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Bu calismada seker alkolleri (poliol) smifina giren diisiik kalorili yapay
tatlandirict maltitol’un insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi
(KKD), kromozom anormalligi (KA) ve mikroniikleus (MN) olusumu iizerindeki
etkileri arastirilmistir.

Tiim dozlarda (1.25, 2.5 ve 5 mg/ml) ve muamele siirelerinde (24 ve 48 saat)
maltitol, KKD sayisin1 istatistiksel olarak Onemli derecede artirmamistir. Ayni
sekilde, tiim dozlarda maltitol KA sayisim1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
artirmis, fakat bu artis istatistiksel olarak 6nemli bulunamamistir. Halbuki, maltitol
24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde MN olusumunu istatistiksel olarak énemli bir
sekilde (P<0.05) artirmistir, fakat bu artisin doza bagli olmadigi saptanmistir.
Maltitol, tiim dozlarda ve muamele siirelerinde hem RI’'ni hem de MI’i
etkilememistir. Ayrica maltitol besi yerinin pH ve osmolitesini de degistirmemistir.
Sonu¢ olarak maltitol’un in vitro insan lenfositlerinde zayif genotoksik risk
tasiyabilecegini fakat sitotoksik etkiye sahip olmadigini sdyleyebiliriz.
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In the present study, the effects of the low caloric artifical sweetener maltitol,
which is a member of sugar alocohol (poliol), on sister chromatid exchange (SCE),
chromosome aberration (CA) and micronucleus formation (MN) were investigated in
human peripheral lymphocytes.

Maltitol did not induce SCE in all concentrations (1.25, 2.5 and 5 mg/ml) and
treatment periods (24 and 48 hours). Maltitol induced the CA when compared with
control however, without statistically significant. Maltitol statistically significant
(P<0.05) induced the frequency of MN for 24 and 48 hours treatment period, without
dose-dependend manner. In addition maltitol did not decrease the RI and the MI in
all concentrations and treatment periods. Also maltitol did not change the pH and
osmolity of the chromosome medium. In conclusion, it can be concluded that
maltitol has a weak genotoxic risk however it has not cytotoxic effect in human
peripheral lymphocytes in vitro.
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1. GIiRIS Semir CANIMOGLU

1.GIRiS

Gida katki maddeleri, gidalarda mikrobiyolojik bozulmay: Onleme ve
dayaniklilig1 arttirma, besleyici degeri koruma, teknolojik islemlere yardimci olma,
renk, goriliniis, lezzet, koku gibi duyusal 6zellikleri diizeltme gibi pek cok amagcla
katilan maddelerdir (Altug, 1999).

Gida katki maddelerinin  kullanilmas1 ile ilgili tarihsel gelismeler
incelendiginde, M.O. 3000 yillarinda et iiriinlerini kiirlemede tuzdan yararlanildig,
M.O. 900 yillarinda ise tuz ve odun tiitsiisiiniin gida saklama ydntemleri olarak
kullanildiklar1 goriilmektedir. Ortagaglarda etlere koruyucu amagla tuz ve tiitsiiniin
yani sira katilan nitratin etin rengini olumlu yonde degistirmek ve bozulmayi
onlemek amaciyla kullanildig: bilinmektedir. M.O. 50°li yillarda baharatlardan lezzet
verici olarak yararlanilmis, gida boyalari ise giiniimiizden yaklasik 3500 yil kadar
once Misirlilar tarafindan renklendirici amacla kullanilmislardir. 19. ylizyildaki hizl
sehirlesmenin paralelinde katki maddelerinin kullanimlari, 6zellikle gidalar
bozulmalara karsi koruma amaciyla yayginlasmis olup giliniimiizde ise bu maddeler
gelisen gida teknolojisinin vazgecilmez bir pargasini olusturmuslardir ( Altug, 1999).

Son 30 yildir gelismis {iilkeler basta olmak iizere, yiyecek maddelerinde
kullanilan katki maddelerinde ciddi bir artis oldugu bilinmektedir. Ornegin sadece
Ingiltere'de bir yil iginde kullanilan katki maddelerinin toplam agirligmin iki yiiz bin
tonu gectigi sanilmaktadir. Cogu aroma/lezzetlendirici olmak tizere toplam alt1 bin
civarinda katki maddesi bulunmaktadir ve tatlandirici maddeler de gidalarda
kullanilan 6nemli bir grubu olusturmaktadirlar.

Gidaya tath tadi veren ve seker olmayan maddeler olarak tanimlanan
tatlandiricilar, farkli kimyasal yapilara sahip olmalar1 nedeni ile degisik fiziksel,
kimyasal ve fizikokimyasal 6zellikler gosterirler. Tatlandiric1 etkisi bilinen en eski
madde seker grubundaki sukroz olup, glukoz, fruktoz, hidrolize nisasta suruplar1 ve
yiiksek fruktozlu misir suruplart da tarimsal kaynakli dogal tatlandiricilardir. Ancak,
Diinya Saglik Teskilati (WHO) ve Gida Tarim Orgiitii (FAO)’niin olusturduklar
Uluslararas1 Gida Kodeksi Komisyonu (CAC) tarafindan yukarida sayilan ve seker



1. GIiRIS Semir CANIMOGLU

Ozelligi tasiyan bu maddeler gida katki maddesi olarak nitelendirilmemektedir (Altug
ve Elmaci, 2001).

Sekerler disinda tatlandirict etkisi bulunan bitkilerin gida ve iceceklerde
kullanim1 &zellikle tropikal iilkelerde asirlar dncesine dayanmaktadir. Ornegin,
Thaumatococcus daniellii bitkisinin su ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen tomatin
seyreltik sukroz c¢ozeltisinden 3500 kez daha fazla tathdir ve Bati Afrika’lilar
tarafindan asirlardir kullanilmaktadir (Altug ve Elmaci, 2001). 1878 yilinda
sakkarinin kesfi ile kuvvetli tatlandirma o6zelligi bulunan yapay tatlandiricilarin
kullanilma devri baslatilmis oldu. Bu tarihten sonra tatlandirici 6zelligi bulunan bir
¢ok madde bulunmus, fakat toksikolojik Ozellikleri yiiziinden ancak bunlarin
bazilarinin (asesulfam K, aspartam, alitam, sakkarin, siklamat, dulcin, neotam, gibi)
kullanimina izin verilmistir. I. ve II. Diinya savaglar1 sirasinda olusan seker kitligi
dolayisiyla ve sekerden daha ucuz olmast nedeni ile sakkarin kullanimi
yayginlagmigtir.

Yaklasik son 50 yildir seker yerine tatlandirict kullanimi giderek artmaktadir.
Yiiksek oranda karbonhidrat, 6zellikle seker tliketiminin insanlarda kardiyovaskiiler
hastaliklar basta olmak {izere obesite (sismanlik), diyabetes mellitus (seker hastalig1)
ve diger hastaliklara neden olduklarinin belirlenmesi sonucu sekerler disindaki
tatlandiricilara ilgi giderek artmistir (Altug ve Elmaci, 2001). Sistemli diyet
recetelerinin diizenlenmesine olan gereksinim ve tatlandirict katilmis gidalarin genis
capta iretimi ile piyasada bu tip katki maddelerini iceren diisiik kalorili ve diyet
amacli gida cesitlerinde de artis gozlenmistir. Giinlimiizde tatlandiricilarin
katildiklar1 gidalar, diyabetik ve metabolik bozukluklar1 olan kisilerin yaninda viicut
agirhigini dengelemek isteyen kisiler tarafindan da yogun bir sekilde tiiketilmektedir.

Bu maddelerin tiiketimi arttik¢a, bazi rahatsizliklarla olan baglantilara yonelik
bulgular da ortaya ¢ikmaya baslamistir. Bunlarin i¢cinde en sikg¢a goriilenleri; egzema,
astim, bas agrisi, alerjik kasintilar, gastrik rahatsizliklar, 6zellikle ¢ocuklarda olmak
tizere ishal, hiperaktiflik ve asir1 duyarlilik (hypersensitivity)’'tir (Hill and Belsito,
2003; Breiteneder, 2004; Hegde ve Venkatesh, 2004; Koskela ve ark., 2004). Gida
katki maddelerinden olan tatlandiricilarin muhtemel olan bu etkileri yaninda ¢ok

daha ciddi olan ve gelecek nesillerin sagliksiz olmasina sebep olabilecek mutasyon
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veya kanser olusturma riskleridir. Bir kimyasal maddenin bdyle bir genotoksik
etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi kisa siireli mutajenite ve kanserojenite
testleri ile miimkiin olabilmektedir.

Bugiin kisa siireli mutajenite ve kanserojenite testleri olarak bilinen ve bir
kimyasal maddenin genotoksik etkiye sahip olup olmadiginin belirlenmesinde kardes
kromatid degisimi (KKD)(sister chromatid exchange=SCE) testi, kromozom
anormalligi (KA)(chromosome aberration=CA) testi ve mikroniikleus (MN) testi
kullanilmaktadir. Perry ve Evans (1975) Chinese hamster ovary (CHO) hiicrelerinde
cesitli mutajen ve kanserojenlerin KKD ve KA sayisimi artirdigini saptamislardir.
Daha sonra Carrano ve ark. (1978) mutajen ve kanserojenlerin toksik dozlarinin
altinda meydana getirdikleri genetik hasarin siiratle gosterilmesinin KKD ve KA
analizleri ile miimkiin olabilecegini, ayrica bir maddenin mutasyon meydana
getirmesi ile KKD olusumunu artirmasi arasinda dogrusal bir iligkinin oldugunu da
belirtmislerdir.

Tatlandiricilarin genotoksik ve kanserojenik etkilerini belirlemek i¢in yapilan
calismalarda daha cok ilk yapay tatlandirict olan saakkarin iizerinde durulmustur ve
sakkarinin hem mutajenik hem de kanserojenik etkilere sahip oldugu bildirilmistir
(Wolff ve Rodin, 1978; Moore ve Schmick, 1979; Renner, 1979; Taylor ve ark.,
1980; Cohen ve ark., 1982; Mahon ve Dawson, 1982; Amstrong, 1985; Squire ,1985;
Ashby ve Ishidate, 1986; Thomas ve ark., 1986; Suzuki ve Suzuki, 1998; Takayama
ve ark., 1998; Takayama ve ark., 2000; Sasaki ve ark., 2002). Giiniimiizde yogun
olarak kullanilan diger bir yapay tatlandirici olan aspartam’in da genotoksik
(Shephard ve ark., 1993; Rencilizogullar1 ve ark., 2004) ve kanserojenik (Gurney ve
ark., 1997; Schwartz, 1999) etkiye sahip oldugu bir ¢ok arastiric1 tarafindan
bildirilmistir. Bununla birlikte, yapay veya dogal bir ¢ok tatlandiricinin mutajenik ya
da kanserojenik etkiye sahip olduklar1 bir ¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir
(Jemison ve ark., 1984; Sheu ve ark., 1986; Compadre ve ark., 1988; Brusick ve ark.,
1989; Kruger ve ark., 1999; Dragsted ve ark., 2002; Hansen ve ark., 2004).

Calismamizda kullandigimiz maltitol (4-o-a-D-glukopiranozil-D-sorbitol) bir
seker alkoliidiir (poliol) ve bir disakkarit olan maltozun hidrojenasyonuyla elde

edilen diisiik kalorili yapay bir tatlandiricidir ( Suzuki ve Tamura, 1988: Tsukamura
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ve ark., 1998’den). Maltitol hacim verici olmasindan yani su tutma Ozelliginden
dolay1 gidalarin kalitesinin artirilmasinda 6zellikle firinlanmis iiriinlerde, regellerde
ve marmelatlarin yapiminda, ayrica diyet tiirii tathilarda, sakizlarda ve dondurma
yapiminda kullanilmaktadir. Tarim Bakanligi tarafindan maltitol’un gidalardaki
kullanim miktarina herhangi bir sinirlama getirilmemis ve gidalarda ihtiya¢ duyulan
miktarlarda kullanilabilecegi bildirilmistir (Tarim Bakanligi, Tirk Gida Kodeksi,
1997). Takizawa ve Hachiya (1984), maltitol’iin Salmonella typhimurium ve
Escherichia coli suslarinda mutajen olmadigini ve fare kemik iliginde de MN
olusumunu artirmadigmni bildirilmiglerdir. Maltitol’un sigan kalin barsaginda
dimethylhidrazin’in kanser olusumunu inhibe ettigi (Tsukamura ve ark., 1998),
dislerde plak olusumuna sebep olmadigi (Maguire ve ark., 2000), ayrica geng ve
yetiskin siganlarda ince bagirsaktan kalsiyum emilimini artirdig1 ve kemigin kirilma
direncini yiikselttigi (Kishi ve ark., 1996; Fukahori ve ark., 1998; Goda ve ark.,
1998) bildirilmistir. Halbuki, 40 g olarak cikolataya enjekte edilen maltitol’un
insanlarda sanci ve gaz olusumuna sebep oldugu saptanmistir (Koutsou ve ark.,
1996; Storey ve ark., 1998). Maltitol, midede hidrolize olarak sorbitol ve glukoza
dontismektedir (Altug ve Elmaci, 2001). Johannes ve ark. (1992), sorbitol’un CHO
hiicrelerinde DNA zararlarini indiikledigini, Tatewaki ve ark. (2002) da glukoz’un
blastosit kiiltiirinde KA olusumunu artirdigin1 saptamislardir. Sorbitol viicutta
emiliminden sonra dehidrogenaz enzimi ile okside olarak fruktoza doniismekte,
olusan fruktoz ise fruktojenaz enzimi ile fruktoz-1-fosfata dontismektedir. Bu
metabolit de karacigerde aldolaz B enzimi ile dihidroksiasetonfosfat ve gliseraldehite
parcalanmakta, dihidroksiasetonfosfat ise piruvat veya glikoz ve glikojene
metabolize olmaktadir. MacGregor ve ark. (1989), fruktoz/lisin karisiminin oral
olarak verildiginde farelerde MN olusumunu artirmadigini, halbuki CHO
hiicrelerinde siddetli klastojenik etki gosterdigini saptamiglardir. 1,5-Anhydro-D-
fruktozun fare lenfoma L5178Y hiicrelerinde ve Ames testinde mutajen olmadigi
saptanmistir (Yu ve ark., 2004).

Yukaridaki ¢alismalardan goriildiigii gibi maltitol’un in vitro genotoksik etkisi
ile ilgili hicbir calisma yapilmamistir. Bir kimyasal maddenin mutajenik ya da

kanserojenik etkiye sahip olup olmadiginin belirlenebilmesi igin kisa siireli
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mutajenite ve kanserojenite testlerinden olusan bir test grubu ile kimyasalin test
edilmesi ve ona goére karar verilmesi gerekmektedir. Iste bu ¢alismada amacimiz,
maltitol’iin insan periferal lenfositlerinde KKD, KA ve MN olusumu, DNA
replikasyonu ve hiicre bolinmesi {izerindeki etkilerini arastirmak, dolayisiyla

insanlar i¢in genotoksik risk tasiyip tasimadigini belirlemektir.
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2.0NCEKI CALISMALAR

Bu boliimde tat veren maddeler tatlandiricilar ve dogal sekerler olarak ayrilmis
ve bu maddelerin in vivo deney hayvanlart ya da in vitro insan veya deney
hayvanlarinin ¢esitli dokular1 kullanilarak saptanan genotoksik, mutajenik ve
kanserojenik etkileri iizerinde daha Once yapilan caligmalar alfabetik siraya gore

verilmigtir.
2.1. Tatlandiricilarin Genotoksik, Mutajenik ve Kanserojenik Etkileri
2.1.1. Asesulfam K (Acesulfam K)

Asesulfam K (E950) 1967 yilinda bulunmus ve sukroz’dan 100-200 kat daha
fazla tat veren, kalorisiz yapay bir tatlandiricidir. Sunnet ticari adiyla satisa
sunulmaktadir.

Durnev ve ark. (1995), 5 giin boyunca oral yolla gilinliik 15 ve 150 mg/kg
dozlarinda asesulfam K verilen C57Bl/6 farelerinde KA’nin indiiklenmedigini
bildirmislerdir. Jeffrey ve Williams (2000), 5x107, 1x107 ve 4x10% M dozlarinda
asesulfam K’nin sigan karaciger hiicrelerinde DNA zararlarina sebep olmadigini,
Sasaki ve ark. (2002) da fare organlar1 (mide, kalin bagirsak, karaciger,bobrek,
mesane, akciger, beyin ve kemik iligi ) ile yaptiklar1 Comet Assay deneyinde 2000
mg/kg (3 ve 24 saat) dozunda asesulfam K’nin hi¢bir organda DNA zararina sebep
olmadigin1 bildirmiglerdir. Weihrauch ve ark. (2004), yapilan epidemiyolojik
caligmalar sonucunda asesulfam K’nin genotoksik veya kanserojenik etkiye sahip
olup olmadigin1 sdyleyebilmek i¢in daha erken oldugunu, dolayisiyla bu yeni kusak
tatlandiricinin  kesin etkisini belirleyebilmek icin ise ilave caligmalara gerek
oldugunu bildirmislerdir.

Halbuki, Mukherjee ve Chakrabarti (1997) toksik olmayan dozlarda ve gavaj
yoluyla Swiss albino farelerine verilen acesulfam K’nin fare kemik iliginde KA

sayisin1 doza bagli bir sekilde artirdigin1 saptamiglardir.
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2.1.2. Alitam (Alitame)

Alitam 1980 yillinda Aclame adi altinda piyasaya siiriilen yapay bir
tatlandiricidir ve sukroz’dan yaklasik olarak 2000 defa daha tatlidur.

Weihrauch ve Diehl (2004), yapilan epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda
alitam’in genotoksik veya kanserojenik etkiye sahip olup olmadigini sdyleyebilmek
icin daha erken oldugunu, dolayisiyla bu yeni kusak tatlandiricinin kesin etkisini

belirleyebilmek i¢in ilave ¢alismalara gerek oldugunu bildirmislerdir.

2.1.3. Aspartam (Aspartame)

Aspartam (E951) sekerden 160 kat daha fazla tat veren diigiik kalorili yapay
bir tatlandiricidir. 1965 yilinda bulunmus ve 1980 yilindan itibaren NutraSweet,
Equal veya Canderel gibi degisik ticari adlar altinda piyasada satilmaktadir.

Ishii (1981), 104 hafta boyunca giinliik 1, 2 ve 4 g/kg aspartam ile beslenmis
siganlarda beyin tiimoriiniin gelismedigini, Ito ve ark. (1984) da igme sularina 4 hafta
boyunca giinde %0.01 veya %0.05 oraninda aspartam katilan erkek Fischer 344
sicanlarin idrar keselerinde neoplastik gelisime rastlanmadigin1 saptamislardir.
Durnev ve ark. (1995), 40 ve 400 mg/kg dozlarinda aspartam’in C57Bl/6 farelerinin
kemik iliginde klastojenik etki gostermedigini, Mukhopadhyay ve ark. (2000) da
Swiss albino farelerin kemik iliginde 15 mg/kg dozunda asesulfam K ile 35 mg/kg
dozunda aspartam’in karisim halinde genotoksik olmadigini, halbuki 350 mg/kg
aspartam ile 150 mg/kg asesulfam K’nin karisim halinde KA olusumunu 6nemli
derecede artirdiklarini bildirmislerdir. Jeffrey ve Williams (2000), 5x107 ve 1x107
M dozlarinda aspartam’in F344 ve Sprague-Dawley sican karaciger hiicrelerinde
DNA zararlarina sebep olmadigini saptamiglardir. Sasaki ve ark. (2002), farelerin 8
farkli organ1 (mide, kalin bagirsak, karaciger, bobrek, mesane, akciger, beyin ve
kemik iligi) ile yaptiklarti Comet Assay ¢alismasinda 2000 mg/kg dozunda 3 ve 24
saat aspartam ile muamele edilen farelerin hi¢bir organda DNA zararinin
olusmadigint  bildirmislerdir. Weihrauch ve Diehl (2004), epidemiyolojik

calismalarda aspartam’in kanser olusumuyla bir iligkisinin kurulamadigi, cesitli
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kaynaklarda belirtilen aspartam’in kanser yapici etkiye sahip oldugu seklindeki
bilgilerin ise ihmal edilebilir oldugunu bildirmislerdir. Kulakova ve ark. (1999),
aspartam’in anti-mutajenik etkisini C57B1/6 farelerinde ¢alismislardir. Arastiricilar
dioxydin ve cyclophosphan’in farelere verilmesinden bir hafta sonra farelere 0.4-40
mg/kg dozlarinda aspartam vermisler ve KA sayisini saptamislardir. Bu ¢alismaya
gbre aspartam’in dioxydin ve cyclophosphan’in mutajenik etkisini azaltmamis yani
anti-mutajenik etkiye sahip olmadig1 saptanmistir. Halbuki, Creppy ve ark. (1998),
aspartam’in mikotoksin olan ochratoxin A (OTA) nin farelerde olusturdugu toksik
etkiyi engelledigini bildirmislerdir. Ayrica Butchko ve ark. (2002) yaptiklar1 derleme
calismasinin sonuglarina goére aspartam’in kanser yapici etkisinin olmadigini ileri
stirmiislerdir.

Bununla birlikte, Renciizogullar1 ve ark. (2004), 500, 1000 ve 2000 pg/ml
aspartam ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde aspartam’in
KKD olusumunu indiiklemedigini, fakat hem KA hem de MN sayisini artirdigini ve
sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Aymi arastiricilar 50-2000
ug/petri dozlarinda aspartam’in Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda
mutajenik etki gostermedigini bildirmislerdir. Shephard ve ark. (1993), aspartam’in
nitrit ile muamele edilmesinden sonra olusan nitroso-aspartam’in S. typhimurium
TA98 ve TA100 suslarinda kuvvetli mutajenik etki gosterdigi, bu mutajenik etkinin
TA98 susuna oranla TA100 susunda daha fazla goriildiiglinii saptamiglardir. Ayni
aragtiricilar mide ve ince bagirsakta dipeptid bilesiklerinin ayni sekilde
nitrozlandigimi ve bundan dolay1 da daha fazla mutajenik etki gosterebildiklerini de
ifade etmiglerdir. Olney ve ark. (1996), aspartam’in Sprague Dawley si¢canlarinda
kanserojenik etki yapabilecegini belirtmis, FDA tarafindan desteklenen ve besin
yoluyla aspartam verilen 320 Sprague Dawley sicanlarinda beyin tiimoriiniin
olustugu bildirilmis, yani Olney ve ark. (1996)’nin sonuglarini desteklemislerdir
(Aspartam {izerinde yapilan E33-34 master ¢alismast FDA: Weihrauch ve ark.,
2001°den). Halbuki Ishii ve ark. (1981), aspartam’in siganlarda kansere sebep olmadigini

agiklamistir.
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2.1.4. Siklamat (Cyclamate)

Siklamik asidin (E952) sodyum veya kalsiyum tuzlari seklinde iiretilen
siklamat 1937 yilinda kesfedilmis yapay bir tatlandiricidir. Enerji vermeyen ve
sekerden yaklasik olarak 30-50 kat daha fazla tat veren bir tatlandiricidir.

Kessler ve Clark (1978), 519 siklamat kullanicisi ve ayni sayida kontrol
gruplariyla yaptiklar1 epidemik ¢aligmada siklamat’in insanlarda kanser olusumunu
artirmadigini bildirmislerdir. Ito ve ark. (1984), icme sularina 4 hafta boyunca gilinde
%0.01 veya %0.05 oraninda sodyum siklamat katilan erkek Fischer 344 sicanlarin
idrar keselerinde neoplastik gelisime rastlanmadigini saptamislardir. Aymi sekilde,
Armstrong (1985) da epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda siklamat’in insanlarda
mesane kanseri olusturmadigin1 fakat, sigara i¢gmeyen ve siklamat kullanan
bayanlarin yiiksek risk altinda olduklarini bildirmistir. Herbold (1981) siklamat’in S.
typhimurium TA1535, TA100, TA1537 ve TA98 suslarinda metabolik aktivator
varliginda ve yoklugunda mutajenik etki gostermedigini saptamistir. Cain ve ark.
(1988), 6 hafta boyunca kalsiyum siklamat’in tolere edilebilecek maksimum dozunu
oral olarak farelere vermisler ve fare germ hiicrelerinde kalsiyum siklamat’in
dominant letal mutasyon ve translokasyonlar iizerindeki etkisini arastirmislardir.
Calisma sonucunda her iki testin sonucunun negatif oldugunu bildirmislerdir.
Brusick ve ark. (1989), kalsiyum siklamat’in mutajenik etkisini saptamak i¢in in
vitro memeli hiicre testini, in vitro zamansiz DNA sentezi deneyini ve Drosophila
eseme bagli resesif letal gen testini kullanmislardir. Arastiricilar  kalsiyum
siklamat’in tiim testlerde negatif sonu¢ verdigini, sadece 1 mg/ml ve daha yiiksek
dozlarda kullanmildiginda sican hepatositlerinde toksik etki olusturdugunu
saptamiglardir. Ahmed ve Thomas (1992), epidemiyolojik ¢aligmalar onucunda
siklamat’in tek basina kanserojenik olmadigini fakat, hayvanlarla yapilan in vitro ve
in vivo calismalarda siklamat’in kanserojenik aktiviteye sahip olabilecegini
bildirmiglerdir. Ayrica, ayni arastiricilar siklamat’in kanserojenik ve mutajenik
etkisini belirleyebilmek i¢in ilave caligmalara gerek oldugunu 6zellikle siklamat’in
metabolitlerinin c¢alisilmasinin gerekli oldugunu aciklamislardir. Durnev ve ark.

(1995), 5 giin boyunca oral yolla giinlik 11 ve 110 mg/kg dozlarinda siklamat
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verilen C57Bl/6 farelerinde KA’nin indiiklenmedigini bildirmislerdir. Takayama ve
ark. (2000), 24 y1l boyunca ve dogumdan hemen sonra yiyeceklerine giinde 100-500
mg/kg sodyum siklamat katilan maymunlarin bazilarinda metastatik kolon, karaciger
ve prostat kanserlerine rastlandigini fakat bununla birlikte sodyum siklamat ile
kanser olusumu arasinda direkt bir iliski kuramadiklarini belirtmislerdir. Weihrauch
ve Diehl (2004), epidemiyolojik c¢aligmalar sonucunda siklamat’in insanlarda ve
hayvanlarda kanser olusumu ile bir baglantisinin kurulamadigini bildirmislerdir.
Jeffrey ve Williams (2000), 2x10 ve 4x10” M konsantrasyonlarinda siklamat’in
sigan karaciger hiicrelerinde DNA zararlarina sebep olmadigini, halbuki Sasaki ve
ark. (2002), fare organlar1 (mide, kalin bagirsak, karaciger,bobrek, mesane, akciger,
beyin ve kemik iligi ) ile yaptiklar1 Comet Assay ¢alismasinda 100, 1000 ve 2000
mg/kg dozlarinda sodyum siklamat ile 3 ve 24 saat muamele edilen farelerin
gastrointestinal sistemlerinin hiicre DNA’larinda kiriklar meydana geldigini
bildirmislerdir. Halbuki, Jemison ve ark. (1984), insan periferal lenfositlerini 107 ve
10 molar konsantrasyonunda kalsiyum siklamat ile muamele etmisler ve kalsiyum
siklamat’in KA’ni indiikledigini, hiicreleri mitoz bolinmeye tesvik ettigini yani MI’i

arttirdigini bildirmislerdir.

2.1.5. Glisirhizin (Glycyrrhizin)

Licorice ticari adiyla satilan glisirhizin, Glycyrrhiza glabra bitkisinden elde
edilen ve sekerden 30-50 kat daha fazla olan bir tatlandiricidir. Tatlandiric1 olarak
kullanilabildigi gibi baz1 ila¢ ve tiitlin iirlinlerinde aroma verici olarak da
kullanilabilmektedir.

Kobuke ve ark. (1985), B6C3F1 farelerinin igme sularina 96 boyunca % 0.15
olarak katilan disodyum glisirhizin’in toksik ve kanserojenik etkiye sahip olmadigini
saptamiglardir. Sheu ve ark. (1986), 10 hafta boyunca siganlarin besinlerine ve 8
hafta boyunca farelerin besinlerine katilan glisirhizin’in dominant letal mutasyonunu
istatistiksel olarak Onemli derecede indiikledigini saptamislardir. Tanaka ve ark.
(1987), glisirhizin’in  Ames Testinde antimutajenik etkiye ahip oldugunu

bildirmislerdir. Wang ve ark. (1991), glisirhizin’in beta ve alfa izomerlerinin
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antimutajenik etkisini S. typhimurium’da, anti kanserojenik etkisini de SENCAR
sicanlarinda ¢alismiglardir. Arastiricilar, glisirhizin izomerlerinin S. typhimurium
TA98 ve TA100 suslarinda benzo[a]pyrene (B[a]P), 2-aminofluorene ve aflatoxin
B1’in mutajenik etkisini inhibe ettiklerini, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate’in
kanserojenik etkisine karsi sicanlari korudugunu bildirmislerdir. Buna ilaveten
Kobayashi ve ark. (2002), 10 g/kg olarak metastatik kanserli fareye verilen
glisirhizin’in kanser hiicrelerinin metastaz etkisini yok ettigini saptamislardir. Zani
ve ark. (1993), Salmonella/mikrozom test sisteminde glisirhizin’in ethyl
methanesulfonate’in mutajenik etkisini azalttigini, halbuki Ohtsuka ve ark. (1995),
glisirhizin’in S. typhimurium’un TA100 susuna mutajen bir madde olan 2-(2-furyl)-
3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide (AF-2) maddesinin mutajenik etkisini azaltmadigin
yani antimutajenik etkiye sahip olmadigini bildirmislerdir. Sasaki ve ark. (2002), 8
fare organ1 (mide, kalin bagirsak, karaciger, bobrek, mesane, akciger, beyin ve kemik
iligi) ile yaptiklar1 Comet Assay ¢aligmasinda 2000 mg/kg dozunda glisirhizin ile 3

ve 24 saat muamele edilen farelerde DNA zararlarinin olugsmadigini bildirmislerdir.

2.1.6. Hernandulsin (Hernandulcin)

Hernandulsin, 19. yiizyilda Meksika’da kesfedilen, Lippia dulcis Trev.
bitkisinden ekstraksiyonla elde edilen ve sekerden 1000 kat daha fazla tatli olan bir
tatlandiricidir.

Compadre ve ark.(1985), hernandulsin oral olarak verildiginde farelerde
toksik etki olusturmadigini ve bakteri deneylerinde de mutajenik olmadigini
saptamiglardir. Halbuki, ayni aragtiricilar (Compadre ve ark., 1988) hernandulsin’in
3-desmethyl tiirevinin S. typhimurium TM677 susunda mutajenik oldugunu

bildirmislerdir.

2.1.7. Laktitol (Lactitol)

Sukroz’a kiyasla daha diisiik bir tatlilik siddetine sahip olan laktitol, laktoz’un
yiiksek sicaklik ve basingta katalitik hidojenasyonu ile elde edilen diisiik kalorili bir

tatlandiricidir.
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Iwakura ve ark. (1994), laktitol’'un mutajenik ve genotoksik etkisini S.
typhimurium (TA1535, TA100, TA1537, ve TA98) ve E. coli (WP2uvrA) suslari,
kiiltire edilmis C. hamster akciger hiicreleri ve fare polikromatik eritrositlerinde
mikroniikleus testi ile aragtirmislar ve laktitol’un hem in vivo hem de in vitro

ortamde mutajenik ve genotoksik etkiye sahip olmadigini saptamiglardir.

2.1.8. Maltitol

Maltitol (E965) bir seker alkoliidiir (poliol) ve bir disakkarit olan maltozun
hidrojenasyonuyla elde edilen diisiik kalorili yapay bir tatlandiricidir.

Takizawa ve Hachiya (1984), Salmonella typhimurium TA98, TA100,
TA1535, TA1537, TA1538 ve Escherichia coli WP2/Pkm101 ile yaptiklar
caligmalarda maltitol’un mutajeniteye sebep olmadigimi ve fare kemik 1iligi ile
yaptiklar1 ¢alismada da MN olusumunu indiiklemedigini bildirmislerdir. Tsukamura
ve ark. (1998), %1 ve %5 dozlarinda 27 hafta boyunca maltitol ile beslenen
sicanlarda maltitol’un sican ¢ekum ve kalin bagirsaginda kanser olusturan 1,2
dimetilhidrazin’in kanser olusturma etkisini azalttigini, yani oral olarak alinan

maltitol’un anti-kanserojenik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

2.1.9. Mannitol

Mannitol (E421) bir seker alkoliidiir (poliol) ve diyabetik hastalar tarafindan
kullanilabilen diisiik kalorili yapay bir tatlandiricidir.

Weitberg ve ark. (1985), uyarilmis insan fagosit hiicrelerinin kiiltiire edilmis
memeli hiicrelerinde KKD olusumunu indiiklediklerini belirtmislerdir. Ayni
aragtiricilar mannitol’un anti oksidan gibi etki yaparak insan fagositlerine karsi
hayvan hiicrelerini korudugunu bildirmislerdir. Aliev ve ark. (1992), mannitol’un
albino si¢anlarda iyonize radyasyon ve cyclophosphate’in mutajeniteleri tizerindeki
etkisini ¢aligmiglar ve mannitol’un 6nemli bir anti-mutajenik etkiye sahip oldugunu

saptamiglardir.
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2.1.10. Neohesperidin DC (Neohesperidin Dihydrochalcone)

Neohesperidin DC 1960 yilinda narenciyeden iiretilen yapay bir tatlandiricidir.
Sekere nazaran 340 defa daha tathh olan neohesperidin DC ilk defa 1994 yilinda
Avrupa lilkeleri tarafindan tatlandirict olarak kullanilmaya baslanmistir.

Sahu ve ark. (1981), farelerde neohesperidin DC’nin mikroniikleus olusumunu
indiikledigini halbuki, MacGregor ve ark. (1983), 100-1000 mg/kg dozlarinda
neohesperidin DC’nin farelerin periferal lenfositlerinde mikroniikleus olugumunu
indiiklemedigini bildirmislerdir. Lina ve ark. (1990), 91 giin boyunca diyetlerine %0,
%0.2, %1.0 ve %S5.0 dozlarinda neohesperidin DC verilen Wistar siganlarinda
herhangi toksik etki goriilmedigini saptamislardir. Aymi sekilde, Waalkens-
Berendsen ve ark. (2004), neohesperidin DC’nin embriyotoksik ve teratojenik
etkisini Wistar Crl:(W)WU BR sicanlarinda ¢alismislardir. Hamile siganlara
hamilelik baglangicindan sonuna kadar (0-21 giin aras1) yiyeceklerine 0.8-0.9 (diisiik
doz), 1.6-1.7 (orta doz) ve 3.1-3.4 (ylikksek doz) g/kg konsantrasyonlarinda
neohesperidin DC verilmistir. Higbir grupta neohesperidin DC’nin fetotoksik,

embriyotoksik ve teratojenik etkisine rastlanmamaistir.

2.1.11. Neotam (Neotame)

FDA tarafindan 2002 yilimda onay alan yeni kusak tatlandiricilardan
birisidir. Aspartam’a benzer yapiya sahip fakat fenilalanin olusturmayan yapay
tatlandiricidir. Sekerden 7.000-13.000 kat daha tatlidir.

Weihrauch ve Diehl (2004), yapilan epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda
neotam’in genotoksik veya kanserojenik etkiye sahip olup olmadigini sdyleyebilmek
icin daha erken oldugunu dolayisiyla bu yeni kusak tatlandiricinin kesin etkisini

belirleyebilmek icin ilave ¢alismalara gerek oldugunu bildirmislerdir.
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2.1.12. Sakkarin (Saccharin)

1879 yilinda kesfedilen sakkarin (E954), bilinen en eski tatlandiricilardan
birisidir. Sekere nazaran 300 kat daha tathidir ve enerji vermeyen yapay bir
tatlandirici olarak birinci diinya savasindan beri kullanilmaktadir..

Wolff ve Rodin (1978), sodyum sakkarin’in insan lenfositleri ve Chinese
hamster ovary (CHO) hiicrelerinde kardes kromatid degisimini (KKD) indiikledigini,
farelerde mesane kanserine sebep oldugunu dolayisiyla hem kanserojenik hem de
mutajenik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Renner (1979), Chinese hamster
kemik iligi hiicrelerinde sakkarin’in KKD’yi indiikledigini bildirmislerdir. Ayni
sekilde, Moore ve Schmick (1979), sakkarin’in Saccharomyces cerevisiae’da
rekombinasyona sebep oldugunu (intergenik ve intragenik rekombinasyona)
saptamiglardir. Ito ve ark. (1984), da i¢me sularina 4 hafta boyunca giinde %0.01
veya %0.05 oraninda sodyum sakarin katilan erkek Fischer 344 si¢anlarin idrar
keselerinde hafif neoplastik gelisime rastlandigin1 saptamislardir. Squire (1985), iki
generasyon boyunca yiyeceklerine %1 sodyum sakkarin katilan IRDC siganlarinda
mesane kanserine rastlanmadigini, sadece %6.25 ve %?7.5 dozlar1 verilen siganlarda
hiperplasia olusumu yam sira transisyonel hiicre karsinomunun olustugunu
bildirmistir. Ashby ve Ishidate (1986) Chinese hamster akciger (CHL) fibroblast
hiicreleri ile yaptiklar1 calismada sakkarin’in sodyum, potasyum, kalsiyum ve
magnezyum tuzlarinin KA’ni indiikledigini bildirmislerdir. Thomas ve ark. (1986),
tek doz sakarin verilen saglikli insanlarin idrarlarinin mutajenik etkilerini Ames Test
sistemi ile caligmiglardir. Sakarin verilmesinden sonra alinan idrarlarin S.
typhimurium TA98 ve TA38 suslarinda oOnemli diizeyde mutajenik etki
olusturduklarini bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar, bu durumun idrar yoluyla atilan
sakkarin’in mesane kanserine sebep olmasini agiklayabildigini belirtmislerdir.
Suzuki ve Suzuki (1988), insan RSa hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada sakkarin’in
doza bagli olarak mutajeniteyi arttirdigini bildirmislerdir. Sasaki ve ark. (2002)
farelerin 8 farkli organinda (mide, kalin bagirsak, karaciger, bobrek, mesane, akciger,
beyin ve kemik iligi) sakkarin’in DNA {izerindeki etkisini Commet Assay ile

calismislar 100, 1000 ve 2000 mg/kg dozlarinda sakarin ve sodyum sakarin ile 3 ve
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24 saat muamele edilen farelerin gastrointestinal sistemlerinde DNA zararlarinin
olustugunu bildirmislerdir. Weihrauch ve Diehl (2004), insanlarla yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda sakkarin’in mesane kanserine sebep olmadigini, ancak
yiksek dozlarda sakkarin’in si¢anlarda mesane kanserini indiikledigini
bildirmislerdir.

Halbuki, Kessler ve Clark (1978), 519 sakkarin kullanan kisi ve ayni sayida
kontrol gruplariyla yaptiklar1 epidemik ¢aligmada sakkarin’in kanserojeniteye sebep
olmadigint bildirmislerdir. Leonard ve Leonard (1979), sakkarin’in in vivo
genotoksik etkisini fare kemik iligi KA testi, polikromatik eritrositlerde (PCE) MN
testi, spermatosit test ve dominant letal testi ile ¢alismislardir. Bunun i¢in sakarin,
farelere 1, 2 ve 4 g/kg dozlarinda i.p.(karinzari i¢ine) olarak veya igme sularina 100
giin boyunca giinde 20 g olarak verilmistir. Arastiricilar sakkarin’in tiim testlerde
negatif sonu¢ verdigini saptamislardir. Aynmi sekilde Eckhardt ve ark. (1980),
sakkarin’in S. typhimurium ve Drosophila’da mutajen olmadigini, farelerde de
mikronukleus olusumunu artirmadigini agiklamislardir. Herbold (1981), sakkarin’in
S. typhimurium TA1535, TA100, TA1537 ve TA98 suslarinda metabolik aktivator
varhiginda ve yoklugunda mutajenik etki gdstermedigini saptamistir. Takayama ve
ark. (1998), 25 yil boyunca haftada 5 giin ve giinde 25 mg/kg sakkarin verilen
maymunlarda idrar yollarinda herhangi bir hiicre proliferasyonuna rastlanmadigini
bildirmislerdir. Pecevski ve ark. (1983), fare ve onlarin birinci kusaklarinda (F))
sakkarin’in  fertilite ve kromozomal translokasyonlar iizerindeki etkisini
incelemislerdir. Iki hafta boyunca 200-500 mg/kg sakkarin verilen farelerde
fertilitenin etkilenmedigi ve mayoz hiicrelerinde herhangi kromozomal anormalligin
meydana gelmedigini bildirmislerdir. Armstrong (1985), epidemiyolojik ¢aligmalar
sonucunda sakkarin’in insanlarda mesane kanseri olusturmadigini fakat, sigara
igmeyen ve sakkarin kullanan bayanlarin yiiksek risk altinda olduklarini bildirmistir.
Dropkin ve ark. (1985), sakkarin’in teratojenik ve genotoksik etkilerini ICR albino
farelerinde ¢alismislardir. Teratojenik etki icin hamile farelere sakkarin 3 farkli yol
ile verilmistir: Hamileligin 10. gilinlinde i.p. olarak 500, 1000, 2000 mg/kg,
hamileligin 5-15 giinleri arasinda gavaj yoluyla 5, 10, 25 mg/kg ve hamileligin

baslangicindan 17. giline kadar igme suyu ile %5, %10, %20 dozlar1. Tim muamele
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sekillerinde teratojenik etkiye rastlanmadigi bildirilmistir. Lamm ve ark. (1989),
mayozda tamir sistemi bozuk (repair deficient) erkek Drosophila melanogaster ile
yaptiklar1 calismada sakkarin’in genotoksik olmadigini bildirmislerdir. Durnev ve
ark. (1995), 5 giin boyunca oral yolla giinliik 5 ve 50 mg/kg dozlarinda sakkarin
verilen C57Bl1/6 farelerinde KA’nin indiiklenmedigini saptamiglardir. Jeffrey ve
Williams (2000), 2.5X10'2, 5X10'2, 1x10" ve 2x10"" M dozlarinda sakkarin’in F344
ve Sprague-Dawley sican karaciger hiicrelerinde DNA zararlarina sebep olmadigini
saptamiglardir. Turner ve ark. (2001), diyetle verilen sodyum sakarin’in Big Blue

siganlarinda karaciger ve mesane kanserine sebep olmadigini bildirmisleridir.

2.1.13. Selliigin (Selligueain)

Selliigin, Endonezya’da yetisen Selliguea feei bitkisinin rizomlarindan izole
edilen ve sekerden 35 kez daha tath olan dogal bir tatlandiricidir.

Vasange ve ark. (1997), selliigin’in in vitro ortamda proteolitik enzim olan
elestazi inhibe ettigini saptamiglardir. Baek ve ark. (1993), S. typhimurium TM677
susu ile yaptiklar1 mutajenite calismasinda sellligin’in mutajenik etkiye sahip

olmadigini, ayrica farelerde de toksik etki olusturmadigini bildirmislerdir.

2.1.14. Sorbitol

Glucitol olarak da bilinen sorbitol (E420), bir seker alkoliidiir. Diyabetik
hastalar tarafindan tercih edilen diisiik kalorili yapay bir tatlandiricidir.

Johannes ve ark. (1992), CHO hiicrelerini 0.9 M sorbitol varliginda
restriksiyon endoniikleaz enzimi olan Alul ile muamele etmisler, muamele edilen

hiicrelerde kromozomal anormalliklerin arttigini bildirmislerdir.
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2.1.15. Stevia, Steviol ve Stevioside

Ilk defa 1931 yilinda Stevia rebaudiana bitkisinden izole edilen ve kalori
vermeyen stevia (steviol, stevioside) sekere nazaran 230-250 kat daha tatlidir. 1970
yilindan beri bagta Japonya olmak iizere bir ¢ok iilkede kullanilmaktadir.

Ito ve ark. (1984), igme sularina 4 hafta boyunca giinde 9%0.01 veya %0.05
oraninda steviosid katilan erkek Fischer 344 sicanlarin idrar keselerinde neoplastik
gelisime rastlanmadigii saptamislardir. Matsui ve ark.(1989), steviol’un metabolik
aktivator varliginda sadece S.typhimurium TM677 mutajeniteye sebep oldugunu,
halbuki S.typhimurium’un TA100, TA98, TA102 ve TA97 suslarinda mutajen
olmadigin1 saptamislardir. Suttajit ve ark.(1993), stevioside ve steviol’un mutajenik
etkilerini S. typhimurium’un TA98 ve TA100 suslarinda, KA {izerindeki etkilerini de
kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde arastirmiglardir. 25 mg/petri konsantrasyonunda
steviosidin mutajenik olmadigim1 fakat, 50mg/petri konsantrasyonunda TA98
susunda mutajenik etki gosterdigini, steviol’un ise her iki sus i¢in mutajenik
olmadigin1 saptamiglardir. Bununla birlikte, her iki test maddesinin insan periferal
lenfositlerinde KA olusumunu artirmadigmi bildirmislerdir. Aymi  sekilde
Klongpanichpak ve ark.(1997) da, stevioside ve steviol’un mutajenik etkisini
metabolik aktivator (S9 mix) varliginda ve yoklugunda S. typhimurium’un TA98 ve
TA100 suslarini kullanarak arastirmislardir. Her iki test maddesinin 2 ve 50 mg/petri
dozlarinda mutajenik olmadiklarini, sadece en yiiksek dozda hem stevioside hem de
steviol’un toksik etkiye sebep olduklarini agiklamislardir. Matsui ve ark.(1996),
steviosid ve steviol’un genetik toksisitesini belirlemek i¢cin 6 farkli in vitro test
sistemi ve 1 in vivo test sistemi kullanmislardir. Stevioside tiim testlerde negatif
sonug verirken, steviol S.typhimurium TM677 susunda ve CHL hiicrelerinde gen
mutasyonuna sebep oldugu, C. hamster akciger (CHL) hiicrelerinde KA’ni artirdig,
fakat farelerde MN olusumunu artirmadigini saptamiglardir. Ayni arastiricilar, S.
typhimurium’un TA97, TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535 ve TA1537 suslar
ile ve E.coli’nin WP2 uvrA/Pkm101 suslarinda yapilan geri mutasyon ¢aligmalari
sonucunda steviol’un mutajenik olmadigini bildirmislerdir. Temcharoen ve ark.

(2000), fare, hamster ve sigan kemik iligi kullanarak yaptiklar1 calismada steviol’un
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MN olusumunu indiiklemedigini, fakat 48 ve 72 saatlik muamelelerden sonra PCE
sayisinin  azaldigim1i (PCE/NCE oraninin  diistigiinii), bu durumun steviol’un
metabolitlerinin hedef organa ulagsmasinin zaman aldigin1 yani sitotoksik etkilerinin
yavag olustugu anlamina geldigini bildirmislerdir. Yasukawa ve ark. (2002), 1 ve 0.1
g/fare  dozlarinda 4  steviol  glikosidinin  karistm  halinde  7,12-
dimethylbenz[a]anthracene kimyasalinin olusturdugu deri kanserini engelledigini
saptamiglardir. Sasaki ve ark. (2002), farenin 8 farkli organi (mide, kalin bagirsak,
karaciger, bobrek, mesane, akciger, beyin ve kemik iligi) ile yaptiklart Comet Assay
calismasinda 2000 mg/kg dozunda stevia ile 3 ve 24 saat muamele edilen farelerin
hicbir organinda DNA zararina rastlanmadigini bildirmislerdir. Sekihashi ve
ark.(2002), in vitro S9mix yontemi ile yaptiklari ¢aligmada stevia’nin metaboliti olan
steviol’un TK6 ve WTKI hiicrelerinin ¢ekirdek DNA’larinda anormalliklere sebep
olmadigini bildirmislerdir. Aym arastiricilar, farelerle yaptiklar1 in vivo ¢alismada
stevioliin mide, kalin bagirsak, karaciger, bobrek ve testis DNA’larina zarar
vermedigini, stevia’nin da fare mide, kalin bagirsak ve karaciger hiicrelerinin
DNA’larinda zarar olusturmadigini bildirmiglerdir. Halbuki, Terai ve ark.(2002),
3.58x107-2.96x10° pg/petri dozlarinda  steviol ve metabolitlerinin  S.
typhimurium’un TM677 susunda mutajeniteyi doza bagli olarak indiiklediklerini
bildirmiglerdir. Buna ragmen Geuns (2003), yaymladigi derleme ¢aligmasinda

steviosid’in mutajenik ve kanserojenik etkiye sahip olmadig1 sonucuna varmustir.

2.1.16. Sukraloz (Sucralose)

Splenda ticari adiyla bilinen sukraloz, 1976 yilinda kesfedilmis ve ilk defa
1991 yilinda Kanada’da kullanilmaya baslanmistir. Kalorisiz ve sekerden 500-700
defa daha tatl olan bir tatlandiricidir.

Durnev ve ark. (1995), 5 giin boyunca oral yolla giinliik 15 ve 150 mg/kg
dozlarinda sukraloz verilen C57BI1/6 farelerinde KA nin indiiklenmedigini, Jeffrey ve
Williams (2000) da F344 Sprague-Dawley sican hepatositleri ile yaptiklar: ¢alismada
1x10? ve 2x10" M dozlarinda sukraloz’un DNA zararma sebep olmadigin

bildirmislerdir. Halbuki, Sasaki ve ark. (2002), 8 farkli fare organi (mide, kalin
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bagirsak, karaciger,bobrek, mesane, akciger, beyin ve kemik iligi) ile yaptiklar
Comet Assay c¢alismasinda 100, 1000 ve 2000 mg/kg dozlarinda sukraloz ile 24 saat
2000 mg/kg dozunda 3 saat muamele edilen farelerin gastrointestinal sistemlerinde
DNA zararlarina rastlandigini bildirmislerdir. Weihrauch ve Diehl (2004), yapilan
epidemiyolojik caligmalar sonucunda yeni kusak tatlandiricilarindan olan
sukraloz’un genotoksik veya kanserojenik etkiye sahip olup olmadigim
sOyleyebilmek icin daha erken oldugunu, dolayisiyla sukraloz’un etkisini kesin

olarak belirleyebilmek i¢in ilave ¢calismalara gerek oldugunu bildirmislerdir.

2.1.17. Tagatoz (Tagatose)

Dogal olarak monosakkaridlerden 06zellikle heksoz’dan sentez edilen
fonksiyonel bir tatlandirict olan tagatoz, sukroz’a nazaran % 92 seker tad1 vermesine
ragmen % 34 oraninda enerji veren bir tatlandiricidir.

Kruger ve ark. (1999), D-tagatoz’un mutajenik etkisini Ames Testi,
Escherichia coli/memeli mikrozom testi, Chinese hamster Ovary (CHO)
hiicrelerinde KA testi, fare lenfoma L5178Y hiicrelerinde ileri mutasyon testi ve in
vivo fare kemik iligi polikromatik eritrositlerinde MN testi ile saptamaya
calismislardir. D-tagatozun geri mutasyonu indiiklemedigini (revertant sayisini
arttirmadigini), KA ve MN olusumunu indiiklemedigini ve dolayisiyla genotoksik
olmadigini bildirmiglerdir. Brands ve ark. (2000), disakkaritler (laktoz ve laktuloz),
ketoz sekerleri (fruktoz ve tagatoz) ve aldoz izomerleri (glukoz ve galaktoz) ile
yaptiklan karsilastirmali ¢alismada, 120°C’de 1sitilmasindan sonra sadece laktoz’un
S.typhimurium TA100 susunda mutajenik olmadigini halbuki diger test maddelerinin
mutajenik etki gosterdiklerini, fruktoz ve tagatoz’un diger sekerlere nazaran

S.typhimurium TA100 susunda daha fazla mutajenik etki gosterdigini saptamislardir.
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2.2. Dogal Sekerlerin Genotoksik, Mutajenik ve Kanserojenik Etkileri

2.2.1. Fruktoz (Fructose)

Bir monosakkarit olan fruktoz, kanda glukoz ve galaktoz ile beraber bulunan
onemli bir seker alkoliidiir. Kan glukoz seviyesine olan etkisi (glycemic index) az
oldugu icin seker hastalari tarafindan kullanilabilen dogal bir sekerdir.

MacGregor ve ark. (1989), kaynatilan fruktoz/lisin karigiminin ~ S.
typhimurium TA100, TA2637, TA98 ve TA102 suslarinda mutajenik etki
gosterdigini, karisimm pH 7-10 arasinda da CHO hiicrelerinde yiiksek oranda
klastojenik etki yarattigini fakat, farelerde mikroniikleuslu eritrositlerin sayisini
artirmadigini bildirmislerdir. Brands ve ark. (2000), disakkaritler (laktoz ve laktuloz),
ketoz sekerleri (fruktoz ve tagatoz) ve aldoz izomerleri (glukoz ve galaktoz) ile
yaptiklar1 karsilagtirmali calismada, 120°C’de sadece laktoz hari¢ calisilan diger
tatlandiricilarin S. typhimurium TA100 susunda mutajenik olduklarini, fruktoz ve
tagatoz’un diger sekerlere nazaran S.typhimurium TA100 susunda daha fazla
mutajenik etki gosterdigini saptamislardir. Halbuki Wang ve ark. (2002), Fruktoz’un
Ames testinde dnemli bir anti mutajenik etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Yu ve
ark. (2004) da 1,5-anhidro-D-fruktoz’un S. typhimurium TA98, TA100, TA102,
TA1535 ve TA1537 suglarinda ve fare lenfoma L5178Y hiicrelerinde mutajen

olmadigin1 bildirmislerdir.

2.2.2. Glukoz (Glucose)

Glukoz, bitkilerde ve hayvanlarda en 6nemli enerji kaynagi olarak kullanilan
basit sekerlerden biridir.

Brands ve ark. (2000),, Salmonella typhimurium TA100 susu kullanarak
Ames testi ile yaptiklart calismada, glukoz’un mutajenik etkiye sahip oldugunu
saptamiglardir. Tatewaki ve ark. (2002) ICR farelerinin blastosit kiiltiirlerinde
glukoz’un o6zellikle sayisal kromozomal anormallikleri artirarak aneuplidi ve

poliploidiye sebep oldugunu bildirmislerdir. Buard ve ark. (2003) da, kan sekeri veya
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genellikle glukoz olarak bilinen dekstroz’un toksik, mutajenik-antimutajenik ve
alerjik etkilerini ¢alismislardir. Arastiricilar dekstroz’un E.coli WP2uvrA ile S.
typhimurium suglarinda mutajenik olmadigmi ve toksik etki olusturmadigini
saptamiglardir. Ayni arastiricilar, 13 hafta boyunca diyetlerine giinliik % 0.5, % 2.0
ve % 5.0 dekstroz katilan sicanlarda histopatolojik herhangi bir anormallik
goriilmedigini, gavage yoluyla dekstroz verilen Guine domuzlarinda herhangi bir

alerjik reaksiyon gelismedigini saptamislardir.

2.2.3. Sukroz (Sucrose)

Glukoz ve fruktoz’dan olusan bir disakkarittir. Sukroz, seker pancar1 ya da
seker kamigindan tiretilen ve ¢ay sekeri olarak bilinen bir maddedir.

Dragsted ve ark. (2002), cay sekeri olarak bilinen sukroz’un genotoksik
etkisini Fischer cinsi biiyiik mavi sicanlarda (Big Blue Rats) incelemislerdir. 3 hafta
boyunca siganlarin yiyeceklerine ¢ok yliksek dozlarda (%6.9, %13.8 ve %34.5)
sukroz verilmesinden sonra kolon mukoza hiicrelerinde yiiksek oranda mutasyon
meydana geldigini ve sukroz’un genotoksik risk olusturdugunu bildirmislerdir.
Risom ve ark. (2003), besinlerine 3 hafta boyunca 0.8 ppm dizel ekzoz parcalar1 ve
%3.45 veya %6.85 dozlarinda sukroz katilan Big Blue si¢anlarinda sukrozun dizel
ekzoz parcalarinin kanser olusturmasi lizerine etkisini ¢alismiglardir. Sukroz’un
kolon ve karacigerde e¢kzoz parcaciklarimin olusturdugu DNA  kiriklarimi
artirmadigint  saptamislardir. Halbuki, Moller ve ark. (2003), ayn1 deney
protokoliinde sukroz’un farelerin karacigerinde 20 ppm dozundaki 2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]quinoline’in genotoksik etkisini artirdigini belirtmislerdir. Ayni
sekilde, Hansen ve ark. (2004), 3 hafta boyunca diyetlerine %0, %3.45 veya %13.4
sukroz verilen sigan kolonunda sukroz’un mutasyon frekansii yiikselttigini

saptamislardir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu caligmada materyal olarak sigara icmeyen yaslar1 bir birine yakin saglikli
iki erkek (23 yaslarinda) ve iki bayandan (19 yaslarinda) alinan periferik kan

kullanilmustir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Maltitol

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan maltitol (E965) (4-0-a-D-
glukopiranozil-D-sorbitol) gidalarda tatlandirici olarak kullanilan diisiik kalorili
yapay bir seker alkoliidiir (poliol). Maltitol, disakkarit olan maltozun
hidrojenasyonuyla elde edilmektedir ( Suzuki ve Tamura, 1988: Tsukamura ve ark.,
1998’den ). Hacim verici yani su tutma kapasitesi yiiksek olmasindan dolay1
gidalarin kalitesinin artirilmasinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle
firnlanmig iriinlerde, recellerde ve marmelatlarin yapiminda, ayrica diyet tiirii
tatlilarda, sakizlarda ve dondurma yapiminda tercih edilmektedir. Ciinkii maltitol
ince bagirsakta maltozdan c¢ok daha yavas bir sekilde hidrolize olmaktadir
(Yoshizawa ve ark., 1975) ve bundan dolay1 da kan sekeri seviyesinde bir artmaya
(hiperglisemi) sebep olmamaktadir. Daha sonra maltitol kalin bagirsaga gegerek
mikroflora tarafindan fermente edilmektedir (Oku ve ark., 1991). Maltitol’un
kullanim alanlarimi asagidaki gibi siniflandirabiliriz (Tarim Bakanligi, Tirk Gida

Kodeksi Yonetmeligi, 2002):

Enerjisi azaltilmis veya seker ilavesiz tathlar ve benzeri iiriinler
Su bazli aromalandirilmis tatlilar
Siit ve siit tiirevi bazli karisimlar

Meyve ve sebze bazli tatlilar
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Yumurta bazli tathilar

Tahil bazl tathlar

Kahvaltilik tahil {irtinleri veya tahil bazli tirtinler
Yag bazli tatlilar

Yenilebilir buzlar

Regel, jole, marmelatlar ve kristalize meyve

Meyveli karigimlar

Sekerlemeler ve digerleri
Seker ilavesiz sekerlemeler
Kuru meyve bazli sekerlemeler
Nisasta bazli sekerlemeler
Kakao bazli sekerlemeler
Kakao, siit, kuru meyve veya yag bazli stiriilebilir {iriinler
Seker ilavesiz sakiz

Soslar

Hardal

Hafif firncilik {irtinleri

Ozel beslenme amacli iiriinler

Kat1 gida takviyeleri/diyet tamamlayicilar

Goriildigii gibi maltitol bircok gida tiirlinde kullanilabilmektedir ve diyabet
hastalar1 tarafindan da tercih edilmektedir. Bunun sebeplerini asagidaki gibi

Ozetleyebiliriz:

-Sekere oranla tatlilik derecesi daha az olup, meyvenin kendine 6zgii tat ve
lezzetini 6ne ¢ikarir. Ornegin sekerin tathilik derecesi (0.1 mol/lt sukroz) 1 ise
maltitol’un tathilik derecesi 0.6—0.9 arasinda degismektedir.

-Kalori degeri sekerin yarisi kadardir. 1 g sekerin kalori degeri 4 iken, bu deger

maltitol’da 2.1’ dir.
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-Dislere zarar vermemektedir. Dis plaklarindaki bakteriler sekeri parcalayarak

(fermente) asit olustururlar. Bu asit dis minelerindeki kalsiyumu etkiler ve zamana

bagl olarak dis ¢iiriimelerini baslatir. Maltitol agizdaki bakteriler tarafindan kolayca

parcalanamamaktadir. Neticede dis minelerine zarar veren asit olugsmamakta ve dis

cliriimeleri meydana gelmemektedir (Maguire ve ark., 2000).

-Ince bagirsakta enzimlerle ¢ok yavas pargalandigi ve yavas absorbe edildigi

icin, maltitol kan sekeri seviyesini ¢cok fazla yiikseltmemektedir (Yoshizawa ve ark.,

1975).

Maltitol’un ag¢ik formiilii (Sekil 3.1) ve diger 6zellikleri asagidaki gibidir.

OH OH
OH
H H
OH % ¢ 4
OH OH

Sekil 3.1. Maltitol’un a¢ik formiilii

Bilinen adlar1

Kapal formiilii
Molekiil agirhg:
Saflig
Coziiniirligii
Fiziksel durumu
E Kodu

ADI veya GKM
Erime 1s1s1

Stabilitesi

:Maltitol surubu, hidrojene edilmis glikoz surubu, 4-o-
a-D-glukopiranozil-D-sorbitol, 4-0-a-D-glukopiranozil
-D-glucitol (CAS registry number:585-88-6; Sigma
katalog no: M8892)

:C12H2401y

:344 .31

:%98

:20°C’de 150 gr/100 ml

:Beyaz, kokusuz, seker tadinda toz
:E965

:Sinir belirtilmemis

:147-153°C

:Is1 ve kimyasallara kars1 yliksek oranda stabil
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3.1.1.2. Kromozom Medyumu

Bu calismada Biochrom firmasinin iirettigi Chromosome Medium B (cat. no.
F5023), hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her litresinde

asagidaki bilesikler verilen miktarlarda bulunmaktadir:

MEM JOKLIK with

Non essential AMInO ACids.........ceceevvereenierieneenienne 850 ml
Fetal Calf Serum ........cccoooviiiiiiiiiiiieeeecees 150 ml
Heparin.......cooooiieiieeeee e 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt.........coovevvviiiiiiiiiiiiiiinnnee, 75.000 E
Streptomycin Sulphate...........ccoevveviieiieniieieeieee. 50 mg
Phytohemagglutinin M............ccceevviieniiiiniie e, 2.5 mg

Bu medyum her tiipe 2.5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda

kullanilmustir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir.

3.1.1.3. Kolsisin (Kolkisin)

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine
(kolsisin) (Sigma cat. No. C9754) kullanilmistir. Kolsisin eriyigi steril saf su
icerisinde hazirlanmig ve kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak

sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir.

3.1.1.4. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liik KCI (Merck) kullanilmistir. Eriyik bidestile
su i¢inde stok halinde hazirlanip agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C)

saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik 2 saat once yeteri kadar miktar alinip

37°C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmistir.
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3.1.1.5. Fiksatif

KKD ve KA icin kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’in 3 kisim
metanol ile karigtirilmasi sonucu hazirlanmistir. MN i¢in ise iki farkl fiksatif
kullamlmustir. {lk fiksatif 1 kisim glasial asetik asit’in 5 kistm metanol ile
karigtirildiktan sonra 1/1 oraninda %0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Diger fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden kullanilmigtir.

Fiksatif kullanilmadan iki saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmustir.
Her seferinde preparat yapim isleminden iki saat Once taze olarak hazirlanip

kullanilmustir.

3.1.1.6. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdUrd)

BrdUrd Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edilmistir. BrdUrd eriyigi
bidistile su igerisinde hazirlanmig, daha sonra 0.2 um capindaki membran filtre
(Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten kiiltiir tlipleri igerisindeki

kromozom medyumuna 10 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir.

3.1.1.7. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

KKD’ni incelemek amaciyla preparat yapimui sirasinda preparatlar Sorensen
tamponu igerisinde UV lambasi ile isinlandirilmistir. Ayrica bu tampon 9%5’lik
Giemsa boyasi1 hazirlanmasinda da kullanilmistir.

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak {izere iki stok ¢dzelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢ozeltiler ¢alismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik

miktarlarda karistirilarak kullanilmustir.

Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8).

Tampon B: 14.83 gr Na,HPO4.12H,O 250 ml saf su iginde eritilmistir
(pH=9.3).
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3.1.1.8. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

Bu eriyik 1sinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini
artirmak amactyla kullanilmigtir. SSC eriyigini hazirlamak i¢in 11.05 gr trisodyum
sitrat (C¢HsNa3;07.2H,0) ve 21.9 gr NaCl kullanilmistir. Bu iki madde ayr1 ayri
kaplarda bir miktar saf su icerisinde ¢oziilmiis, daha sonra ayni kaba aktarilarak
birbirleriyle karigtirilmis ve tlizerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir.
Hazirladigimiz bu stok eriyik 5xSSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmustir.
Deneyimizde, bu stoktan 20 ml alip iizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile

tamamlanarak elde edilen 1x SSC kullanilmistir.

3.1.1.9. Giemsa

Giemsa boyast Merck firmasindan (cat. no. 9204) temin edilmis olup
deneylerimizde Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis olan %5’lik boya eriyigi
preparatlarin boyanmasinda kullanilmistir.

3.1.1.10. Entellan

Preparat kapatma soliisyonudur (Merck, cat. no. 7961). Preparatlar daimi hale

getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistiritlmasinda kullanilmistir.

3.1.1.11. Nitrik Asit (HNO3)

Lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Plastik sisede

saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmustir.
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3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari

3.1.2.1. Hassas Terazi

Hava akimlarina karst 6zel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi kimyasallarin tartilmasinda

kullanilmistir.

3.1.2.2. Santrifiij

Rotor ¢ap1 21 c¢cm olan ve 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99dk.’lik
zaman ayarlayict ve 28 tiip kapasiteli HETTICH UNIVERSAL marka santrifiij
calismalarda kullanilmistir.

3.1.2.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan PRIOR marka binokiiler 11k
mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir. Fotograflar ise Olympos
marka mikroskopta ¢ekilmistir.

3.1.2.4. inkiibator

Hiicrelerin 37°C’de inkiibe edilmesi i¢in Dedeoglu marka inkiibator

kullanilmistir.

3.1.2.5. pH Metre

Kimyasallarin pH degerlerini saptamak i¢in WTW 3151 (Germany) marka pH

metre kullanilmustir.
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3.1.2.6. Osmometre

Maltitol’'un ~ kromozom  medyumunun osmatik  basincimi  degistirip
degistirmedigini 6l¢mek icin Knauer Osmometer Automatic marka osmometre

kullanilmustir.

3.2. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki giin 6nce etiketlenmis olan lamlar saleye
dizilerek iizerlerini iyice ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agzi
kapatilarak bu sekilde 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat akan
¢esme suyunda iyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gegirildikten sonra sale

saf su ile doldurularak lamlar buzdolabinda saklanmustir.

3.3. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) (Sister Chromatid
Exchange=SCE) ve Kromozom Anormalliklerini (KA)
(Chromosomal Aberration=CA) Saptamak Amaciyla Hiicre
Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire ilave Edilmesi,

Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

3.3.1. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) ve Kromozom Anormalliklerini
(KA) Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test

Maddelerinin Kiiltiire ilave Edilmesi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen yaslar1 birbirine yakin iki erkek ve iki bayandan
alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rnekleri kromozom medyumlarina steril
sartlarda 6 damla (0.2 ml) (Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Yine steril
sartlarda ve daha oOnce hazirladigimiz BrdUrd eriyiginden her tiipe son
konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karistirilmig ve hiicre

kiltiirii inkiibatorde 37+1°C’de 72 saat igin inkiibe edilmistir.
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Maltitol’un etkisini incelemek icin kiiltiir siiresinin bitimine 24 ve 48 saat kala
maltitol’un daha 6nce belirlenmis konsantrasyonlar1 olan 1.25, 2.5 ve 5 mg/ml’lik
miktarlar kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. Maltitol suda kolayca ¢dzilinebilen ve en
yiiksek doz olan 5 mg/ml’lik dozda toksik olmayan bir kimyasaldir. Madle ve ark.
(1993), toksik olmayan ve suda ¢oziilmesi sinirlt olmayan maddelerin maksimum 5
mg/ml veya 10 mM/It konsantrasyonunda kullanilabilecegini belirtmistir. Bundan
dolay1r bu calismada maltitol’un en yiiksek dozu 5 mg/ml olarak kullanilmustir.
Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol olarak MMC
kullanilmigtir. MMC tiiplere 0.25 pg/ml olacak sekilde verilmistir.

Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once (yani kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe
hazirlanan kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0.06 pg/ml) ve tiipler hafifce sallanarak
iyice karistirilmistir. Hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de) kolsisin ile 6n muameleye
tabi tutulmustur.

Kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiltir tiipleri 1200 rpm’de 15 dk.
santrifiij edilmis, slipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7
ml’lik sv1 iyice kanistirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik
eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karistirilarak yapilmustir.
Aksi halde hiicrelerde kiimelesme olmakta ve amaca uygun olmayan preparatlar
hazirlanmaktadir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz
kapatilarak inkiibatére konulmustur. Hiicreler 12 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de
muamele edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilmis,
slipernatant atilmistir.

Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 ml
olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant
atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere
tekrarlanmistir. 3. fiksatif muamelesinin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen
berraklastigi goriilmiistiir. Eger sivi berraklasmamigsa tekrar fiksatif muamelesine
devam etmek gerekir. Her fiksatif ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek tistteki
stvi atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 ml sivi kalacak sekilde

slipernatant atildiktan sonra preparat yapma iglemine gegilmistir.
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Tipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha
once temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin {izerine 75
cm yiikseklikten farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre siispansiyonu
damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam
lizerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre silispansiyonunun lamlara damlatilmasi
esnasinda damlalarin iist liste diismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda 1sisinda

bekletilmistir.

3.3.2. Preparatlarin Boyanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (sister chromatid
differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri
metod modifiye edilerek kullanilmigtir. Bu amagcla bir giinliik preparatlar 1sinlama
kabina konarak {izeri bir film gibi Ortiinecek seklide Sorensen tamponu ile
kapatilmistir. Isinlama eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu
karisimin destile su ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8).
Isinlama eriyiginin fazla veya az olmasi kardes kromatidler arasindaki kontrast
farkin1 6nemli derecede etkiledigi goriilmiistiir.

Bu sekilde ince bir tabaka halinde 1sinlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar,
karanlikta 15 cm yiikseklikten 30W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen tek
ultraviyole lambasi ile 30 dk. 1sinlanmustir.

Isinlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi igerisinde 58-60°C
arasindaki sicakliklarda 60 dk. inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. &nce %5’lik Giemsa boya eriyigi
hazirlanmustir.

%5’lik Giemsa’min Hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa karistirtlarak tizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmigtir

(pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale i¢ine filtre kagitlari ile siiziilmiistiir. Inkiibasyon
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siiresinin sonunda preparatlar 1xSSC sollisyonundan alinarak direkt olarak boya
icerisine konmus ve yaklasik olarak 20 dk. boya igerisinde bekletilmistir (kardes
kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu siirede saglanmistir). Bu siirenin
sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis, ii¢ ayr1 kaptaki saf su i¢inden gegirilerek
preparatlar tizerindeki fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan sonra preparatlar
dik vaziyette konularak kurumaya birakilmistir.

Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan

kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmustir.

3.3.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Prior marka binokiiler 151k mikroskobunda

immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiyiitmede).

3.3.3.1. KKD ve Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI)

Saptanmasi

3.3.3.1.1. KKD Sayisimin Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu geciren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hiicrede) saptanmistir. KKD sayisi
bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcgalarin veya koyu
boyanmis kromatidindeki agik boyanmis pargalarin sayilmasiyla belirlenmistir
(Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir parca degisimi olmus ise bu iki KKD olarak
degerlendirilmis (Sekil 3.2.a), ugtan parca degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak
sayilmistir (Sekil 3.2.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer
bogum bolgelerinden doniim yapip yapmadiklarima dikkat etmek gerekir. Bu
durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.2.c).
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2 EED 1 EED EED Yok

Sekil 3.2. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik
olarak gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

3.3.3.1.2. Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI)

Saptanmasi

Maltitol’'un DNA replikasyonu {izerindeki etkilerini saptamak amact ile RI
bulunmustur. Bunun igin tesadiifi se¢ilmis 100 hiicre incelenmistir. Bu incelemeler
sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve Tlglincli metafaz devresindeki hiicreler

sayilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak RI su sekilde hesaplanmustir:
RI= 1xM;+2xM,+3xM3/100
M;: 1. Mitozdaki hiicre sayisi

M;: 2. Mitozdaki hiicre sayis1
M3: 3. Mitozdaki hiicre sayis1

Birinci, ikinci ve liglincli metafazlar su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas ve

Speit, 1990): BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu
olan bilesiklerdir (Sekil 3.3). BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklart benzen
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3. MATERYAL VE METOD Semir CANIMOGLU

halkasindaki 5.C atomuna dT’de CHj3, BrdUrd’de Br ve dU’da H atomunun baglh

olmasindan kaynaklanmaktadir.

O
I

0 0
I I
CH H
Hji/j( 3 Br Hi/j
0 N o7 DN

//kj
9) N
HO—CH, HO—CH, HO—CH,
O 0 O
OH OH

OH
Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

Sekil 3.3. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin
(dU)’in kimyasal yapilari.

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu oldugundan
dolay1 kiiltiir ortamina BrdUrd koydugumuzda hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada
(1.S fazinda) yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi icine timinin yerine ortamda
bulunan BrdUrd’ni alacaktir. Boyle hiicrelerinin kromozomlar1 boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (dT/BrdUrd:dT/BrdUrd) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler 1. mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.4.A ve
Sekil 3.5). Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru
hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'li ortamda 2.S fazi) timin ihtiva eden
poliniikleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd
yer alacaktir. Bu iki poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini
(dT/BrdUrd) olusturacaktir. BrdUrd'li iplige komplementer olarak sentezlenen yeni
iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi de
BrdUrd ihtiva ettiklerinden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid ayn1 kromozomun agik

boyanan kromatidini olusturacaktir. iste bu hiicrenin metafaz devresinde preparat

34



3. MATERYAL VE METOD Semir CANIMOGLU

yapildiginda  hiicrenin  tim  kromozomlarinin  (dT/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd)
kromatidlerinden biri koyu digeri ise agik renkte boyanacaktir. Bunlar da ikinci
mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerdir. (Sekil 3.4.B ve Sekil 3.6). Bu hiicreler tekrar S
fazina girdiginde (BrdUrd'li ortamda 3.S fazi) ikinci mitozda agik boyanan
kromatidden tiim poliniikleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom
meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de agik renkte boyanacaktir
(BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir
kromatidin her iki ipligi BrdUrd'li ve diger kromatidin bir ipligi BrdUrd'li diger ipligi
timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir kromatidi
koyu renkte, bir kromatidi de acik renkte boyanacaktir (dT/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd).
Iste bdyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin
her iki kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik, diger kromatidi
de koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicrelerde 3. mitoz bdliinmeyi geciren hiicrelerdir
(Sekil 3.4.C ve Sekil 3.7). iste bu sekilde 1., 2. ve 3. mitoz bdliinmeyi geciren
hiicreler ayirt edilmis, bu hiicrelerin 100 hiicre i¢indeki sayis1 saptanmis, bundan da

yukarida belirtilen formiile gore replikasyon indeksi (RI) hesaplanmustir.
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Sekil 3.4. BrdUrd’in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi
Yap g y

geciren hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak aciklanmasi
(During 1985’e gore Topaktas ve Speit 1990’den).
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Sekil 3.5. Birinci mitoz bolilnmeyi geciren hiicreye ait kromozomlar.x1000

Sekil 3.6. ikinci mitoz béliinmeyi geciren hiicreye ait kromozomlar.x1000
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Sekil 3.7. Ugiincii mitoz boliinmeyi geciren hiicreye ait kromozomlar.x1000

3.3.3.2. Kromozomal Anormallikler (KA) ve Mitotik Indeksin (MI)

Saptanmasi

3.3.3.2.(1). Kromozom Yapi1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip
toplam 100 hiicre (4 kisiden toplam 400 hiicre) KA’ni saptamak amaciyla
incelenmistir. Bu hiicreler i¢inde gozledigimiz kromozom yap1 ve say1 anormallikleri
kaydedilmistir. incelenen bu 100 hiicre i¢inde anormal hiicrelerin yiizdesi ile toplam
KA sayist saptanmistir. Toplam KA sayisi incelenen hiicre sayisina boliinerek hiicre
basina diisen KA sayis1 (KA/Hiicre) bulunmustur.

Bu c¢alismada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir. Gaplar ile
kromatid ve kromozom tipi kiriklar arasindaki farklar, Kauderer ve ark. (1991)’nin
bildirdigine gore Preston (1987)’a uygun olarak su sekilde ayirt edilmistir:
Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde
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(kromozom tipi gap) goriilen boyanmamis bolge bir kromatidin genisliginden daha
azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her iki kromatiddeki
(kromozom tipi kirik) boyanmamis bolge bir kromatidin genisliginden daha fazladir.
Iste bu Slgiilere gdre gap ve kromatid kiriklar1 ayr1 ayr1 saptanmistir. Mace ve ark.
(1978) ise gap bolgesinde DNA ipliginde kirik olmadigimi elektron mikroskobu

fotograflarinda gostermislerdir.

3.3.3.2.(2). Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi

Maltitol’un mitoz boliinme {izerindeki etkilerini saptamak amaci ile mitotik
indeks bulunmustur. Bunun i¢in her kisiye ait preparatlardan toplam 3 bin hiicre
incelenmis ve bunlar arasindaki metafaz devresinde olan hiicreler saptanarak
kaydedilmistir. 3 bin hiicre igerisinde metafazlarin oram1 yiizde -cinsinden

hesaplanarak mitotik indeks saptanmistir.

3.4. Mikronukleus (MN) Sayisin1 Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire Ilave Edilmesi, Preparatlarin

Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

3.4.1. Mikronukleus Sayisim1 Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltire ilave Edilmesi ve

Preparatlarin Hazirlanmasi

Mikroniikleus sayisini saptamak icin Rothfuss ve ark. (2000) tarafindan
gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmigtir. Saglikli ve sigara igmeyen yaslari
birbirine yakin iki erkek ve iki bayandan alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan
ornekleri kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 ml) (Renciizogullar
ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Hiicre kiiltiirii inkiibatérde 37+1°C’de 68 saat i¢in
inkiibe edilmistir.

Maltitol’un  etkisini incelemek i¢in, daha Once belirlenmis olan

konsantrasyonlar da (1.25, 2.5 ve 5 mg/ml) maltitol kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir
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ve hiicrelerin 24 ve 48 saat boyunca maltitol ile muamele edilmeleri saglanmistir. iki
nukleuslu hiicre olusumunu saglamak icin de kiiltiiriin bitimine 24 saat kala biitiin
tiiplere 6 pg/ml olacak sekilde sitokalasin B (Cytochalasin B, Sigma cat. no. C6762)
ilave edilmistir. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol olarak
MMC kullanilmistir. MMC tiiplere 0.25 pg/ml olacak sekilde verilmistir.

Kiiltlir siiresi olan 68. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 15 dk.
santrifiij edilmis, slipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7
ml’lik sivi iyice karstirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik
eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karigtirarak yapilmistir.
Aksi  halde hiicrelerde kiimelesme olmakta ve amaca uygun preparatlar
hazirlanamamaktadir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler,
agz1 kapatilarak inkiibatore konmugtur. Hiicreler 5 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de
muamele edilmistir. Siirenin sonunda tlipler 15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilmis,
siipernatant atilmistir.

Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 ml
olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. ik fiksatif 1 kisim asetik asit 5 kisim
metil alkol karisiminin 1/1 oraninda %0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15 dk.
santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir.
Bu islem 2 kere tekrarlanmis ve ilk fiksatiften farkli karisimlar kullanilmistir (1
kisim asetik asit 5 kisim metil alkol). 3. fiksatifle muamelenin sonunda tiipte kalan
stvinin tamamen berraklastigl goriilmiistiir. Eger sivi berraklagsmamissa tekrar fiksatif
muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif ilavesinden sonra santrifiij edilerek
istteki sivi atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 ml siv1 kalacak sekilde
slipernatant atildiktan sonra preparat yapma iglemine gegilmistir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karigtirtlarak homojen hale
getirilmigtir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
¢ekilmistir. Daha 6nce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan lamin
tizerine farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre siispansiyonu damlatilarak (her
lama 4-5 damla) hiicrelerin lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre

siispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarin {ist iiste diismemesine
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dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda

1s1sinda bekletilmistir.

3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanmis %5°lik giemsa boyast
ile boyanmugtir.

%5’lik Giemsa’nin Hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa karistirilarak tizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmistir
(pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre kagitlar1 ile siiziilmistiir.
Kurudugundan emin olunan preparatlar direkt olarak boya igerisine konmus ve
yaklagik olarak 13 dk. boya igerisinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda preparatlar
boyadan ¢ikarilmis, ii¢ ayr1 kaptaki saf su i¢inden gecirilerek preparatlar iizerindeki
fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak
kurumaya birakilmigtir.

Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan

kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmstir.

3.4.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Prior marka binokiiler 151k mikroskobunda
40’lik objektif ile incelenmistir (10x40=400 biiyiitmede). Bu incelemeler sirasinda
her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 3000 iki nukleuslu hiicre sayilmis, bu iki

nukleuslu hiicreler i¢erisinden mikronukleuslu olanlar saptanmustir.

3.5. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢cekme islemi Olympos marka mikroskopta 1000 ve 2000 biiyiitmede

yapilmistir. Daha once 1., 2., ve 3. mitozu geciren hiicrelerin kromozomlarinin, bazi

ilging KA’lerine ait orneklerin ve iki nukleuslu hiicrelerden mikronukleusa sahip
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olanlardan birka¢ O6rnegin fotograflar1 ¢ekilmistir. Fotograf ¢ekiminde Kodak Gold
marka 100 ASA’lik renkli film kullanilmistir.

Ayrica, iki niikleuslu hiicrelerin tek niikleuslu hiicrelere oranini (iki niikleuslu
hiicre/tek niikleuslu hiicre) hesaplamak i¢in toplam 3000 hiicre sayilmis, bu
hiicrelerin i¢inde iki niikleuslu hiicrelerin sayis1 tek niikleuslu hiicrelerin sayisina

boliinmiistiir.

3.6. Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda muameleli gruplardan elde edilen KKD, KA,
RI, MI, MN ve iki niikleuslu hiicre/tek niikleuslu hiicre sonuglar1 t-test metoduna
gore kontrolleri ile karsilastirilmistir.

Doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla regresyon ve korelasyon analizleri
yapilmis, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulunmus ve regresyon
dogrusu ¢izilmistir.

Ayrica mikroskobik incelemelerden elde edilen sonuglar ¢izelge ve grafikler

halinde verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Maltitol’un KKD Uzerindeki Etkileri

Maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KKD
sayisinda dnemli bir artis goriilmemistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Ayrica, maltitol her

iki muamele siiresinde KKD sayisinda doza bagli bir artisa neden olmamastir.

Cizelge 4.1. Degisik dozda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde ortalama KKD sayisi.

Test . Sire  Konsantraasyon Min-Max KKD  KKD/Hiicre+SE
maddesi (saat) mg/ml
Kontrol - - 1-16 6.8210.47
MMC 24 0.25 pg/mi 6-64 39.57+2.50
Maltitol 24 1.25 1-14 6.33+0.52
“ 24 2.50 1-29 7.42+0.80
“ 24 5.00 2-17 6.77+0.59
MMC 48 0.25 pg/ml 36-141 74.02+3.62
Maltitol 48 1.25 1-14 6.23+0.37
“ 48 2.50 1-16 6.6910.60
48 5.00 1-21 6.3410.84
80 -
70 ~
2 60
S 50 -
-:=:’ 40 - B KKD 24 Saat
E 30 - O KKD 48 Saat
X 20 -
10
0 - | ] ]
Kontrol MMC 1,25 2,5 5
0.25 mg/ml mg/ml mg/ml
pg/mi
Konsantrasyon

Sekil 4.1. Farkh dozlarda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde KKD/Hiicre sayisi.
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Bu calismada maltitol KKD sayisin1 pozitif kontrol olan MMC kadar
indiikleyememistir (Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.).

Sekil 4.2. Maltitol ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde 8§ KKD
iceren hiicre (2.5 mg/ml, 24 saat, ). x1000.

Sekil 4.3. Mitomycin-C  (MMC) ile muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde 66 KKD iceren hiicre (0.25 pg/ml, 24 saat, ). x1000.
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4.2. Maltito’un Kromozomal Anormalliklerin (KA) Olusumu Uzerindeki

Etkileri

Maltitol 24 saatlik muamele siiresinde sadece en yiiksek doz olan 5 mg/ml’lik
dozda anormal hiicre yiizdesini kontrole nazaran istatistiksel olarak dnemli derecede
artirmigtir. Bununla birlikte, 24 saatlik muamelenin diger konsantrasyonlarinda ve 48
saatlik muamele siiresinin tiim dozlarinda maltitol, anormal hiicre sayisini1 kontrol
degerlerine nazaran artmis olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak 6nemli
bulunamamistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4). Maltitol hiicre basina diisen kromozom
anormalligi (KA/hiicre) sayisim1 tiim konsantrasyonlarda ve her iki muamele
stiresinde de istatistiksel olarak onemli derecede artirmamustir (Cizelge 4.2 ve Sekil
4.5). Maltitol ile muamele edilen lenfositlerde hem anormal hiicre yiizdesi hem de

KA/hiicre sayisinda doza bagli bir artisin goriilmedigi saptanmustir.

Cizelge.4.2. Degisik dozda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde kromozom anormallik cesitleri, anormal
hiicre orani ve KA/hiicre

Test Sire  Kons. Anormallik Gesitleri+ ﬁ[?(?r;nlale KAHiioroSE
maddesi (saat) mg/ml B’ B KKBDS T KD (%) - -
Kontrol - - 7 3 - - - - 2.50+0.88  0.025+0.008

MMC 24 0.25 pg/ml 74 20 2 1 1 16  245+556  0.280+0.080

Maltitol 24 1.25 11 4 3 1 - 1 4.00£1.00  0.050+0.017
“ 24 2.50 23 1 - - - - 5.75+0.88  0.060+0.010
24 5.00 12 3 1 - - 3 4.25+0.47 0.047+0.008

MMC 48 0.25 pg/ml 476 247 4 14 - 116  81.0£5.29  2.140+0.460
Maltitol 48 1.25 16 2 1 - - 1 4.50+1.45 0.050+0.017
* 48 2.50 18 - 4 - - 1 5.00£1.22  0.057+0.012

“ 48 5.00 15 1 - - - - 3.75x1.75  0.040%0.016

+B’:Kromatid kirigi, B’’:kromozom kirgi; KKB:kardes kromatid birlesmesi (SU: Sister Union);
DS:Disentrik kromozom; T:Translokasyon; KD:Kromatid degisimi; P:Poliplodi
*:P <0.05
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90 -
80 -
70 -
o0 1 B AH 24 Saat

40 -
30 O AH 48 Saat

20 -
18: . EmE EnE. el
Kontrol MMC 125 25 5

0.25 mg/ml mg/ml mg/ml

pg/ml
Konsantrasyon

Anormal Hiicre %

Sekil 4.4. Farkh dozlarda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan
periferal lenfositlerinde anormal hiicre yiizdesi.

2 2,57

o S
£2
N> 15 - B KA 24 Saat
gg 11 O KA 48 Saat
X 3 0’5 i

c

< 0 \ [ —— e —

Kontrol MMC 125 25 5
0.25 mg/ml mg/ml mg/ml

ug/mi
Konsantrasyon

Sekil 4.5. Farkh dozlarda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan
periferal lenfositlerinde KA/Hiicre sayisi.

Maltitol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde en fazla kromatid

kirigr (Sekil 4.6.) gozlenirken, daha az oranda olmak iizere kromozom kirig1 (Sekil

4.7.), kardes kromatid birlesmesi (sister union) (Sekil 4.8.) ve kromatid degisimi

(Sekil 4.9.) gibi kromozomal anormalliklere de rastlanmustir.
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Sekil 4.6. Maltitol ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde kromatid
kirigi (5 mg/ml, 24 saat, ©). x1000.

Sekil 4.7. Maltitol ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde kromozom
kirigi (2.5 mg/ml, 24 saat, 3. x1000.
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Sekil 4.8. Maltitol ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde kardes
kromatid birlesmesi (5 mg/ml, 24 saat, 9). x1000.

X

Sekil 4.9. Maltitol ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde kromatid
degisimi (5 mg/ml, 24 saat, ¢). x1000.
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Maltitol insan lenfositlerinde kromozom anormalligi sayisini pozitif kontrol

olan MMC kadar indiikleyememistir (Sekil 4.10.).

Sekil 4.10. Mitomycin-C =~ (MMC) ile muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde ¢oklu anormallik iceren metafaz plag (0.25 pg/ml, 48
saat, @). x1000.

Bu calismada gaplar (Sekil 4.11.) kromozom anormalligi olarak

degerlendirilmemistir.
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Sekil 4.11. Maltitol ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde kromatid
gap (5 mg/ml, 48 saat, ¢). x1000.

4.3. Maltitol’un Mikroniikleus (MN) Olusumu Uzerine Etkileri

Maltitol, 2.5 mg/ml konsantrasyonunda 24 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde MN’lu biniikleer hiicre ylizdesini kontrole nazaran 6nemli derecede
artirmazken diger konsantrasyonlarda (1.25 ve 5 mg/ml) MN’lu biniikleer hiicre
yilizdesini kontrole nazaran 6nemli derecede artirmistir. Ayrica, 48 saat maltitol ile
muamele edilen insan lenfositlerinde tiim dozlarda MN olusumunun istatistiksel
olarak 6nemli derecede uyarildigi saptanmustir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.12). Fakat MN
sayisinda gdzlenen bu artigin doza bagli olmadig belirlenmistir.

Maltitol, 24 saatlik muamele siiresinde iki niikleuslu hiicrelerin tek niikleuslu
hiicrelere oranin1 sadece en yiliksek dozda kontrola nazaran onemli derecede
distirmiustiir (Cizelge 4.3.ve Sekil 4.13.). 24 saatlik muamelede bu diisiisiin doza
bagl oldugu saptanmistir (Sekil 4.14.). 48 saatlik muamele siiresinde ise maltitol
sadece en diisilk dozda iki niikleuslu hiicrelerin tek niikleuslu hiicrelere oranini

kontrola nazaran 6nemli derecede diistirmiistiir.
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Cizelge 4.3. Degisik dozlarda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde mikroniikleus sayisi.

Mikronukleus sayisi/

iki niikleuslu hiicre/tek

Test Sdre Konsantrasyon o - A , "
maddesi (saat) mg/ml Egékleer hicre (%)  nukleuslu hiicrexSE
Kontrol - - 0.080+0.01 0.248+0.10
MMC 24 0.25 pg/ml 0.955+0.12 0.085+0.03
Maltitol 24 1.25 0.173+0.01* 0.210+0.05
“ 24 2.50 0.165+0.03 0.166+0.08
24 5.00 0.380+0.06* 0.146+0.03*
MMC 48 0.25 pg/ml 2.31£0.53 0.069+0.04
Maltitol 48 1.25 0.355+0.09* 0.168+0.02*
“ 48 2.50 0.572+0.09* 0.147+0.05
48 5.00 0.506%0.04* 0.173+0.04
*:P<0.05
2
o 25+
=
= 2 -
= 15 B MN 24 Saat
[<}]
== 1 0 MN 48 Saat
= 0,5
= 0-
o
= Kontrol MMC 1,25 25 5
= 0.25 mg/m mg/ml mg/ml
ug/ml
Konsantrasyon

Sekil 4.12. Farkh dozlarda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan
periferal lenfositlerinde iki niikleuslu hiicre basina diisen MN sayisi.
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=

o 0.3 - B 24 saat
@ 20,25 - 048 saat
0802

2 =0,15 -

if‘.odzs

Hee I _

=570

=

Kontrol MMC 1,25 2,5 5
0.25 mg/ml mg/ml mg/ml
ug/ml

Konsantrasyon

Sekil 4.13. Farkh dozlarda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan
periferal lenfositlerinde iki niikleuslu hiicre/tek niikleuslu hiicre.

0,257
0,21
0,15* \
01" y =-0,0158x + 0,22
’ r=0,919*
0,057
0 T T T
0 1,25 2,50 5,0

Sekil 4.14. Farkh dozlarda maltitol ile 24 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde iki niikleuslu hiicrelerin tek niikleuslu hiicrelere
oraminin doza bagh diisiisiinii gosteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayis1 (* P<0.05).

Bu calismada, MMC mikroniikleus olusumunu (Sekil 4.15.) maltitola nazaran

daha fazla indiiklemistir (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.15. MMC ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde 4
mikroniikleus iceren iki niikleuslu hiicre (0.25 pg/ml, 48 saat, 3).
x2000.

Sekil 4.16. Maltitol ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde bir
mikroniikleus iceren iki niikleuslu hiicre (5 mg/ml, 48 saat, ©).
x2000.
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4.4. Maltitol’un DNA Replikasyonu ve Mitoz Béliinme Uzerindeki Etkileri

Maltitol’'un DNA replikasyonu iizerindeki etkisi RI’nin, mitoz bdliinme
tizerindeki etkisi ise MI’in bulunmasi yoluyla saptanmistir. Maltitol hem 24 hem de
48 saatlik muamele siirelerinde RI’ni kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak 6nemli derecede diistirmemistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.17). Halbuki, 24
saatlik muamele siiresinde RI’de doza bagli bir diislis gozlenmistir (Sekil 4.18).
Maltiol, her iki muamele siiresinde ve kullanilan tiim dozlarda MI’i etkilememistir

(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.19).

Cizelge 4.4. Degisik dozda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde RI ve MI.

Test . Sire  Konsant. M1 M2 M3 RI+SE MI+SE
maddesi (saat) mg/ml
Kontrol - - 19 95 292 2.69+0.06 5.1240.73

MMC 24 0.25pyg/ml 121 190 89 1.75+0.07 3.61+0.89

Maltitol 24 1.25 65 127 208 2.350.12 4.97+1.29
¢ 24 2.50 79 137 184 2.26+0.16 5.09+1.04
¢ 24 5.00 96 131 173 2.1910.20 5.28+1.22

MMC 48 0.25 pyg/ml 207 172 21 1.53+0.11 2.05+0.53

Maltitol 48 1.25 42 112 246 2.51%0.09 6.01+£0.62

¢ 48 2.50 33 206 161 2.32£0.15 5.46+0.23
“ 48 5.00 21 219 160 2.3420.17 6.48+0.74
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B Rl 24 Saat
0O RI48 Saat

Kontrol MMC 125 25 5
025 mg/ml mg/ml mg/ml
pg/mi

Konsantrasyon

Sekil 4.17. Farkh dozlarda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan
periferal lenfositlerinde RI.

2,47

2,35 * y =-0,0406x + 2,385
23 r=0,96*

2,25
2,27
2,15 i I I

Sekil 4.18. Farkh dozlarda maltitol ile 24 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde RI’nin doza bagh diisiisiinii gosteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsayis1 (* P<0.05).
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B Ml 24 Saat
3 O Ml 48 Saat

Ml %
N
|

Kontrol MMC 1,25 2,5 5
0.25 mg/ml mg/ml mg/ml

pg/mi
Konsantrasyon

Sekil 4.19. Farkh dozlarda maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis olan insan
periferal lenfositlerinde MI.

Bu calismada maltitol en yiiksek konsantrasyonda (5 mg/ml) kromozom
medyumunun pH degerini degistirmemis (pH= 7.02) ve ayn1 dozda da ortamin
osmatik degerini de (308 miliosmol’kg) etkilememistir. Test maddesi ilave
edilmemis kromozom medyumunun osmatik basinci ise 312 miliosmol/kg olarak

Olctilmiistiir.
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5.TARTISMA

Bu calisma, gidalarda tatlandirict madde olarak kullanilan ve bir seker alkoli
olan maltitol’un insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimini
(KKD=SCE), kromozom anormalliklerini (KA=CA) ve mikroniikleus (MN)
olusumunu artirp artirmadigini arastirmak ve bu testler yardimi ile insanlarda
herhangi bir genotoksik etkiye sahip olup olmadigini saptamak amaciyla yapilmstir.
Bu caligmada, insan periferal lenfositleri in vitro olarak 1.25, 2.5 ve 5 mg/ml
konsantrasyonlardaki maltitol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis ve ¢alismadan elde

edilen sonuclar diger arastiricilarin sonuglariyla tartisilmistir.

5.1. Maltitol’un KKD, KA ve MN olusumu iizerindeki etkileri

Bu calismada maltitol, 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde ve tiim dozlarda
KKD sayisin1 kontrola nazaran istatistiksel olarak onemli derecede artirmamuistir.
Ayni sekilde maltitol, KA sayisini kontrol grubu ile karsilastirdigimizda artirmasina
ragmen bu artis istatistiksel olarak 6nemli diizeyde olmamistir. Halbuki, maltitol MN
sayisini kontrole nazaran énemli derecede artirmistir.

Calismamizda kullandigimiz maltitol (4-o-a-D-glukopiranozil-D-sorbitol) bir
seker alkoliidiir (poliol) ve bir disakkarit olan maltozun hidrojenasyonuyla elde
edilen diisiik kalorili yapay bir tatlandiricidir ( Suzuki ve Tamura, 1988: Tsukamura
ve ark., 1998’den ). Maltitol sukroza (seker) benzer tat vermesinden dolay1 enerjisi
azaltilmis diyet {iriinlerinde seker yerine yogun bir sekilde kullanilabilmektedir.

Takizawa ve Hachiya (1984) maltitol’'un Salmonella typhimurium ve
Escherichia coli suslarinda mutajen olmadigini ve fare kemik iliginde MN
olusumunu artirmadigini bildirmislerdir. Tsukamura ve ark. (1998) maltitol’un sigan
kalin bagirsaginda dimethylhidrazin’in kanser olusturma etkisini azalttigini
bildirmislerdir. Bu sonuglar bizim bu calismamizda elde ettigimiz sonuglar ile
uyusmaktadir. Ayrica maltitol’un diglerde plak olusumuna sebep olmadigi (Maguire
ve ark., 2000), gen¢ ve yetiskin siganlarda ince bagirsaktan kalsiyum emilimini

artirdig1 ve kemigin kirilma direncini yiikselttigi (Kishi ve ark., 1996; Fukahori ve
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ark., 1998; Goda ve ark., 1998) bildirilmistir. Halbuki, 40 g olarak ¢ikolataya enjekte
edilen maltitol’un insanlarda sanci ve gaz olusumuna sebep oldugu saptanmistir
(Koutsou ve ark., 1996; Storey ve ark., 1998). Maltitol, midede hidrolize olarak
sorbitol ve glukoza doniismektedir (Altug ve Elmaci, 2001). Johannes ve ark. (1992)
sorbitol’'un CHO hiicrelerinde DNA zararlarin1 indiikledigini, Tatewaki ve ark.
(2002) da glukoz’un blastosit kiiltiirlinde KA olusumunu artirdigin1 saptamislardir.
Ayrica, Hinck ve ark. (2003) yiiksek dozlarda glikozun sican trofoblast hiicrelerinde
endoreduplikasyon olusumunu indiikledigini saptamislardir. Sorbitol viicutta
emiliminden sonra dehidrogenaz enzimi ile okside olarak fruktoza doniismekte,
olusan fruktoz ise fruktojenaz enzimi ile fruktoz-1-fosfata doniismektedir. Bu
metabolit de karacigerde aldolaz B enzimi ile dihidroksiasetonfosfat ve gliseraldehite
parcalanmakta, dihidroksiasetonfosfat ise piruvat veya glikoz ve glikojene
metabolize olmaktadir. MacGregor ve ark. (1989) fruktoz/lisin karisiminin oral
olarak verildiginde farelerde MN olusumunu artirmadigint halbuki, CHO
hiicrelerinde siddetli klastojenik etki gosterdigini saptamiglardir. 1,5-Anhydro-D-
fruktozun fare limfoma L5178Y hiicrelerinde ve Ames testinde mutajen olmadigi
saptanmustir (Yu ve ark., 2004).

Bu calismada 5 mg/ml olarak en yiiksek dozda kullanilan maltitol KKD
olusumunu artirmamasina ragmen KA olusumunu artirma egiliminde oldugu
goriilmektedir. Daha onceki ¢alismalardan da anlasildigi gibi maltitol sorbitol’a ve
daha sonra da fruktoz ve glukoza kadar hidrolize olmaktadir. Bu bilesiklerden
sorbitol ve glukoz in vitro ortamda DNA zararlarini indiiklemektedirler ve KA
olusumunu da artirmaktadirlar. Maltitol, MN olusumunu artirmistir, fakat bu artisin
doza bagl olmadig1 goriilmiistiir. Halbuki, Tsukamura ve ark., (1998), maltitol’un
sicanlarda anti-kanserojenik etki gosterdigini saptamustir.

Bu calismadan ve daha 6nce yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore
maltitol’un kanserojenik 6zellige sahip olmadigini sdyleyebiliriz. Fakat, 6zellikle
metabolitleri basta olmak {iizere maltitol’un zayif mutajenik etkiye sahip oldugu
sonucuna varilabilir. Bu c¢alismada en yiiksek doz olarak 5 mg/ml kullanilmugtr.
Tarim Bakanlhiginin yayinladigr Tiirk Gida Kodeksine gore maltitol’un dozunun

herhangi bir smirlamaya tabi olmadigi ve gidalarda istenilen miktarlarda
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kullanilabilecegi belirtilmistir. Dolayisiyla daha yiiksek dozlarda maltitol’un
mutajenik etkisinin daha fazla olacag diisiiniilebilir.

Maltitol maksimum dozda kromozom medyumunun pH’n1 ve osmatik basincini
degistirmemistir. Bu durumda maltitol’un zayif mutajenik etkisi kendisinin
yapisindan kaynaklandigini soyleyebiliriz. Ciinkii, fizyolojik osmoliteden (300
miliosmol/kg) sapmanin genotoksik bir etki yaratabilecegi bildirilmistir (Nowak,

1984; Galloway ve ark., 1987; Seeberg ve ark., 1989; Nowak, 1997).

5.2. Maltitol’un DNA replikasyonu (RI) ve mitoz boliinme (MI) iizerindeki

etkileri

Bu calismada maltitol’'un DNA replikasyonu iizerindeki etkisi replikasyon
indeksinin (RI) ve mitoz bdliinme {izerindeki etkisi ise mitotik indeksin (MI),
saptanmast yoluyla bulunmustur. Bu ¢aligmada Maltitol tiim konsantrasyonlarda ve
muamele siirelerinde hem RI’'ni hem de MI’ni kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli derecede diisiirmemistir. Sadece iki niikleuslu hiicrelerin
tek niikleuslu hiicrelere oranimi diistirmiis fakat bu diisiis istatistiksel olarak 6nemli
bulunamamistir. Dolayisiyla kullanilan dozlarda maltitol’un sitotoksik olmadigini
sOyleyebiliriz. Ayn1 sekilde Tarim Bakanligi da maltitol’'un gidalarda kullanim
miktarin1 smirlandirmamis, gidalarda gida ozelli§ine gore yetecek miktarlarda
kullanilabilecegini bildirmistir (Tarim Bakanligi, Tiirk Gida Kodeksi, 1997). Diger
bir ¢ok arastirici tarafindan yapilan c¢alismalarda bazi tatlandiricilarin sitotoksik
olmadig1 (Damasceno ve ark., 2003), baz1 tatlandiricilarin ise sitotoksik etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (Lorenzi ve ark., 1985; Tucker ve Christensen, 1987;
Renciizogullar ve ark., 2004).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismadan ve daha 6nce yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore
maltitol mutajenik ve kanserojenik 0Ozellige sahip degildir. Fakat, Ozellikle
metabolitleri basta olmak {izere maltitol’un zayif mutajenik etkiye sahip oldugu
sonucuna varilabilir. Tarim Bakanligi’nin maltitol’un kullanim dozuna her hangi bir
siir getirmemesi sonucunda asirt kullanimi riski s6z konusu olacaktir. Bu durum
laksatif etki yaratabilecegi gibi maltitol’un gastrointestinal sistemde parcalanmasi
sonucu sorbitol ve fruktoz’un daha fazla miktarda agiga ¢ikmasina sebep olacaktir.
Bu durum maltitol’un metabolitlerinin mutajenik etkisinin daha fazla olabilecegi
anlamina gelmektedir.

Sonug¢ olarak, maltitol’un diisiik dozlarda insanlar i¢in fazla risk
olusturmayacagi, fakat yiiksek dozlarda kullanilmasi durumunda o6zellikle
metabolitlerinin mutajenik etki yaratabilecegini sdyleyebiliriz. Bundan dolayi,
maltitol iceren gidalarin tliketilmesi durumunda insanlarin dikkatli olmasi, hem kendi
sagliklariin hem de gelecek nesillerin sagliklarinin korunmasi agisindan yararl

olacagi goriisiindeyim.
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OZGECMIS
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ogrenimimi burada tamamladiktan sonra 1994 yilinda Ondokuz May1s Universitesi
Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu Radyoloji Bdliimiine basladim ve 1996
yilinda mezun oldum. 1997 yilinda Firat Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Béliimiinde dgrenime basladim ve 2000 yilinda yatay gegisle C. U. Fen Edebiyat
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