginda, kontrol

grubuna kiyasla 35 g/ uygulamasinda yiizdelik degisim %19,83°dir. 70g/L
uygulamasindaki yiizdelik degisim ise %24,15 olarak bulunmustur.

Siikroz 48 Saat Mitotik Indeks Degisimi (%)

=
(=]

7,02 R?=0,9146
6,42

Gozlenen

vvvvvvvvv Dogrusal (Gozlenen)

Mitotik Indeks (%)
2 MW s LNy =~ 00 WD

Kontrol 35g/L 70g/L
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 5. Siikroz 48 saatlik uygulama sonrasi mitotik indeks degisimi

Sekil 5°teki siikroz uygulamasinin mitotik aktivite degerlerine bakildiginda, kontrol

grubuna kiyasla 35 g/ uygulamasinda yiizdelik degisim 9%21,74’dir. 70g/L
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uygulamasindaki yiizdelik degisim ise %28,43 olarak bulunmustur.

Aspartam 24 Saat Mitotik Indeks Degisimi (%)

=
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6,03

5,57 Gozlenen

vvvvvvvvv Dogrusal (Gozlenen)

Mitotik Indeks (%)
2 MW s LNy =~ 00 WD

Kontrol 20 Tablet 40 Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 6. Aspartam 24 saatlik uygulama sonrasi mitotik indeks degisimi

Sekil 6’daki aspartam uygulamasinin mitotik aktivite degerlerine bakildiginda,
kontrol grubuna kiyasla 20 tablet uygulamasinda yiizdelik degisim %34,18’dir. 40 tablet
uygulamasindaki yiizdelik degisim ise %39,20 olarak bulunmustur.

Aspartam 48 Saat Mitotik Indeks Degismi (%)

=
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R?=0,8971

Gozlenen

5,09
vvvvvvvvv Dogrusal (Gozlenen)

Mitotik Indeks (%)
2 MW s LNy =~ 00 WD

Kontrol 20Tablet 40Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 7. Aspartam 48 saatlik uygulama sonrast mitotik indeks degisimi

Sekil 7°deki aspartam uygulamasinin mitotik aktivite degerlerine bakildiginda,
kontrol grubuna kiyasla 20 tablet uygulamasinda yiizdelik degisim %34,52’dir. 40 tablet
uygulamasindaki yiizdelik degisim ise %43,51 olarak bulunmustur.
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Sakarin 24 Saat Mitotik Indeks Degisimi (%)
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Sekil 8. Sakarin 24 saatlik uygulama sonrasi mitotik indeks degisimi

Sekil 8’deki sakarin uygulamasinin mitotik aktivite degerlerine bakildiginda, kontrol
grubuna kiyasla 20 tablet uygulamasinda ylizdelik degisim %30,62°dir. 40 tablet
uygulamasindaki yiizdelik degisim ise %36,28 olarak bulunmustur.

Sakarin 48 Saat Mitotik Indeks Degisimi (%)
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2 MW s LNy =~ 00 WD

Kontrol 20 Tablet 40 Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 9. Sakarin 48 saatlik uygulama sonras1 mitotik indeks degisimi

Sekil 9°daki sakarin uygulamasinin mitotik aktivite degerlerine bakildiginda, kontrol
grubuna kiyasla 20 tablet uygulamasinda yilizdelik degisim 9%33,60°dir. 40 tablet
uygulamasindaki yiizdelik degisim ise %37,45 olarak bulunmustur.
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Siikroz 24-48 Saat Mitotik Indeks Degisimi (%)
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Sekil 10. Siikroz 24-48 saat uygulama sonrasi mitotik indeks degisimi

Sekil 10°daki siikrozun 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda, doz ve maruz kalma siiresi
arttikga hiicre boliinmelerindeki tahribata bagl olarak mitotik aktivitelerde diisiis oldugu

gorilmiustir.

Aspartam 24-48 Saat Mitotik Indeks Degisimi

(%)
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2 MW s O = 00 WD

Kontrol 20Tablet 40Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 11. Aspartam 24-48 saat uygulama sonrasi mitotik indeks degisimi

Sekil 11°deki aspartamin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda, doz ve maruz kalma
siiresi arttikca hiicre boliinmelerindeki tahribata bagli olarak mitotik aktivitelerde diisiis

oldugu goriilmiistiir.
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Sakarin 24-48 Saat Mitotik Indeks Degisimi (%)
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Kontrol 20Tablet 40 Tablet
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Sekil 12. Sakarin 24-48 saat uygulama sonrasi mitotik indeks degisimi

Sekil 12°deki sakarinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda, doz ve maruz kalma siiresi
arttikga hiicre boliinmelerindeki tahribata bagl olarak mitotik aktivitelerde diisiis oldugu
gorilmiustir.

4.2. Kromozomal Anormallikler
4.2.1. Kromozomal Anormallik Gérselleri
Kontrol grubu ve kromozomal anormalliklere ait gorseller Sekil 13-14-15-16’da

verilmisgtir.
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Sekil 14. Siikroz 35 g/L-70 g/L 24 saat ve 48 saat uygulamasi A: Kromozom kirigi, B:
Telofazda kalgin kromozom, C: Diizensiz kutuplagsma, D: Diizensiz anafaz, E: Telofazda

kutup kaymasi, F: Anafazda kutup kaymasi

Siikroz uygulamasinda en sik meydana gelen hiicre anormallikleri; anafazda koprii
olusumu (%23,87), anafazda kutup kaymasi (%15,33), tabla kaymasi1 (%12,51) ve diizensiz
kromozom yerlesimleri (%9,73) olmustur. Bunun yaninda telofazda kutup kaymasi ve

enine ayrilma ve poliploidi anormalliklerine rastlanmistir.
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Sekil 15. Aspartam 20-40 tablet 24 saat ve 48 saat uygulamast A: Metafazda tabla
kaymasi, B: Metafazda diizensiz yerlesim, C: Kromozom kirigi, D: Enine ayrilma, E:

Yapiskanlik, F: Metafazda tabla kaymasi

Aspartam uygulamasinin kromozom aberasyonlarinda en sik goriilen etkiler;
metafazda tabla kaymasi (%17,88), anafazda diizensiz dizilim (%14,43), kromozom kirig1
(%10,01) olusumudur. Bunlar1 takiben anafazda kalgin kromozom ve koprii olusumuna

rastlanmistir.
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Sekil 16. Sakarin 20-40 tablet 24 saat ve 48 saat uygulamasit A: Anafazda kromozom
kirigi, B: Anafazda kopri olusumu, C: Anafazda kalgin kromozom, D: Anafazda kutup
kaymasi, E: Ploidi, F: C-mitoz

Sakarin uygulamasinda en sik goriilen kromozom anormallik etkileri; anafazda kutup
kaymasi (%21,30), C-mitoz (%19,83), lagard kromozom (%13,71) ve metafazda tabla
kaymasi (%8,68) olmustur. Bunun yaninda yine sik karsilasilan kromozom hasarlari;

diizensiz anafaz, telofazda kutup kaymasi ve anafazda kalgin kromozom olusumlaridir.
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4.2.2. Kromozom Anormalliklerine Ait Istatistiksel Bulgular
Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan 35 g/L siikroz maddesinin

kontrol grubuna gére KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 19’da gosterilmistir.

Tablo 19
35 g/L Siikroz uygulama grubunun kontrol gruplarina gére anlamlilik diizeyleri
Kromozomal anormallik Aritmetik Standart

35¢/L 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
Siikroz Sayim  Sayim  Saymm X Ss (p<0,05)
Kontrol 3,00 1,97 2,10 2,35 0,56
24 Saat 12,28 14,70 14,15 13,71 1,26 0,02*
48 Saat 21,27 18,51 24,26 21,41 2,97 0,02*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 19’a gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=13,71, standart
sapma ise ss=1,26 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,02 degeri ile
kontrol grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu
goriilmiistiir. 48 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=21,41, standart sapmanin
ise $s=2,97 oldugu goriilmiistiir. p=0,02 degeri gbz Oniline alindiginda kontrol grubu ile 48
saat uygulama stiresi arasinda anlamli bir farklilik olustugu gézlemlenmistir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan 70 g/L siikroz maddesinin

kontrol grubuna gore KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 20’de gdsterilmistir.

Tablo 20
70 g/L Siikroz uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri

Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
70 g/L 1 2. 3. Ortalama Sapma  Anlamlilik
Siikroz ~ Sayim  Sayim  Saymm X Ss (p<0,05)
Kontrol 1,88 2,59 2,77 2,41 0,47
24 Saat 17,14 16,08 18,86 17,36 1,40 0,00*
48 Saat 24,28 25,58 19,12 22,99 3,41 0,03*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder
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Tablo 20’ye gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=17,36, standart
sapma ise ss=1,40 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,00 degeri ile
kontrol grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik olustugu
goriilmiistiir. 48 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=22,99, standart sapmanin
ise ss=3,41 oldugu goriilmiistiir. p=0,03 degeri gbz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 48
saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat stire ile uygulanan 35 g/L ve 70 g/L slikroz maddesinin

kontrol grubuna gore KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 21°‘de gdsterilmistir.

Tablo 21
Siikroz 24 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri

Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
Siikroz 1. 2. 3. Ortalama Sapma  Anlamlilik
24 Saat  Sayim  Sayim  Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 2,44 2,71 2,56 2,57 0,13
35¢g/L 12,28 14,70 14,15 13,71 1,26 0,01*
70 g/L 17,14 16,08 18,86 17,36 1,40 0,01*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 21°e gore 35 g/L konsantrasyonundaki aritmetik ortalama X=13,71, standart
sapma ise ss=1,26 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,01 ile, kontrol
grubu ile 35 g/L arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir. 70 g/L’nin aritmetik
ortalamas1 X=17,36, standart sapmanin ise ss=1,40 oldugu goriilmiistiir. p=0,01 degeri goz
Ontine alindiginda kontrol grubu ile 70 g/L arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmustir.

Kok ucu hiicrelerine 48 saat siire ile uygulanan 35 g/L ve 70 g/L siikroz maddesinin

kontrol grubuna gore KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 22°‘de gosterilmistir.
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Tablo 22
Stikroz 48 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri

Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
Siikroz 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
48 Saat Sayim  Sayim  Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 2,03 1,73 1,92 1,89 0,15
35¢g/L 21,27 18,51 24,46 21,41 2,97 0,02*
70 g/L 24,28 25,58 19,12 22,99 3,41 0,02*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 22’ye goére 35 g/L konsantrasyonundaki aritmetik ortalama X=21,41, standart
sapma ise ss=2,97 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,02 ile, kontrol
grubu ile 35 g/L arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir.70 g/L aritmetik
ortalamas1 X=22,99, standart sapmanin ise ss=3,41 oldugu gériilmiistiir. p=0,02 degeri goz
Ontine alindiginda kontrol grubu ile 70 g/L arasinda anlamli bir farklilik oldugu
goriilmiistiir.

Kontrol grubuna ait kromozom anormallik degerlerinin aritmetik ortalamasi 1,83,
standart sapmasi ise 0,32 olarak bulunmustur. K6k ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat
slireyle uygulanan aspartam 20 tablet ASP kontrol grubuna gére kromozom anormallik

degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 23’te gosterilmistir.

Tablo 23
20 tablet Aspartam uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri
Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
20 Tablet 1. 2. 3. Ortalama Sapma  Anlamlilik
Aspartam  Sayim  Sayim  Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 1,49 1,88 2,13 1,83 0,32
24 Saat 36,58 29,09 41,93 35,86 6,44 0,03*
48 Saat 40,98 37,9 44,08 40,98 3,09 0,00*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 23’e gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=35,86, standart
sapma ise ss=6,44 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,03 degeri ile

kontrol grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklihk oldugu
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goriilmiistiir. 48 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=40,98, standart sapmanin
ise $s=3,09 oldugu goriilmiistiir. p=0,00 degeri gz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 48
saat uygulama stiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan 40 tablet ASP’nin kontrol

grubuna gore KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 24’te gosterilmistir.

Tablo 24
40 tablet Aspartam uygulama grubunun kontrol gruplarina gére anlamlilik diizeyleri
Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
40 Tablet 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
Aspartam  Sayim  Sayim Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 1,97 2,09 2,17 2,07 0,10
24 Saat 47,77 44,06 37,84 43,22 5,01 0,01*
48 Saat 59,06 46,84 42,54 49,48 8,57 0,03*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 24’e gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=43,22, standart
sapma ise ss=5,01 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,01 degeri ile
kontrol grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik ortaya ¢iktigi
goriilmiistiir. 48 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=49,48, standart sapmanin
ise $s=8,57 oldugu goriilmiistiir. p=0,03 degeri géz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 48
saat uygulama stiresi arasinda anlamli bir farklilik olustugu goriilmiistiir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat siire ile uygulanan 20 tablet ve 40 tablet ASP’nin

kontrol grubuna gore KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 25‘te gosterilmistir.

Tablo 25
Aspartam 24 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri
Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
Aspartam 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
24 Saat Sayim  Sayim  Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 2,28 1,77 2,40 2,15 0,33
20 Tablet 36,58 29,09 41,93 35,86 6,44 0,03*
40 Tablet 47,77 44,06 37,84 43,22 5,01 0,01*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder
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Tablo 25’e gore 20 tablet uygulamasindaki aritmetik ortalama X=35,86, standart
sapma ise ss=6,44 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,03 ile, kontrol
grubu ile 20 tablet arasinda anlamli bir farklilik oldugu goériillmiistiir. 40 tabletin aritmetik
ortalamas1 X=43,22, standart sapmanin ise ss=5,01 oldugu goriilmiistiir. p=0,01 degeri goz
Oontine alindiginda kontrol grubu ile 2. doz arasinda anlamli bir farklilik oldugu
gorilmistir.

Kok ucu hiicrelerine 48 saat siire ile uygulanan aspartam20 tablet ve 40 tablet
ASP’nin kontrol grubuna goére kromozom anormalligi degerlerinin anlamlilik diizeyleri

Tablo 26°da gosterilmistir.

Tablo 26
Aspartam 48 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri
Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
Aspartam 1. 2. &L Ortalama Sapma  Anlamlilik
48 Saat Sayim  Sayim  Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 1,99 1,81 2,44 2,08 0,32
20 Tablet 40,98 37,9 44,08 40,98 3,09 0,00*
40 Tablet 59,06 46,84 42,54 49,48 8,57 0,03*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 26’ya gore 20 tablet uygulamasindaki aritmetik ortalama X=40,98, standart
sapma ise ss=3,09 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,00 ile, kontrol
grubu ile 20 tablet arasinda anlamli bir farklilik oldugu gériilmiistiir. 40 tabletin aritmetik
ortalamas1 X=49,48, standart sapmanin ise $s=8,57 oldugu goriilmiistiir. p=0,03 degeri gbz
Ontine alindiginda kontrol grubu ile 40 tablet arasinda anlamli bir farklilik oldugu
gozlenmistir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan 20 tablet sakarinin kontrol

grubuna gore KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 27°de gosterilmistir.
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Tablo 27
20 tablet Sakarin uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri

Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
Sakarin 1. 2. 3. Ortalama Sapma  Anlamlilik
20 Tablet Sayimm  Sayim  Saymm X Ss (p<0,05)
Kontrol 2,00 2,11 2,89 2,33 0,48
24 Saat 25,80 20,23 19,51 21,84 3,44 0,03*
48 Saat 18,18 20,68 45,00 27,95 14,81 0,27

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 27°ye gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=21,84, standart
sapma ise ss=3,44 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,03 degeri ile
kontrol grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu
goriilmiistiir. 48 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=27,95, standart sapmanin
ise ss=14,81 oldugu goriilmiistiir. p=0,27 degeri gbz oniine alindiginda kontrol grubu ile 48
saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik olusmadig1 gézlemlenmistir.

Kok ucu hiicrelerine 24 saat ve 48 saat siireyle uygulanan 40 tablet sakarinin kontrol

grubuna gore KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 28°de gosterilmistir.

Tablo 28
40 tablet Sakarin uygulama grubunun kontrol gruplarina gére anlamlilik diizeyleri
Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
Sakarin 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
40 Tablet Sayim  Sayim  Sayim X Ss (p<0,05)
Kontrol 2,54 1,75 2,18 2,15 0,39
24 Saat 23,07 33,33 22,41 26,27 6,12 0,06
48 Saat 40,38 36,46 32,37 36,40 4,00 0,01*

* Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 28’ gore 24 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=26,27, standart
sapma ise ss=6,12 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,06 degeri ile
kontrol grubu ile 24 saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik olusmadigi

goriilmiistiir. 48 saat uygulama siiresinde aritmetik ortalama X=36,40, standart sapmanin
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ise ss=4,00 oldugu goriilmistiir. p=0,01 degeri géz Oniine alindiginda kontrol grubu ile 48
saat uygulama siiresi arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriilmiistiir.
Kok ucu hiicrelerine 24 saat siire ile uygulanan 20 tablet ve 40 tablet sakarinin

kontrol grubuna gére KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 29°da gosterilmistir.

Tablo 29
Sakarin 24 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri
Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
Sakarin 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
24Saat  Sayim  Sayim  Saymm X sS (p<0,05)
Kontrol 1,86 2,70 2,47 2,34 0,43
20 Tablet 25,80 20,23 19,51 21,84 3,44 0,03*
40 Tablet 23,07 33,33 22,41 26,27 6,12 0,05

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder

Tablo 29’a gore 20 tablet uygulamasindaki aritmetik ortalama X=21,84, standart
sapma ise ss=3,44 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,03 ile, kontrol
grubu ile 20 tablet arasinda anlaml bir farklilik oldugu goriilmiistiir. 40 tablet aritmetik
ortalamas1 X=26,27, standart sapmanin ise ss=6,12 oldugu goriilmiistiir. p=0,05 degeri goz
Online alindiginda kontrol grubu ile 40 tablet arasinda anlamli bir farkliliga
rastlanmamaistir, ancak sinir degerde yer almaktadir.

Kok ucu hiicrelerine 48 saat siire ile uygulanan 20 tablet ve 40 tablet sakarinin

kontrol grubuna gore KA degerlerinin anlamlilik diizeyleri Tablo 30°da gosterilmistir.

Tablo 30
Sakarin 48 saat uygulama grubunun kontrol gruplarina gore anlamlilik diizeyleri
Kromozomal anormallik Aritmetik Standart
Sakarin 1. 2. 3. Ortalama Sapma Anlamlilik
48 Saat  Sayim  Sayim  Sayim X ss (p<0,05)
Kontrol 2,22 2,14 2,39 2,25 0,12
20 Tablet 18,18 20,68 45,00 27,95 14,81 0,28
40 Tablet 40,38 36,46 32,37 36,40 4,00 0,01*

* [statistiksel olarak anlamlilik diizeyini ifade eder
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Tablo 30’a gore 20 tablet uygulamasindaki aritmetik ortalama X=27,95, standart
sapma ise ss=14,81 olarak bulunmustur. p degerine bakildiginda ise p=0,28 ile, kontrol
grubu ile 20 tablet arasinda anlamli bir farklilik goériilmemistir.40 tabletin aritmetik
ortalamas1 X=36,40, standart sapmanin ise ss=4,00 oldugu goriilmiistiir. p=0,01 degeri goz
Online alindiginda kontrol grubu ile 40 tablet arasinda anlamli bir farklilik oldugu
gorilmistir.

Stikroz, aspartam ve sakarin uygulama gruplarinin kendi aralarinda p<0,05 degeri
baz alimarak KA degerleri siikroz ve sakarin i¢in 24 saat 70 g/L-40 tablet uygulamalari,
48 saat 70 g/L-40 tablet uygulamalari, aspartam ve siikroz igin 48 saat 35 g/L-20 tablet
uygulamalar1 anlamli farkliliklar gostermistir. Tiim uygulamalarin 24 saat ve uygulanan
diisiik dozlarinda anlamli farklilik gézlenmemistir.

Tim uygulama gruplarinin kontrol grubuna gore KA anlamlilik degerleri Tablo

31°de verilmistir.

45



Tablo 31
Uygulama gruplar1 kromozom anormallik diizeyleri

Uygulama Uygulama Uygulama Kromozomal Anormallik
Gruplar Siiresi Dozu g/L (%)
Kontrol 2,57+0,13
24 Saat 35 g/L 13,71+1,26*
70 gL 17,36+1 40%
T Kontrol 1,89+0,15
48 Saat 35 g/L 21,4142,97*
70 g/L 22,9943 41*
Kontrol 2,15%0,33
24 Saat 20 Tablet 35,86+6,44*
40 Tablet 43,2245,01*
Aspartam " o
48 Saat 20 Tablet 40,98+3,00%
40 Tablet 49,48+8,57*
Kontrol 2,34+0,43
24 Saat 20 Tablet 21,8443,44
40 Tablet 26,276,12*
Sakarin p—" s
48 Saat 20 Tablet 27,95+14,81
40 Tablet 36,40+4,00*

*Uygulama gruplarinin kontrol grubuna olan anlamlilik diizeyini ifade eder
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4.2.3. Kromozom Anormalliklerine Ait Grafikler

Stikroz 24 Saat Anormal Hiicre (%)

20
18
16
14
12
10

17,36

R?=0,9212

Gozlenen

Anormal Hiicre (%)

“““““ Dogrusal (Gozlenen)

[ I N A <]

Kontrol 35g/L 70g/L
Konsantrasyon (%)

Sekil 17. Siikroz 24 saat uygulama sonras1 anormal hiicre ylizdesi

Sekil 17°deki siikroz uygulamasinin kromozom anormallik degerlerine bakildiginda;
kontrol grubuna kiyasla 35 g/L uygulamasinda anormallik degerinin 5,33 kat, 70g/L

uygulamasindaki anormallik degerinin ise 6,75 kat arttig1 gézlenmistir.

Stikroz 48 Saat Anormal Hiicre (%)
30

22,99
22 21,41

20
R?=0,8058

15

Gozlenen

- f Dogrusal (Gozlenen)

Anormal Hiicre (%)

Kontrol 35g/L 70g/L
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 18. Siikroz 48 saat uygulama sonrasi anormal hiicre yilizdesi

Sekil 18’deki siikroz uygulamasinin kromozom anormallik degerlerine bakildiginda;
kontrol grubuna kiyasla 35 g/L uygulamasinda anormallik degerinin 11,32 kat, 70g/L

uygulamasindaki anormallik degerinin ise 12,16 kat arttig1 gdzlenmistir.
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Aspartam 24 Saat Anormal Hiicre (%)

43,22
R?=0,8793

Gozlenen

“““““ Dogrusal (Gozlenen)

Anormal Hiicre (%)

Kontrol 20 Tablet 40 Tablet
Konsantrasyon (%)

Sekil 19. Aspartam 24 saat uygulama sonra anormal hiicre yiizdesi

Sekil 19°da aspartam uygulamasinin kromozom anormallik degerlerine bakildiginda;
kontrol grubuna kiyasla 20 tablet uygulamasinda anormallik degerinin 16,67 kat, 40 tablet

uygulamasindaki anormallik degerinin ise 20,10 kat arttig1 gézlenmistir.

Aspartam 48 Saat Anormal Hiicre (%)

60

49,48
50

40
R?=0,8794
30

Gozlenen
20

Anormal Hiicre (%)

“““““ Dogrusal (Gozlenen)

10

Kontrol 20Tablet 40Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 20. Aspartam 48 saat uygulama sonras1 anormal hiicre yiizdesi

Sekil 20’ye aspartam uygulamasinin kromozom anormallik degerlerine bakildiginda,;
kontrol grubuna kiyasla 20 tablet uygulamasinda anormallik degerinin 19,70 kat, 40 tablet

uygulamasindaki anormallik degerinin ise 23,78 Kat arttig1 gdzlenmistir.
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Sakarin 24 Saat Anormal Hiicre (%)
35
30 26,27
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50 R? = 0,8832

Gozlenen
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Kontrol 20Tablet 40Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 21. Sakarin 24 saat uygulama sonrast anormal hiicre yiizdesi

Sekil 21°de sakarin uygulamasmin kromozom anormallik degerlerine bakildiginda;
kontrol grubuna kiyasla 20 tablet uygulamasinda anormallik degerinin 9,33 kat, 40 tablet
uygulamasindaki anormallik degerinin ise 11,22 kat arttig1 gdzlenmistir.

Sakarin 48 Saat Anormal Hiicre (%)

40 36,4

R?=0,9216

Gozlenen

“““““ Dogrusal (Gozlenen)

Anormal Hiicre (%
=
[}

Kontrol 20 Tablet 40 Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 22. Sakarin 48 saat uygulama sonrasi1 anormal hiicre yiizdesi

Sekil 22°de sakarin uygulamasiin kromozom anormallik degerlerine bakildiginda;
kontrol grubuna kiyasla 20 tablet uygulamasinda anormallik degerinin 12,42 kat, 40 tablet

uygulamasindaki anormallik degerinin ise 16,17 kat arttig1 gozlenmistir.
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Stikroz 24-48 Saat Anormal Hiicre (%)
25

20

15

10 )4 Saat
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Anormal Hiicre (%)

Kontrol 0,35g/L 0,71g/L
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 23. Siikroz 24-48 saat uygulama sonrasi anormal hiicre yiizdesi

Sekil 23’te siikrozun 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda, doz ve maruz kalma siiresi
arttikga hiicre boliinmelerindeki tahribata bagli olarak KA degerlerinde artis oldugu

gorilmiustir.

Aspartam 24-48 Saat Anormal Hiicre (%)
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Anormal Hiicre (%)
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Kontrol 20Tablet 40Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 24. Aspartam 24-48 saat uygulama sonras1 anormal hiicre yiizdesi

Sekil 24°te aspartamin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda, doz ve maruz kalma siiresi
arttikca hiicre boliinmelerindeki tahribata bagli olarak KA degerlerinde artis oldugu

gorilmiistiir.
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Sakarin 24-48 Saat Anormal Hiicre (%)
40
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Kontrol 20Tablet 40Tablet
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 25. Sakarin 24-48 saat uygulama sonrast anormal hiicre yiizdesi

Sekil 25°te sakarinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda, doz ve maruz kalma siiresi
arttikca hiicre boliinmelerindeki tahribata bagli olarak KA degerlerinde artis oldugu

gorilmiustir.
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4.3. Tartisma

Genetik alanindaki bilimsel arastirmalarda yaygin bir sekilde bitkisel bir test sistemi
olarak kullanilan A. cepa, hizli hiicre boliinmesi ve koklerinin hizli bir sekilde uzamasi
sayesinde deneysel ¢alismalarda oldukga fazla tercih edilen bir materyaldir. Allium testi,
hiicrelerdeki kromozomal sapmalar1 ve mitotik hiicre boliinmelerini kolay bir sekilde
gozlemlememize izin verir (Soykan ve Koca, 2014). Allium testinin sagladigi deneysel
kolayliklar arasinda; mutajenlere karsi hassasligi, kararli kromozom ve karyotipe sahip
olmasi, genotoksik maddelere hizli tepki gostermesi ve dogal kromozomal hasarlara
nadiren rastlanmasi gosterilebilir (Firbas ve Amon, 2013). Yirminci yilizyilin baslarindan
itibaren kullanilmakta olan bu testin, genotoksik etkileri belirlemedeki basarisi
kanitlanmistir ve bu sayede Birlesmis Milletler Cevre Programi Birlesmis Milletler Cevre
Programi ve Kimyasal Giivenlik Uluslararasi Programi tarafindan sertifikalandirilmistir. In
vivo ve in vitro caligmalarda yakin sonuglar elde edildiginden, insan sagligini
etkileyebilecek maddelerin genotoksik ¢alismalari bu biyotest ile yapilabilmektedir (Birol
ve Giindiiz, 2019).

Tez c¢aligmamizda hiicre boliinme sayilarinda doz ve siire artisina bagli olarak
belirgin diistisler goriilmiistiir. Calismamizda kullanilan aspartam ve sakarinin hiicre
dongiistiniin S ve G2 fazlarinda isleyis bozukluklarina yol agtigi, bunun yani sira mitotik
kromozomlarda bozulmalarin meydana geldigi disiinilmektedir. Uygulamalara bagh
olarak mitotik indeks oranlarindaki diisiis, calismada kullandigimiz  maddelerin
mitodepresif etkisi ile agiklanabilir. Glutamatlarin A. cepa lizerindeki genotoksisitesi ile
ilgili yapilan bir aragtirmada da bizim arastirmamiza paralel sonuglar elde edilmistir ve
hiicre ¢ekirdegindeki protein yapisinin ve kalitsal materyallerin gelisiminin engellendigi
ortaya konulmustur (Tiirkoglu, 2015).

Sakarin ve aspartamin hiicre yapilar1 lizerinde genotoksik etki meydana getirdigi
bilinmektedir. Literatiir incelendiginde gida katki maddesi calismalari genellikle deney
hayvanlar1 {izerinde gerceklestirildiginden dolayr bitkiler ilizerinde yapilan calismalar
kisithdir.

Caligmamizda, anafazda kutup kaymasi, kromozomal yapisiklik ve anafazda koprii
olusumu gibi kromozomal sapmalar meydana gelmistir. Dichlorvos’un A. cepa {iizerine
yapmis oldugu etkilerin arastirildigi bir ¢alismada elde edilen verilere gore, kullanilan
insektisitin  kdk wucu hiicre boliinmelerinde mitotik indeks degerlerini  diistirdiigii
belirlenmistir. Insektisitin meydana getirdigi kromozom anormallikleri anafazda koprii

olusumu-kutup kaymasi ve fragment olusumlaridir. Gozlenen anormallikler bizim
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aragtirmamiz ile paralellik gostermektedir (Soykan ve Koca, 2014).

Gida sanayinde lezzet arttirici olarak kullanilmakta olan Monosodyum glutamat
(MSG) ve disodyum inosinat ile disodyum guanilat karistminin (1+G) kok ucu yontemiyle
incelendigi calismada A. cepa hiicrelerinin siire-doz artisina bagli olarak Mi’de diisiis ve
KA’da artis gézlenmistir. MSG uygulamasinda, metafazda diizensiz yerlesim, telofaz ve
anafazda kutup kaymasi siklikla karsilagilan anormalliklerdir. [+G uygulamasinda ise ayni
sekilde kalgin kromozom, koprii olusumu ve poliploidi goriilmistir (Duran, 2017).
Aragtirmada elde edilen bulgular calismamizla uyumluluk gostermektedir.

Gidalarda kivam arttiric1 olarak kullanilmakta olan Adipik asidin (AA) A. cepa kok
hiicrelerine etkilerinin arastirildigi ¢calismada, farkli doz ve siirelerde hiicre boliinmeleri ve
MI degerleri incelenmistir. Tiim AA uygulamalarinda MI’lerde anlamli bir diisiis oldugu
goriilmistiir. Kromozom sapmalarinda C-mitoz diizensiz metafaz, anafaz ve telofazda
kutup kaymasi belirlenmistir. AA’nin yaygin kullanildigi piyasada kullanim miktarlarina
dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir (Karabiyik, 2018). Arastirmada elde edilen
kromozomal anormallik tipleri ve Mi deger diisiisleri ile ilgili bulgular calismamizla
uyumluluk gdstermektedir.

Hiicre boliinmelerindeki  C-mitoz  olusumu, 1§ ipliklerinin  olusumunun
engellenmesiyle ekvator diizeyinde birbirine baglanamamasi1 ve rastgele dizilimleri
nedeninden kaynaklanabilmektedir. Meydana gelen anafazdaki koprii  olusumu,
kromozomlarin yanlis baglanmasi ve buna bagli olarak kromozom yapisikligindan
meydana gelmektedir. Calisilan maddeler, hiicredeki kromozomlarin proteinlerini ve
kalitsal materyallerini hasara ugratarak birlesmelerine neden olur. Ig ipliklerinin yapisinda
meydana gelen bir baska sorundan dolayr kutuplara ¢ekilmeyi tamamlayamayan
kromozomlar nedeniyle anafazda kalgin kromozom goézlenmistir (Patil ve Bhat, 1992).
Boliinme esnasinda kutuplarin asimetrik yerlesimi nedeniyle anafaz ve telofazda kutup
kaymalar1 goriilmiistiir (Gomiirgen, 2005). Tamamlanan arastirmamizda oldugu sekildeki
bu tiir bilimsel arastirmalarda belirtilen kromozomal anormalliklerin hiicre béliinmesini
durdurabilecegi gdz Oniine alinarak MI degerlerinde diisiise neden olacagi ongoriilebilir.
S6z konusu kromozom hatalar1 genotoksik ¢aligmalarda benzer sekilde sonuglanmaktadir.

Farhan ve Tawfiq’in yapmis olduklar1 arastirmada, alkolsiiz icecek "kola"nin
sitogenetik etkileri, lic maruz kalma stiresi ile A. cepa'nin kok meristemleri iizerindeki
etkileri incelenmistir. Calismadaki parametreler Mi ve kromozomal sapmalar olarak
degerlendirilmistir. Mi degeri tiim maruz kalma siirelerine gore belli oranda diismiistiir.

Diger yandan, toplam kromozomal anormallikleri oran1 kontrol grubu ile karsilastirmali
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olarak tim maruz kalma siirelerinde belirli diizeyde artmigtir. Gozlenen fizyolojik
kromozomal sapmalar; C-mitoz, yapiskanlik, bozulma ve gecikmeli kromozom olarak
kaydedilmistir. Klastojenik sapmalar ise kromozomal kirilma ve koprii olusumu olarak
saptanmistir (Farhan ve Tawtiq, 2016).

A.cepa meristematik hiicrelerinde sitogenetik, biyokimyasal ve molekiiler
degisiklikleri incelemek i¢in ii¢ yapay tatlandiricidan farkli konsantrasyonlar (aspartam,
sorbitol ve sukraloz) ve iki farkli maruz kalma siiresi (24 ve 48 saat) uygulanmustir.
Sonuglar, tiim islemlerin, boliinmeyen hiicrelerde (interfaz) ve farkli mitotik asamalarda
farkli tipte kromozomal anormallikleri indiikledigini gostermistir. En fazla kromozom
anormalligi metafazda tabla kaymasi olarak kaydedilmistir. Bunun yaninda anafazda koprii
olusumu, kutup kaymasi ve ge¢ ayrilma gibi anormalliklere rastlanilmistir. En az
kromozom anormalligi telofaz fazinda ortaya ¢ikmistir. Deney sonuglarindaki verilere gore
seker ve yapay tatlandiricilarin genotoksik etkiler ortaya ¢ikardigi saptanmistir (Rizk ve
digerleri, 2016).

Bir bagka calismada, sentetik tatlandiricilarin aspartam ve sukralozun biyokiitledeki
artisa  etkisini ve sogan koklerinin apikal meristemindeki hiicrelerde mitotik
anormalliklerin sikligi arastirilmistir. Test sisteminin tatlandiricilar ile ortak islenmesi
sirasinda sinerjistik bir etki sonucu degerlendirilen maksimum toksisite kaydedilmistir.
Deney numunelerindeki kromozomal sapmalarin sikligi kontrol grubu ile anlamli bir
farkhilik gostermemistir, fakat kok meristem hiicrelerinin kromozomal anormallikleri
spektrumunda 6nemli degisiklikler gostermistir (Samoilov, 2019).

A. cepa kok hiicrelerine, gida katki maddelerinden olan sodyum benzoat ve sodyum
metabisiilfit farkli dozlarda ve siirelerde maruz birakilmistir. Uygulama sonunda doz
artisina bagli olarak M1’de diisiis ve kromozom aberasyonlar1 gériismiistiir. En ¢ok goriilen
hasarlar; kromozom kirikliklar1 ve koprii olusumlart olmustur (Onyemaobi ve digerleri,
2012). GKM’nin riskleri wvurgulanmis olup arastirma sonuglari tez ¢alismamizla
benzerlikler gdstermistir.

Yapay tatlandiricilarin farkli konsantrasyon ve siirelerde uygulanmasi sonucunda
farkli kromozomal anormallikleri olusturdugu, artan uygulama siiresi ve dozlarina bagh
olarak hiicre boliinmelerini engelleyerek MI degerlerini anlamli bir sekilde diisiirdiigii
saptanmigtir. Calisgmamiz sonucunda kromozomlarda meydana gelen anormallikler diger
literatiir caligmalariyla uyusmaktadir. Elde edilen veriler neticesinde siikroz, aspartam ve

sakarin gibi gida katki maddelerinin genotoksik etkileri gosterilmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Aspartam uygulamasinin MI bulgularinda 20 ve 40 tabletlik uygulama dozlarinda
p<0,05 anlamlilik diizeyine gore 24-48 saatlik siire¢lerin ikisinde de kontrol grubuna gore
anlaml farklilik oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubuna goére karsilastirdigimizda, MI
degerini en az etkileyen 6,03+0,17 aritmetik ortalama ile 24 saat 20 tabletlik uygulama
grubudur. En fazla etkileyen grup ise 5,09+0,58 mitotik indeks degeri ile 48 saat 40
tabletlik uygulama grubunu oldugu gortilmiistiir.

Kromozom anormalligine ait bulgulara bakildiginda ise aspartamin 20 ve 40 tabletlik
uygulamalarinda p<0,05 anlamlilik diizeyine gore 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinin
kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir. Kontrol grubuna gore
karsilastirdigimizda, hiicre hasarina en az sebep olan 35,86+6,44 aritmetik ortalama ile 24
saat 20 tabletlik uygulama grubudur. En fazla anormallige neden olan ise 49,48+8,57 ile 48
saat 40 tabletlik uygulama grubu oldugu goériilmiistiir. Kromozom aberasyonlarinda en sik
goriilen etkiler; metafazda tabla kaymasi, anafazda diizensiz dizilim, kromozom kirig
olusumudur. Bunlar1 takiben anafazda kalgin kromozom ve koprii olusumuna rastlanmaistir.

Sakarine ait MI bulgularinda 20 tablet sakarin sirasiyla 24 saatlik ve 48 saatlik
stirelerle uygulanmistir. Elde edilen bulgularda 24-48 saat uygulama siirelerinin kontrol
gruplarina gore anlamli farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir. Yine ayni sekilde 40 tablet
sakarin farkl siirelerde uygulandiginda da her iki grubun kontrol grubuna gore anlaml
farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Kontrol grubuna gore karsilastirdigimizda, hiicre
boliinmesini en az etkileyen 6,37+0,41 aritmetik ortalama ile 24 saat 20 tabletlik uygulama
grubudur. En fazla etkileyen ise 5,68+0,73 MI degeri ile 48 saat 40 tabletlik uygulama
grubunu oldugu gorilmiistiir.

Kromozom anormalligine ait bulgulara bakildiginda ise sakarinin 20 ve 40 tabletlik
uygulamalarinda p<0,05 anlamlilik diizeyine gore 20 tablet 48 saat uygulama grubunda ve
40 tablet 24 saat siirelerinde anlamli farklilik elde edilmemistir. Fakat kontrol grubuna gore
karsilastirdigimizda, kromozom anormallikleri ylizdeleri arasinda artig belirgin olarak
goriilmektedir. Bu durum uygulama dozlarindaki ve maruz kalma siirelerindeki artiga bagl
olarak hiicre bdliinmelerinin  inhibe olmasi ile agiklanabilir. KA degerleri
karsilastirildiginda hiicre hasarina en az sebep olan 21,84+3,44 aritmetik ortalama ile 24
saat 20 tabletlik uygulama grubudur. Anormallige en fazla neden olan 36,40+4,00 degeri

ile 48 saat 40 tabletlik uygulama grubu oldugu goriilmiistiir. En sik goriilen kromozom
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anormallik etkileri; anafazda kutup kaymasi, C-mitoz, lagard kromozom ve metafazda
tabla kaymasi olmustur. Bunun yaninda yine sik karsilagilan kromozom hasarlari; diizensiz
anafaz, telofazda kutup kaymasi ve anafazda kalgin kromozom olusumlaridir.

35 g/L ve 70 g/L konsantrasyonlarindaki siikroz, 24 saatlik ve 48 saatlik siirelerle
A.cepa’ya uygulanmistir ve elde edilen bulgularda 24-48 saat uygulama siirelerinin kontrol
gruplarina gore anlamli farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir. Kontrol grubuna gore
karsilastirdigimizda, hiicre boliinmesini en az etkileyen 7,24+0,06 aritmetik ortalama ile 24
saat 35 g/L konsantrasyondaki uygulama grubudur. En fazla etkileyen ise 6,42+0,38
mitotik indeks degeri ile 48 saat 70 g/L uygulama grubu oldugu goriilmistiir.
Konsantrasyon ve maruz kalma siirelerindeki artisla baglantili olarak MI degerinde
azalmaya neden oldugu gézlenmistir.

Kromozom anormalligine ait bulgulara bakildiginda ise siikrozun 35 g/L ve 70 g/L
doz uygulamasinda p<0,05 anlamlilik diizeyine gore 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinin
kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir. Kontrol grubuna gore
karsilastirdigimizda, hiicre hasarina en az sebep olan 13,71+1,26 aritmetik ortalama ile 24
saat, 35 g/L uygulama grubudur. Anormallige en fazla neden olan 22,99+3,41 degeri ile
48 saat 70 g/L uygulama grubu oldugu goriilmiistiir. En sik meydana gelen hiicre
anormallikleri; anafazda koprii olusumu, anafazda kutup kaymasi, tabla kaymasi ve
diizensiz kromozom yerlesimleri olmustur. Bunun yaninda telofazda kutup kaymasi ve
enine ayrilma ve poliploidi anormalliklerine rastlanmistir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada yapay tatlandiricilardan olan aspartam ve sakarin
maddelerinin ve karsilastirma amaciyla dogal tatlandiricilardan olan siikrozun farkli saat
ve konsantrasyonlarda uygulamalari yapilmistir. Bu analizler sonucunda bu
tatlandiricilarin A. cepatiirinde kromozom yapilarin1 bozduklart ve hiicre boliinmelerini
onemli derecede engelledikleri goriilmiistiir. Mitotik indeksteki anlamli diisiis ve
kromozom anormalliklerindeki artig sonucu genotoksik etkileri raporlanmistir.

Arastirmamiz sonucunda elde edilen veriler 15181nda, 6zellikle diyabet hastalarinin
siklikla tercih ettigi ve diger bircok alanda kullanilan tatlandiricilarin saglhigi olumsuz
sekilde etkileyebilecegi, bu nedenle bu tiir tatlandiricilar tiiketen kisilerin giinliik tiikketim
miktarlarina dikkat etmelerinin 6nemi ve bu maddeleri iireten firmalarin Onerdigi

miktarlarda kullanmalarinin 6nemli oldugu ortaya konmustur.
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