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OZET

Diinyada beslenme aligkanliklarinin da degismesi ile hazir gida tiiketiminde artis yasanmistir. Bu
artisla beraber gidalarda kullanilan katki maddeleri kullanimi da artmistir. Gida katki maddelerinin
giivenle kullanilabilecek miktarlarinin belirlenmesi uzun yillardir arastirma konusu olmustur.
Ciinkii s6z konusu kimyasallarin sagliga olasi etkileri tartisma konusu olmaya devam etmektedir.
Bu calismada tatlandirict olarak kullanilan Mannitol ve Laktitol’tiin in vitro genotoksik etkileri,
insan periferal lenfosit hiicrelerinde kromozom anormallikleri (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri
ile degerlendirilmistir. Ayrica bu tatlandirict maddelerin mitotik indeks (MI) ve niikleer boliinme
indeksi (NBI) iizerine etkileri de incelenmistir. Mannitol i¢in 500, 1000, 2000, 4000 ve 8000
pug/mL’lik, laktitol i¢in 250,500,1000,2000ve 4000 pg/mL’lik konsantrasyonlar kullanilmustir.
Uygulanan testlerde iki farkli katki maddesininde tiim konsantrasyon ve siirelerde hiicre basina
diisen kromozomal anormallik frekansini ve anormal hiicre ylizdesini etkilemedigi, mikroniikleus
frekansinda ve niikleer boliinme indeksi degerlerinde kontrole gore 6nemli bir degisiklige sebep
olmadigi goézlenmistir. Mitotik indeks degerlerinde ise Mannitol’iin 24 ve 48 saatlik
uygulamalarinda 2000, 4000 ve 8000 pg/mL ‘lik konsantrasyonlarinda, Laktitol’iin 500, 1000,
2000 ve 4000 pg/mL’lik konsantrasyonlarinda kontrole oranla anlamli diisiis gézlenmistir. Sonugta
Mannitol ve Laktitoliin in vitro insan lenfositlerinde kullanilan konsantrasyonlarda onemli bir
genotoksik etkiye sahip olmadigi gbzlenmistir.

Sayfa Adedi . 76
Anahtar Kelimeler : Gida katk: maddeleri, genotolfsisite, Laktitol, Mannitol
Danisman : Dr. Ogr. Uyesi Ece AVULOGLU YILMAZ
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ABSTRACT

There has been an increase in the consumption of ready-made foodwith the change in dietary habits
in the world. The use of additives in foods was also increasedwith this situation Determining the
amounts of food additives that can be used safely has been the subject of research for many years.
Because the possible effects of these chemicals on health continue to be a matter of discussion. In
this study, the in vitro genotoxic effects of Mannitol and Lactitol used as sweeteners were
evaluated in human peripheral lymphocytes by chromosomal abnormalities (CA) and micronucleus
(MN) assays. In addition, the effects of these sweeteners on the mitotic index (MI) and nuclear
division index (NBI) were also investigated. Concentrations of 500, 1000, 2000, 4000 and 8000
pug/mL were used for mannitol and 250, 500, 1000, 2000 and 4000 pg/mL for lactitol. In the
assaysapplied, it was observed that the two different additivesdid not affect the chromosomal
abnormality frequency per cell and the percentage of abnormal cells at all concentrations and
treatments, did not cause a significant change in the micronucleus frequency and nuclear division
index values compared to the control. In the mitotic index values, a significant decrease was
observed at the concentrations of 2000, 4000 and 8000 pg/mL of Mannitol and 500, 1000, 2000
and 4000 pg/mL of Lactitol in 24 and 48h treatments, compared to the control. As a result, it was
observed that mannitol and lactitol did not have a significant genotoxic effect at the concentrations
used in human lymphocytes in vitro.

Number of Pages  : 76
Keywords : Food additives, genotoxicity, genotoxicity tests, Lactitol, Mannitol
Consultant : Dr. Ogr. Uyesi Ece AVULOGLU YILMAZ
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1. GIRIS

Giliniimiiz toplum ihtiyaglarinin degismesiyle birlikte buna paralel olarak gida tiiketiminde
de degisiklikler meydana gelmistir. Gida sektoriinde teknolojinin gelismesi ile yeni iiretim
teknikleri kullanilmasi, {irinlerin ¢esitlenmesi, toplumda calisma hayatinin giderek
yogunlasmast, kisilerin yogun hayat temposunda yemek yemege daha kisa zaman ayirmak
istemeleri gibi nedenlerle hazir gidaya olan egilim artmistir. Boylece gida endiistrisinde de
hazir gida iiretiminde artma meydana gelmistir. Bu artigla tiretilen hazir gidalarin tiretim
asamasindan tiiketiciye herhangi bir bozulma olmadan gelebilmesi giindeme gelmistir [1-
3]. Bu amagla kullanilan gida katki maddeleri en genis anlami ile “gidalara iiretim
asamasinda ilave edilen maddeler” olarak tanimlanabilir. Tiirk Gida Kodeksi’nde, gida
katki maddeleri “tek basina gida olarak kullanilmayan ve gidamin tipik bir bilegeni
olmayan, besleyici degeri olsun veya olmasin gidalara teknolojik amacl katilan, dogrudan
veya dolayli olarak gidalarin bir bileseni haline gelen veya bunlarin ozelliklerini

degistiren maddelerdir’ diye tanimlanmaktadir [4].

Gidalarda bulunan maddelerden yaglar, karbonhidratlar, proteinler, mineraller ve
vitaminler dogal bilesen olarak kabul edilir. Bunun disinda gidada besin degerinin
artirtlmasi, tatlandirilmasi, goriiniimiin iyilestirilmesi, besinlerde olusabilecek kayiplarin
onlenebilmesi, gidanin besin kalitesini koruyarak saklanmasi ve raf dmriiniin uzatilmasi
amaci ile gidaya disardan eklenen maddeler dogal bilesen disinda kabul edilir. Sayilan bu
ozelliklerin saglanabilmesi amaciyla gida katki maddelerinin kullanimi giin gegtikge
yaygimlagsmistir. Ancak gida katki maddeleri ile ilgili yapilmis olan arastirmalar, canlilarda
saglik riski olusturabileceklerini gosterdigindenhem arastirma sayisinin artmasina hemde

bazi katki maddelerinin kullanimina kisitlamalar getirilmesine sebep olmustur [5-7].

Yapilan aragtirmalar ile kullanilan katki maddelerinin insan saghig: {lizerindeki etkileri
tartisilan bir konu haline gelmis olup bu tartisma gilincelligini korumaktadir. Katki
maddelerinin tiiziikte belirtilen miktardan fazla kullanilmasi, uzun siire kullanimda viicutta
birikmesi saglik risklerinin olusmasini tetiklemektedir [8]. Son yillarda gelismis iilkeler
basta olmak iizere Kullanilan katki maddelerinde artis meydana gelmis, bu artis ile birlikte
bas agrisi, depresyon, egzama gibi rahatsizliklar, astim, ishal (6zellikle g¢ocuklarda)
hiperaktiflik ve asir1 duyarlilik (hipersensitivite), alerjik reaksiyonlar, sindirim sitemi

bozukluklari gibi rahatsizliklara yonelik bulgular elde edilmistir [9-10].



Katki maddelerinin kullanim miktarlarinin yénetmeliklerde sinirlandirilmas: sagliga zarar
vermeyecegi anlamina gelmemektedir. Katki maddelerinin uzun siireli tiiketimi insan
sagligma olumsuz etkilerolusturabilmektedir [11]. insanlarin aymi giin i¢inde ne kadar
kimyasala maruz kalabilecegi, kisilerin beslenme aligkanligina gore degiseceginden,

maruziyet orani bilinememektedir.

Tatlandirici; gidaya tatli tat veren ancak seker olmayan madde olarak tanimlanmaktadir.
Genel olarak seker yerine tiiketilen, sekere oranla daha az enerji saglayan, dogal ve yapay
olarak fretilebilen katki maddeleridir [11-12]. Genotoksisite, hiicrelerin genetik
materyalinde biyolojik, kimyasal veya fiziksel etkenlerin olusturabilecegi hasar olarak
tanimlanabilir. Olugabilecek bu hasarlar genel olarak kromozom anormallikleri, gen
mutasyonlari, DNA zincir kiriklar1 ve DNA eklentileri olabilmektedir. Meydana gelen bu
genotoksik etki hiicre iginde onarildiginda mutasyona neden olmayabilir ancak
onarilmamis hasarlar genetik materyalde kalicit degisikliklere neden olabilmektedir. Bu
kalic1 degisiklikler mutasyonlar olarak adlandirilmaktadir. Mutasyonun kritik genlerde
olusmast kanser gibi ciddi hastaliklara neden olmaktadir. Bu nedenle de olusan
mutasyonlar potansiyel kanserojen olarak kabul edilir. Mutajenitenin saglik {izerinde
birgok kalic1 etki birakmasi agisindan kullanilan tiim katki maddelerinin etkilerinin
belirlenip degerlendirilmesi, yine bu maddelerin giivenirliliklerinin arttirilmasi1 amaciyla

kullanilan testlerde 6nemli etken olmaktadir [13].

Cogu alanda karsimiza ¢ikan bu katki maddelerinin genis kullanim alani gida sanayidir.
Gida katki maddelerinin genotoksik etkilerinin incelenmesi ve kisa siirede tespit
edilmesinde ¢esitli genotoksisite testleri kullanilmaktadir. S6z konusu testler tim diinyada
gida katki maddelerinin karsinojenik ve genotoksik etkilerinin tespitinde rutin olarak
kullanilmaktadir. Kullanilan bu testlere 6rnek olarakkromozom anormallikleri (KA),
mikronukleus (MN), kardes kromatit degisimi (KKD), comet ve Ames testleri verilebilir
[14-18].

Calismamizda tatlandiricilar grubuna dahil olan gida katki maddelerinden Laktitol ve
Mannitol’iin genotoksik etkileri in vitro insan lenfositleri kullanilarak kromozomal
anormallik ve mikroniikleus testleri ile incelenmistir. Ayrica mitotik indeks ve niikleer
boliinme indeksleri tespit edilerek s6z konusu gida katki maddelerinin sitotoksik
aktiviteleri belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinin lilkemiz ve diinyada arastirmaya konu olan

gida katki maddelerinin kullanim alanlarma iligkin verilen ve verilecek olan izinlerin



giincellenmesi, kullanimlaruna iligkin yol gdstermesi ve bundan sonra yapilacak olan

caligmalara yon verebilmesi agisindan 6neminin biiyiik olabilecegi diisiiniilmektedir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Gida, Gida Teknolojisi ve Gida Giivenligi

Gidaviicuda disaridan alinan, enerji veren ve canliligin devamini saglayan, organizmanin
besin ihtiyacini karsilayan, hiicre yapim ve onarimini gergeklestiren, bedenin siirekli ve
diizenli ¢alismasimi saglamakicin canlilartarafindan tiiketilen vazgecilmez bir ihtiyactir.
Tiiketilen katt veya sivi besinler islenmemis olabildigi gibi, yar1 islenmis ve

islenmisolabilmektedir [19,20].

Kentlesme oraninin artmas ile gidalarda da biiyiik degisimler meydana gelmistir. Gidanin
tiiketiciye ulasma asamasinda besin degeri ve gida kalitesinde degisimler meydana
gelebilmektedir. Uretilen gidalarmisleme, depolama ve dagitimisirasindakimyasal,
fizikselve biyolojik olarak farklilasma yasanabilmektedir. Gidalarin, iiretimden baglayarak,
tiiketiciye ulasana kadargegen siiregte yasanacak olan bu degisimlerin en aza indirgenmesi
ve saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesi amaciyla gida teknolojisitekniklerinin uygulanmasi

biiyiik 6nem tasimaktadir [21-23].

Gida giivenligi insan saglhigimi direkt etkilediginden diinya ¢apinda her zaman 6nemli bir
konu olmustur [5,6]. Saglikli gida {iretiminin yapilabilmesi i¢in, gida iiretim proseslerinde
ve gidanin depolama, dagitim asamalarinda kurallara riayet edilmesi ve bunun i¢in gereken

onlemlerinalinmasi gida giivenligi olarak tanimlanmaktadir [24].

Glinlimiizde gida maddelerinin iiretim teknikleri degismis, iirlin ¢esitliligi artmis ve
gidalarintagima, saklama, depolama siirelerinde artts meydana gelmistir. Ancak bu
islemlerin yapilmasi sirasinda gerekli kosullarin saglanmamasi gida iizerinde olumsuzluk
yasanmasina ve Ozellikle insan sagligi iizerinde risk olusturmasina neden olabilmektedir.
Gidada meydana gelebilecek herhangi bir olumsuzluktan korumak ve insan sagligi
iizerinde risk olusturan etmenleri ortadan kaldirmak amaciyla gida maddelerinin tasimasi
gereken asgari ve teknik kistaslari igeren yasal diizenlemeler yapilmaktadir. Gida ile
ilgilenen tiim kurum ve kuruluslarda, gida maddelerinin sagliga uygun sartlarda tiretilmesi
ve tiiketilmesi i¢in tiim diinyada gegerli bir gida mevzuati uygulanmasi gerektigi

diistiniilmektedir [25].



Gida Mevzuati, genel anlamda, gida maddelerinin tiretiminin yapildig: ve satildig: her tiirli
mekanim niteliklerinin belirlendigi, tiretimi yapilan gida maddelerinin Kkalite ve hijyen

bakimindan uymasi gereken kriterleri i¢eren kurallar seklinde tanimlanabilir [25,26].
Ulkemizde Gida Mevzuati’na kaynaklik eden kuruluslar;

1. Tarim ve Orman Bakanlig,
2.Saglik Bakanligi,
3.Sanayi ve Teknoloji Bakanlig,

4.Cevre, Sehircilik ve Iklim Degisikligi Bakanligi ile biinyelerindeki genel
miidiirlikler,

5.ilgili diger birimler ve tasra teskilatlarindaki  yapilanmalar  seklinde
siralanabilmektedir [25].

Diinya genelinde kalitenin bir standart olarak ortaya g¢ikmasi ile gidagiivenligi diinya
capinda is birligi yapmay1 gerektirmistir. Bu baglamda gida giivenligi ile ilgili uluslararasi

kuruluslar kurulmustur.

Uluslararas1 Gida Mevzuati ile {lgili Kuruluslar;

1. Birlesmis Milletler Orgiitii (United Nations)

2. Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and Agriculture Organization of
the United Nations -FAO)

Kodeks Alimentarius Komisyonu (Codex Alimentarius Commission)

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization -WHO)

Pestisit FAO / WHO Ortak Toplantisi (Pesticide FAO / WHO Joint Meeting)

o g ~ w

Uluslararas1 Standart Organizasyonu (International Standards of Organisations -

ISO)

7. Avrupa Birligi (European Union — EU)

8. Tiiketici Saglig1 ve Giivenligi Genel Miudiirliigii Avrupa Komisyonu (Healthand
Consumer Protection Directorate-General, European Commission)

9. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority-EFSA)

10. Gida ve Veterinerlik Ofisi (Foodand Veterinary Office -FVO)

11. Gida ve Yem i¢in Hizli Uyar1 Sistemi (Rapid Alert System forFoodand Feed -

RASFF)



12. Diinya Ticaret Orgiitii (World Trade Organisation - WTO)

13. Gida ve llag Dairesi (Food and Drug Administration-WTO)

14. Giimriik Tarifeleri ve Ticaret Genel Anlasmasi (General Agreement on Cumtons
Tariffs and Trade -GATT) seklinde siralanabilmektedir [8, 25].

Cok uzun yillardir var olan katki maddeleriozellikle gidanin dayanikliligini ve tiiketici
begenisini arttirmak, lezzet ve rengi korumak, besin degerinin kaybmi Onlemek ve
arttirmak, raf omriiniin uzatmakamaciyla gida endiistrisinde yardimci maddeler olarak

kullanilmaktadir [26,27].
2.2. Gida Katki Maddeleri ve Kullanim Amaclari

Gelisen diinya ile birlikte gidalarin liretim ve tiiketiminde de biiylik degisimler meydana
gelmis, tiiketicinin gida beklentilerinde de degisimler gozlenmistir. Gida hazirlama
asamasinda daha az vakit harcanmak istenmesi, beslenme aligkanliklarinin degiserek hazir
gidaya talebin fazla olmasi paketli gida tliketimini artirmigtir. Bu durum da gidakatki
maddelerinin ¢esit ve kullanim alanlarinda artis meydana gelmesine neden olmustur.
Kullanilan bu gida katki maddelerinin artis1 ilebunlarin saglik bakimindan etkileri tartisma
konusu olmustur ve bu tartigmalar halen giincelligini korumaktadir. Hazir gida tiiketiminin
artmasi ve bilingsiz beslenme, katki maddesinin alimini arttiracagi i¢in saglik {izerinde

olumsuz bir etki gosterebilecegi ongoriilen bir gergektir [28].

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde gida katki maddeleri, “tek basina hammadde olarak
kullanilmayan, tek basina ve yardimci madde olarak kullanimi olmayan, yine tek basina
besleyicilik degeri bulunmayan, gidanin iiretilmesinden tiiketilmesine kadar gecen siirecte
gorliniis, tat, koku gibi yapisal oOzelliklerin korunmasi ve istenmeyen bir etkinin

olusmamasi amaciyla kullanilan maddelerdir” seklinde tanimlanmaktadir [17, 28].

Bagka bir tamimlamaya gore gida katki maddeleri, gidalarin tat, koku, lezzet ve goriiniis
gibi duyusal 6zelliklerini korumak ve arttirmak, gidanin kalite 6zelliklerini kaybetmeden
raf Omrilinlinuzatilmasint saglamak, gidanin islenme prosesinde ve depolama, tasima,
ambalajlama asamalarinda gida degerinin korunmasini saglamak amaciyla eklenen,

besleyici degeri olmayan ve gidanin bir bileseni haline gelen maddelerdir [5,29].

Gida katki maddeleri kullanilirken dikkat edilecek bazi 6nemli hususlar bulunmaktadir.

Bunlar;



e Ozellikle saghga zararli olmamali ve yonetmeliklerce belirlenmis olan katki
maddeleri kullanilmalidir.

e Katki maddelerinin kullaniminda teknolojik zorunluluk bulunmalidir.
e Kullaninminda sakinca bulunmadigi belirlenen gidalarda kullanilmalidir.
e izin verilen miktarlarda kullanilmalidir.

e Uretilen gidanin besin degerini ve Kalitesini koruyacak katki maddeleri
kullanilmalidir.

e Kullanillan katki maddesi herhangi bir olumsuzlugu maskelemek amaci
tasimamalidir [28].

Bir gida katki maddesinin kullanim miktart;

1. Katki maddelerinin belirlenmis olan giinliik kabul edilebilir alim miktarlariveya
buna denk bir degerlendirme ile,
2. Ozel gruplar icin hazirlanan gida maddelerine katilan katki maddelerinin giinliik

alim miktarlarinin bu gruplar i¢in 6zellikle denenmis olarak belirlenmesi gerekir

[30].

Gida katki maddeleri kullanim amaglarina gore 4 grupta incelenebilir [6,28]. Bunlar;
1.Koruyucular

Gidada tat, koku, lezzet gibi duyusal; renk kaybi, acima gibi yapisal 6zelliklerde meydana
gelebilecek istenmeyen etkilerin engellenmesi ve gidanin kalitesini koruyarak raf dmriiniin
uzatilmasini saglamak i¢in kullanilmaktadir. Bu amagla genellikle antimikrobiyaller (nitrit,
nitrat, benzoik asit) ve antioksidanlar (butillendirilmis hidroksitoluen (BHT),

butillendirilmis hidroksianisol (BHA), galatlar)kullanilmaktadir.
2. Gidanin lezzet, goriiniis ve yapisini gelistirenler

a. pH ayarlayicilar: Gidanin asitlik veya bazlik derecelerini kontrol etmek, istenilen pH

diizeyine getirmek i¢in kullanilirlar.



b. Topaklanmayr Onleyenler: Toz halinde olan karisimlarin bir araya gelerek
topaklanmasini Onleyerek yapisini koruyan maddelerdir. Bu amaglaaliiminyum silikat,

trikalsiyum fosfat gibi katki maddeleri kullanilmaktadir.

c. Emiilsifiyerler: Gida igerisine katilan su ve yagm homojen bir goriiniim alarak
dagilmasini 6nleyen katki maddeleridir. Bu amagla lesitin, mono ve digliseritler gibi katki

maddeleri tercih edilmektedir.
d. Stabilizorler, kivam arttiricilar, yapay tatlandiricilar

Stabilizorler: Homojen hale gelen su ve yaginuzun siire bu yapida kalmasini saglamak

amaciyla gidaya eklenmektedir.

Jellestirme ajani: Gidaya jelimsi bir yap1 ve doku kazandirmak amaciyla (keg¢iboynuzu

zamki, pektin gibi)kullanilmaktadir.

Yapay tatlandiricilar: Seker yerine kullanilan, kalorisi olmayan katki maddeleridir. Gidanin
tadim tiiketici agisindan daha cazip hale getirir. Bu amagla mannitol, laktitol, aspartam,

sakkarin gibi katki1 maddeleri kullanilmaktadir.
Renk stabilizasyon ajani: Gida iiriiniiniin rengini kalic1 hale getirmektedir.
3. Aroma ve Renk gelistiriciler

a. Aroma maddeleri: Gidada bulunan aromayi1 daha cazip ve hos hale getirmek igin
kullanilmaktadir. Bu amagla daha ¢ok lezzet arttiricilar (6rnegin, monosodyum

glutamat=MSG) tercih edilmektedir.

b. Renklendiriciler: Gidanin hazirlanma asamasinda meydana gelen renk kayiplarini tekrar
kazandirmak, bazi renkleri kuvvetlendirilerek gida albenisinin artmasini saglamak i¢in

kullanilmaktadir. Bu amagla tartrazin, indigotingibi maddeler tercih edilmektedir.

4. Besin degerini koruyucu gelistiriciler (Besin dgeleri): Gida hazirlanma asamasinda
eksilen besin 6gelerinin tekrar kazandirilmasi (B1, B2, niasin) ve beslenmede eksik olan

vitaminlerin eklenmesi amaciyla kullanilmaktadirlar [6,28].



2.4. Gida Katki Maddelerini Kullanim Miktarlarimin Belirlenmesi ve E Kodu

Gida katki maddelerinin saglik {izerinde olusturdugu etkileri hakkinda bilgi sahibi
olunabilecek verilerden biri de toksisite test sonuglaridir. Gidada kullanilan katki
maddelerinin Kkarsinojenik ve mutajenik etkileri sonucunda ortaya ¢ikabilecekolan toksik
etkiler standart toksisite testleri iledegerlendirilmektedir. Katki maddesinin toksik etki
gostermedigi dozlarin belirlenmesi amaciyla deney hayvanlari ve/veya hiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Yapilan test sonuglarinda hicbir toksik etki gdstermeyen doz
belirlenmektedir. Herhangi bir toksik etki gostermeyen doz elde edilirse bu doza NOAEL
(No Observed Adverse Effect Level=gozlenebilir yan etki olusturmayan diizey) denir.
NOAEL higbir etkinin goriilmedigi konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir. NOAEL
degerini belirlemek igin dncelikle LDsg degeri belirlenir. LDsg degeri deney hayvanlarinin
%50’sinin Olimiine neden olan dozdur. Daha sonra belirlenen LDsy dozunun miktari
azaltilarak verilen her dozun toksik etkileri arastirilir. Deney hayvanlarinin hiicre ve
dokularinda olusabilecek tiim toksik etkiler incelenir. Bu inceleme sonucunda arastirmaya
konu olan katki maddesinin zararsiz olduguna dair herhangi bir doz miktar1 tespit
edilemezse, o katki maddesinin gidalarda kullanilmasina izin verilmez. Kullanilacak gida
katki maddelerinin izin verilen dozlart NOAEL degeri bulunarak belirlenir. Doz belirleme
deneyleri insanlar iizerinde yapilamadigi i¢in deney hayvaninda hicbir yan etkiye sebep
olmayan dozun 1/100’l insan i¢in (glinlik kabul edilebilir alim miktar1 =ADI degeri
Acceptable Daily Intake) kabul edilir. ADI degeri, katki maddesinin giinlik alinmasina
izin verilen miktar degeridir ve bu insanlarda giivenli doz olarak kabul edilir. Insanin viicut
agirhiginin kilogrami basina mg olarak belirlenir. NOAEL degerinden ADI degerine
geciste kullanilan islem ise ADI (Kabul edilebilir giinliikk alim) = NOAEL / 100 olarak
belirlenmistir [31-33].

Gida katki maddelerinin standartlastirilmasi amaciyla Avrupa Birligi tarafindan Europe
kelimesinin bas harfi olan “E” kullanilarak E-kodlar1 olusturulmustur. Olusturulan E-
kodlar1 gida katki maddeleri konusunda ¢alisan uluslararast kuruluslarin ortak calismast
sonucu olusmustur. E-kodu, isimleri uzun olan katki maddelerinin etikette daha kisa
sekilde belirtilmesi amaciyla da yarar saglamaktadir. Ancak tiiketicinin etikette belirtilen
E-kodunun hangi katki maddesine karsilik geldigini bilmesi énemlidir."E"™ numara sistemi
ile gida katki maddelerinin temel islevlerine gore smiflandirilmasi ise asagida

gosterilmistir.
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- Renklendiriciler E 100 — 180

- Koruyucular E 200- 297

- Antioksidanlar E 300 — 321

- Emiilgator ve stabilizatorler E 322- 500
- Asit / baz saglayicilar E 500- 578

- Tatlandiricilar, koku verenler E 620 — 637[34,35].

2.5. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Gida katki maddelerinin gida sanayide birgok alanda kullanilmaktadir. Farkli alanlarda
kullanilan bu katki maddeleri uretilecek gidaya ve kullanim amacia gore
siiflandirilmaktadir. Gida katki maddelerinin fonksiyonel siniflari, 30 Haziran 2013 tarih
ve 28693 sayili Resmi Gazetede yayimlanarak yiiriirliige giren Tiirk Gida Kodeksi Gida
Katki Maddeleri Yonetmeliginde asagida belirtilen 26 ana baslikta toplanmistir [36].
Bunlar; tatlandiricilar, renklendiriciler, koruyucular, antioksidanlar, tasiyicilar, asitler,
asitlik diizenleyiciler, topaklanmay1 Onleyiciler, kopiliklenmeyi Onleyiciler, hacim
arttiricilar, emiilgatorler, emiilsifiye edici tuzlar, sertlestiriciler, aroma arttiricilar, kopiik
olusturucular, jellestiriciler, parlaticilar, nem vericiler, modifiye nisastalar, ambalajlama
gazlari, itici gazlar, kabarticilar, metal baglayicilar, stabilizorler, kivam arttiricilar, un

islem maddeleridir [36].

2.5.1. Tatlandiricilar

Tatlandiricilar, {irline seker tadi vermesi amaciyla gidaya katilan ve birgok gidada
kullanimi1 olan katki maddeleridir. Kullanim alanlar1 olarak unlu mamuller, sekerlemeler,

tatlilar, dondurmalar, alkolsiiz icecekler gosterilebilmektedir [37,38].

Yapilan arastirmalar sonucunda tatlandiricilarin tropikal iilkelerde asirlar 6nce kullanildig:
goriilmektedir. Thaumatococcus daniellii bitkisinden elde edilen ve tomatin diye
adlandirilan maddenin gidalarda tatlandirict olarak kullanildigi anlasilmaktadir. Sakkarinin
kesfi ile gida sanayinde yapay tatlandiricilar kullanilmaya baslanmustir. Ikinci diinya savasi

sonrasi ortaya ¢ikan seker kitligi sonucunda yapay tatlandirici kullaniminda artis meydana
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gelmistir. Tatlandiricilar iiretim sekillerine gore dogal ve yapay tatlandiricilar olarak iki

grupta incelenebilir [39-42].

2.5.1.1. Yapay tatlandiricilar

Kimyasal yontemlerle iiretilen yapay tatlandiricilar genel olarak besin degeri olmayan ve
enerji saglamayan katki maddeleri olarak tanimlanabilmektedir. Bu tatlandiricilar,
genellikle diyet iiriinlerinde, dis ciiriiklerinin engellenmesinde ve kan glukoz degerinin
kontroliinde kullanilabilmektedir. En yaygin olarak kullanilan yapay tatlandiricilaradrnek
olarak sakkarin, aspartam, asesiilfam-K ve siklamat verilebilir. Bu grup iginde sakkarin

tatlilik derecesi en yiiksek, kullanim alani en genis ve en ucuz tatlandiricidir [41,42,44].

2.5.1.2. Dogal tatlandiricilar

Bitki ve bitki koklerinden tiretilen ve besin degeri olan dogal tatlandiricilar da genel olarak
enerji vermektedirler. En yaygin olarak kullanilan dogal tatlandiricilara; sakkaroz, glukoz,

friiktoz ve dekstroz ornek verilebilir [39,43].

Seker alkolleri besleyicilik degeri olan, glisemik indeksi disiik tatlandiricilardir. Enerji
verme miktari diisiik oldugundan gida iireticileri tarafindan birgok iirtinde kullanilmaktadir.
En yaygin kullanilan seker alkolleri sorbitol, eritriol, maltitol, mannitol, ksilitol ve
laktitoldiir [42].

Mannitol yaygin olarak kullanilan bir seker alkoliidiir. Gida sanayide tatlandiric1 katki
maddesi olarak kullanildig1 gibi tip ve eczacilikta da kullanilmaktadir. Mannitol 1s1
diisiiriicii  6zelliginden dolay1 ¢ikolata kaplamalarinda, sekerlemelerde ve sakizlarda
kullanilmaktadir. Glisemik indeksi sukroz ile kiyaslandiginda daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Tip uygulamalarinda Mannitol’tin, beyin 6deminin azaltilmasinda etkili
oldugu goriilmiis ancak bazi yan etkilere neden oldugu rapor edilmistir. Bu yan etkilerin
basinda dehidrasyon ve elektrolit sorunlari yer almaktadir. Ayricabdbrek sorunlari
meydana getirmesi ve kalp yetmezligini ilerletmesi ciddi yan etkileri arasinda
gosterilmistir. Mannitol’in hamilelik sirasinda giivenli kullanimi ise belirsizdir. Diyabet
hastalar1 i¢in tatlandirict olarak kullanilan Mannitol, ilag sanayinde ¢igneme tabletlerinde

ve gozlerde meydana gelen yiiksek basinci azaltmak i¢in de kullanilmaktadir [43-48].
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Laktitol, disakkarit seker alkoliidiir. Tatlilik derecesi sakkarozun yaklasik %40°1 kadar olan
laktitoliin glisemik indeksi yok sayilacak seviyededir. Laktitol beyaz kristal formda
bulunur ve molekiil agirligi sekere yakin diizeydedir. Bundan dolayr su aktivitesinde
benzer etki gostermektedir. Laktitol diisiik tatlilik derecesinden otiirli tatlandirict olarak
cekiciligi az olmasina karsin, tiiketildiginde agizda aci tat birakmamasi ve hacim verici
ozelligi olmasindan dolay1 unlu mamullerde, dondurmalarda, ¢ikolata ve benzeri tiriinlerde
kullanilmaktadir. Ayrica biskiivilere gevrekligi saglamak icinde laktitol kullanilmaktadir.
Laktitol eczacilik alaninda ve bazi gidalarda da laktiilozun yerine kullanilmaktadir [49,50].

2.6. Genotoksisite Testleri

Giinlimiizde kimyasal maddelerinin kullanimina paralel olarak genetik hastaliklarda ve
kanser vakalarinda artts meydana gelmistir. Kullanilan kimyasal maddelerin insan
genomunda herhangi bir olumsuzluga neden olabilecegi diisiincesi kimyasallar iizerinde
yapilan arastirmalar1 daha 6nemli hale getirmistir. Meydana gelebilecek mutasyonlar hem
bireyi hem de gelecek nesilleri etkileyebilecek anormallikler olusturabilmektedir. Bu
sebeple kimyasal maddelerin genotoksik, mutajenik ve kanserojeniketkilerinin arastirilmasi
amaciyla farkli canli gruplariyla ¢esitli testler gelistirilmistir [51,52]. Bu kimyasal
maddelerin saglik iizerinde olusturabilecegi risklerin tespitinde kisa siireli genotoksisite
testleri gelistirilmis ve kullanilmistir. Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri, genetik
hasara neden olan maddeleri belirlemek igin gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden
olusmaktadir. In vivo ve in vitro testler kiiltiire veya izole edilmis hiicre diizenegine sahip
testlerdir. Hiicre kiiltiirleri ile birgok kimyasal maddenin genotoksik etkisi
arastirilabilmektedir. Toksisite ¢alismalarinda hiicre kiiltiirlerinin kullanim avantajlar1 su

sekilde siralanabilmektedir:

a. Tirler aras1 farklilifigzetmez,

b. Toksik etki yapabilecegi diistiniilen kimyasal maddenin deri, karaciger, kan gibi kendine
0zgl doku hiicrelerinde ¢alisma yapilmasina olanak saglar,

c. Olusan toksisitenin hiicreler iizerinde ortaya ¢ikmasini saglar,

d. Deney hayvanlarinin aci ¢ekmesi ve dlmesinin oniine gecilir [53,5-56]. Insan hiicre

kiiltiirlerinden genotoksisite testlerinde en yaygin olarak tercih edileni ise lenfosit

kiiltirleridir. Lenfositlerin tercih edilme sebepleri ise;

1-Periferik kandan kolayca ve ¢ok sayida hiicre elde edilebilmesi
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2-Kan dolasim sisteminde GO evresinde olmalari,
3-Hiicre kiiltiirii ortaminda boliinmeye kolayca tesvik edilebilmeleri,

4-Senkronize popiilasyon yani ayni fazda, ayni anda olmalar sayilabilmektedir [57].

Genotoksisite testleri erisebilirligi ve uygulamasi basit ve hizli olmasi, genetik materyalde
olusan hasarin belirlenmesinde hassas olmalari, ucuz yontemler olmalarigibi nedenlerle
tercin edilmektedir [58,59]. Herhangi bir kimyasal maddenin genotoksik riskinin
belirlenmesi amaciyla insan lenfosit kiiltiirlerinde en yaygin kullanilan genotoksisite

testleri kromozomal anormallik (KA) ve mikroniikleus (MN) testleridir [60].

2.6.1. Mikroniikleus Testi

Mikroniikleus testi; 1986 yilinda Howell tarafindan eritrositlerde gozlenmistir. 1907 'de
Jolly, Howell’in ¢aligmalarin1 desteklemis, bodylece mikroniikleuslar “Howell-Jolly
cisimcikleri” olarak da tanimlanmistir. Bu test ilk olarak 1950’lerin ortalarinda bitki
hiicrelerinde, 1970’lerin ortalarinda ise hayvan hiicrelerinde kullanilmaya baslanmistir [61-
64]. Mikrontikleus; hiicre siklusunun gergeklestigi anda kromozomlarin serbest kalmasi ile
ana cekirdekten bagimsiz, ¢ekirdek biiyiikliigli ana ¢ekirdegin 1/3’tinden kiiclik olan, dis
kismi niikleus zari ile gevrili yapilardir [65]. Sitoplazmalar: birdir ve ana ¢ekirdegin hemen
etrafinda yer alirlar [50]. Mikroniikleuslarhiicredeki kinetekor ve ig ipliklerinde olusan
hatalardan, hiicre boliinmesinin denetimini yapan genlerineksikliklerinden, kromozomlarda
meydana gelen tahribat sonucu olusmaktadir [66]. Mikroniikleuslarin olusumu hasarin

meydana geldigi evreye bagli degildir, hiicre siklusu boyunca meydana gelmektedirler[50].

Mikroniikleus testinde sitoplazma boliinmesini engellemek igin sitokalasin-B kullanilir.
Aktin polimeraz inhibitérii olan sitokalasin-B, sitoplazma bdliinmesini durdururken
cekirdek boliinmesi devam eder ve biniikleat olusumu saglanir. Bdliinme sirasinda
mutajenik etkiler sonucu ana ¢ekirdegin etrafinda kiiclik ¢ekirdekler olusmaktadir. Olusan

bu ¢ekirdekler mikroniikleus olarak adlandirilmaktadir [67-69].

Mikroniikleus testi, genotoksik maddelerin kromozomlar iizerinde olusturdugu etkilerin
incelenmesinde genel olarak tercih edilmektedir. Birmaddeninuygulanmasi ile MN
oraninin kotrole gore fazla ¢ikmasi maddenin genotoksik oldugunu gostermektedir. Eger

MN oraninda kotrole gore degisiklik meydana gelmemisse maddenin genotoksikolmadigi,
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MN oraninda azalmanin meydana gelmesi ise maddenin anti genotoksiketkide oldugunu
gosterebilmektedir [70-73].

Farkli hiicre ¢esitlerine uygulanabilmesi, uygulama siiresinin kisa ve kolay olmasi,
giivenilir sonug vermesi MN testinin genotoksik arastirmalarda sikca tercih edilmesini
saglamustir. In vivo ve in vitro olarak uygulanabilen bu test genotoksisitesi arastirilan
maddelerin mutajenik ve Kkarsinojenik etkilerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir
[70,74,75].

Mikroniikleus kanser teshisinde de sikga kullanilan bir test yontemidir. Kanserin kendine
0zgii kromozom diizensizligi MN testinin kullanilmasina olanak saglamistir. MN testi
pestisit, gida katki maddeleri ve gevresel etmenlerden kaynaklanan kimyasal ve fiziksel
etkenlerin neden oldugu genotoksik etkilerin belirlenmesinde sik¢a kullanilmaktadir [76-

78].

2.6.2. Kromozom Anormallikleri Testi (KA)

Kromozom anormallikleri testi fiziksel ve kimyasal maddelerin genotoksik tahribatini
belirlenmek amaciyla kullanilan bir test yontemidir. Genotoksik maddelerin etkisi
sonucunda DNA’da olusan tahribat kromozomlari say1 ve yapt bakimindan etkilemektedir.
Kromozomlarda meydana gelen bu degisimler kromozom anormallikleri olarak
tanimlanmaktadir. Kromozomlarin yapisal olarak meydana gelen anormallikler kromatid
ve kromozom kirngi, disentrik ve halka kromozom, fragment, kardes kromatidlerde
birlesme, inversiyon, izokromozom ve translokasyondur. Aneuploidi ve poliploidi ise
sayisal anormalliklerdir. Kromozomlarda meydana gelen bu anormallikler genotoksik
maddenin ¢esitine ve hiicre bdliinmesini etkiledigi evreye gore degismektedir. Anormallik
hiicre boliinmesinin G1, S ve G2 safhalarinin herhangi birinde olusabilmektedir. Bu
evrelerde olusan kiriklar kromozom ve kromatid kiriklart olarak ikiye ayrilmaktadir.
Genotoksik maddenin, mitozun GO ve G1 evresinde etkili olmas: ile kromozom kiriklari
olusurken; kromatid kiriklart S ve G2 evresinde etkili olmasi ile olusmaktadir. G1
sathasinda sadece bir kromatidde olusan kirik S safhasinda da devam ederse, metafaz
sonrasinda iki kromatid de kirik goriilerek kromozom kirigi olusumuna neden olur.

Meydana gelen bu kirikta tekrar birlesme olmazsa asentrik fragment ve delesyonlu
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kromozom olusumu gozlenir. Olusan bu fragmentler metafaz evresinde kaybolmaz ise

anafaz evresinde mikroniikleuslarin meydana getirir [67,78-82].

Kromozom anormallikleri testi ile hiicrede meydana gelen sitogenetik tahribat kisa siirede
belirlenebilmektedir. In vivo ve in vitro olarak uygulanabilen bu test yontemi fiziksel ve
kimyasal maddelerin genotoksisitesi belirlemede en sik kullanilan yontemdir. Bu test
yonteminde genetik materyalde olusan tahribat biiylik Olglide incelenebilmekte ve
genomdaki tahribatin derecesi saptanabilmektedir. Anormallik sayist ile kanser olusumu
karsilastirilabilmekte ve genotoksik maddenin kanser riski belirlenebilmektedir
[57,69,70,83].

Kromozom anormallikleri testinde meydana gelen anormalliklerin belirlenmesi igin
genellikle periferal lenfositler kullanilmaktadir. In vitro uygulamalarinda kullanilan bu
hiicreler, kromozomlarda kendiliginden olusan hasar oraninin diisiik olmasi ve primer
hiicre olmalart tercih edilmektedir. Kromozom anormallikleri testinin kanser riski
belirlemede Onemli ve giivenilir sonuglar vermesi avantajlari arasinda sayilmaktadir.
Ancak olusan kromozom anormalliklerinin tespit edilme siirecinin yavas ve gii¢c olmasi

dezavantaj olarak goriilmektedir [73,84,126].

2.7. Tatlandiricilar ve Diger Gida Katki Maddeleri ile Yapilmis Bazi Genotoksisite
Cahismalan

Bu c¢alismada genotoksik etkileri  degerlendirilen Mannitol ve Laktitol’iin

genotoksisitesinin incelendigi bazi ¢aligmalar mevcuttur.

Laktitol’tin genotoksik etkisini belirlemek amaciyla comet testi uygulanmis ve izole
edilmis lenfositler 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 pg/mL’lik konsantrasyonlarile 1 saat
muamele edilmistir. Laktitol’iin DNA hasarina neden olmadigi gozlenmistir. EK olarak
ayn1 konsantrasyonlarin BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerine 24 saat
muamelesi sonucu MTT testinde sitotoksik etki gostermedigi kaydedilmistir [85]. Yine
laktitol ilegerceklestirilmigbagska bir genotoksisite c¢alismasinda Cinhamster akciger
hiicreleri ve fare polikromatik eritrosit hiicreleri kullanilarak mikrontikleus testi

uygulanmistir. Calisma sonucunda Laktitol’tin mutajenik ve genotoksik etki gostermedigi



16

goriilmiistiir [86].Benzer sekilde 1983 yilinda JECFA Laktitol’tin S. typhimurium TA98,
TA100, TA1535, TA1537 ve TA1538 suslarinda mutajenik olmadigini belirtmistir [87].

Mannitol’iin insan periferal lenfositlerine 72 saat boyunca 2x10° ve 3x10° pg/mL’lik
konsantrasyonlari ile uygulanmig ve KKD olusumunu arttirdigi belirlenmistir [88]. JECFA
(1986) Mannitol i¢in asagidakitestleri uygulamistir:

1. Salmonella typhimurium G46 TA1530 ve Saccharomyces cerevisiae D3

susukullanilarak yapilan fare konak aracili test

2. Rat kemik iligi ve insan W1-38 hiicrelerinde sitogenetik bir test (test adi, icerigi

vedetaylar1 raporda paylasilmamaistir)

3.S. typhimurium TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suslar1 ile Ames testi

4. Ratlarda dominant letal test
Mannitol i¢in uygulanan bu testlerin herhangi birinde mutajenik etki gézlenmemistir [89].

Laktitol ve Mannitol ile gergeklestirilmis baska bir genotoksisite ¢alismasi
bulunmamaktadir. Ancak farkli tatlandiricilarin genotoksik potansiyellerinin arastirildigi

arastirmalar mevcuttur.

Dogal bir tatlandirici olan Steviosid ile 50 mg/petri dozunda S. typhimurium TA98 susu
kullanilarak Ames testi uygulanmis ve sonucunda Steviosidin mutajenik etki gosterdigi
goriilmiistiir [90]. Bir tatlandirict olan eritritoliin genotoksik etkisi erkek ICR fare kemik
iligi hiicreleri kullanilarak 1250, 2500 ve 5000 mg/kg konsantrasyonlarinda in vivo
mikronukleus testi ile incelenmis vemutajenik etkiye sahip olmadigi saptanmustir [91].
Yapay tatlandirict olan sorbitol, sakarin, aspartam ve Asesiilfam-K’nin genotoksisiteleri
comet testi ile incelenmistir. Dort tatlandirict da insan periferal lenfosit hiicrelerine 1,25;
2,5 ve 5 ppm konsantrasyonlar ile {i¢ saat uygulanmis ve tiim tatlandiricilarin comet
kuyruk yogunlugu ve momentini artirdigi saptanmistir [92]. Dragsted ve ark. (2002)’nin
sukrozile yaptiklar1 ¢calismada, Fischer cinsi ratlar (Big Blue Rats) kullanilmigtir. 21 giin
stiresinceratlarindiyetlerine %6.9, %13.8 ve %34.5’lik sukroz ilave edilmis ve calisilan
dozlarin Kolon mukoza hiicrelerinde yiiksek mutasyonolusturdugu ve sukrozun genotoksik
etki gosterdigi bildirilmistir [93]. Bir seker alkolii olan maltitoliin genotoksik etkisinin
arastiritlmas1 amaciyla insan periferal lenfosit hiicrelerinde kromozomal anormallik,

mikroniikleus ve kardes kromatit degisimi testleri kullanilmistir. Farkli konsantrasyonve
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siirelerde mikroniikleus olusumunun oransal olarak Onemli derecede arttig1 tespit
edilmistir. KA degerini anlamli olmamakla birlikte indiikledigi, KKD degerinde ise
herhangi bir genotoksik etki gostermedigi bildirilmistir [94]. Johannes ve ark. (1992), seker
alkolii olan ve daha cok diyabetik hastalarin tercih ettigi sorbitoliin genotoksik etkisini
incelemiglerdir. 0.9 M sorbitoliin Cin Hamster Ovaryum (CHO) hiicrelerinde kromozomal

anormallikleri artirdigin1 géstermislerdir [95].

Tatlandirici olan siikrozun 35 g/L ve 70 g/L’lik konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat siiresince
A.cepa  kok ucu  hiicrelerine  uygulanmasi  sonucunda  kontrole  oranla
anlamlisonuglarsaptanmistir [96]. Durnev ve ark. (1995)’nin siklamat ile yaptiklari
caligmada C57Bl/6 farelerine 5 giin boyunca oral yolla gilinlik 11 ve 110 mg/kg
konsantrasyonlarda siklamat verilmis ve kromozom anormalliklerinin indiiklenmedigi
rapor edilmistir [97]. Takayama ve ark. (2000), sodyum siklamatin genotoksik etkisini
maymunlar tizerinde ¢alismiglardir. Dogumdan sonra diyetlerine giinde 100-500 mg/kg
sodyum siklamat eklenen maymunlarin bazilarinda kolon kanserinin metastazi ile
karaciger ve prostat kanserlerinin olusum gosterdigini bildirmislerdir. Ancak sodyum
siklamatin, direkt kanser olusumu ile iliskili olmadigini belirtmislerdir [98]. Mukherjee ve
Chakrabarti (1997) asesiilfam-K’nin genotoksik etkisini fare kemik iligihiicrelerinde 15,
30, 60, 450, 1500, 2250 mg/kg konsantrasyonlari kullanarak degerlendirmisler ve s6z
konusu maddenin Klastojeniteyeneden oldugunuagiklamislardir [99]. Erkek Fischer 344
sicanlarinin i¢gme sularma 28 giin siiresince her giin %0.01 ve %0.05 oranlarinda sodyum
siklamat maddesi ilave edilmis ve deney hayvanlarmm idrar keselerinde neoplastik
gelisime neden olmadig1 bildirilmistir [100].

Sasaki ve ark. (2002), sukraloz’un genotoksik etkisini arastirmak amaciyla farelerin 8
farkliorgant (mide, kalin bagirsak, karaciger, bobrek, mesane, akciger, beyin ve kemik
iligi) ilecomet testi uygulamislardir. 100, 1000 ve 2000 mg/kg konsantrasyonlarinda 24
saat, 2000 mg/kg konsantrasyonunda 3 saat etkilesimi sonucunda farelerde gastrointestinal
sistemlerinde DNA tahribatinin olustugunu belirtmislerdir [101].

Stevia bitki Oziitli fare ve insan hiicreleri kullanilarak incelenmistir. Farelere bir ay
stiresince giinde iki kez 500 mg/g 6ziit verilerek polikromatik eritrositlerde MN testi ve bir
hafta siiresince giinde ii¢ kez 750 mg/g 6ziit verilerek de fare primer spermatositlerinin
analizi yapilmig, DNA hasarina neden olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica insan lenfosit ve fare

kemik iligi hiicrelerinde yapilan kromozom anormallik testi sonucunda da genotoksik etkili
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olmadigi saptanmustir [102]. MS/Ae fareleri ile yapilan mikroniikleus testinde 25, 250, 500
ve 1000 mg/kg steviol verilen deney hayvanlarindan alinan kemik iligi eritrositlerinde
genotoksik etki goriilmedigibildirilmistir [103]. Yapilmis baska bir arastirmada Stevia
rebaudiana Bertoni yapraklarinin etanolik ekstraktinin genotoksisitesi Ames testi, fare
kemik iligi hiicrelerinde mikronukleus testi ve fare sperm malformasyon testi uygulanarak
incelenmistir.  %1.04, %2.08 ve %3.12'lik ekstrakt oral olarak 90 giin siiresince
uygulanmis, tim test sonuglarinda ratlarda toksik etkiye rastlanilmamigtir. Uygulama
sonucunda hayvanlarda klinik, histopatolojik, hematolojik ve davranigsal degisiklik
goriilmedigi belirtilmistir [104]. Stevia i¢in yapilmis diger ¢alismalarda S. typhimurium
susu TA98 kullanilmis, 50 mg/petri doz uygulamasi yapilmis ve genotoksik etkiye neden
oldugu saptanmistir [105]. Yine Salmonella typhimurium’un TM677 susu ile yapilan ileri

mutasyon testinde pozitif sonu¢ vermistir [106].

Yapay tatlandirict olan sakkarinin Cin hamster kemik iliginde yapilan genotoksik
calismada, KKD degerini arttirdigi goriilmistiir. Yine sakkarin i¢in yapilan diger bir
arastirmada S.cerevisiae 'da rekombinasyona neden oldugu belirtilmistir [108]. Sakkarin,
sorbitol ve aspartamin 1,25; 2,5; 5 ppm lik konsantrasyonlar1 insan periferal lenfositleri ile
1 saat muamele edilerek genotoksik etkisi comet testi ile incelenmis ves6z konusu li¢ katk1
maddesinin DNA hasarina neden oldugu goriilmiistiir [107]. %30 sukroz, %30 glikoz ve
%30 fruktoz seker konsantrasyonlarinin genotoksik etkisini incelenmek amaciyla comet
testi uygulanmistir. 35 giin siiresince ratlara verilen s6z konusu maddelerin genotoksik

etkili olmadig1 goriilmiistiir [109].
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3.MATERYAL METOT

3.1.Materyal

Bu arastirmada gidalarda tatlandirici olarak kullanilan Mannitol (Applichem CAS No: 69-
65-8)ve Laktitol’iin (Sigma-Aldirich CAS No: 81025-04-9) ticari olarak satin alinmis hazir
formlart kullanilmistir. Her iki madde beyaz kristal toz halinde ve suda ¢oziiniir yapidadir.
Mannitol ve Laktitol’iin genotoksik etkilerinin belirlenebilmesi igin kiiltiire edilmis insan
periferal lenfosit hiicreleri kullanilarakmikroniikleus (MN) ve kromozomal anormallik
(KA) testi uygulanmistir. Bunun i¢in kan, herhangi bir saglik problemi bulunmayan, alkol,
sigara, ila¢ kullanmayan, 23-27 yas arasi bireylerden alinmistir. Calisma, Amasya
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan alinan (11.06.2020

tarih ve 42 nolu karar) izin ile gerceklestirilmistir.

3.1.1. Test Materyalleri

Mannitol

Kimyasal adlandirmasi: D-Mannitol
Molekiil agirligr: 182,17 g/mol
Molekiil formiilii: CeH1406

Yapisal formiilii: Sekil 3.1°de verilmistir.

OH  OH

HO
OH

OH OH

Sekil 3. 1. Mannitoliin yapisal formiilii [96].
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Laktitol

Kimyasal adlandirmasi: 4-O-3-D-Galaktopiranozil-D-glusitol
Molekiil agirhigr: 344,32 g/mol

Molekiil formiilii: C12H24011

Yapisal formiilii: Sekil 3.2° de verilmistir.

CH,OH
- 0 0
QH H
» HO -
: H
H OH

Sekil 3. 2. Laktitoliin yapisal formiilii [97].

3.2. Metot

3.2.1 Cahismada Kullanilacak Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Laktitol ve Mannitol’iin literatiirlerde belirtilen rat LD50 dozlar1 referans noktasi alinarak
caligmada  kullanilacak  konsantrasyonlarin  belirlenmesi  i¢cin  6n  denemeler
gerceklestirilmistir. Buna gore, kullanilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi amaciyla ilk
olarak Laktitol icin 4000; 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 pg/mL’lik, Mannitol i¢gin
2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63 pg/mL’lik konsantrasyonlar ¢alisilmistir.
S6z konusu denemelerin sonuglarina gére Laktitol i¢in ¢alismada 4000, 2000, 1000, 500 ve
250 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin kullanilmasi uygun goriinmiistiir. Mannitol i¢in ise
2000, 1000 ve 500 pg/mL’lik konsantrasyonlar ¢aligma i¢in uygunluk gdstermistir ancak

daha yiiksek konsantrasyonlarin da etkilerini degerlendirmek agisindan yeni bir deneme
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daha yapilmis ve Mannitol’iin 8000 ve 4000 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 da ¢alismaya
dahil edilmistir.

3.2.2. Kromozomal Anormallik (KA) Testi

Calismada kullanilan kromozomal anormallik (KA) testi Evans’in metodunda birtakim
degisiklikler yapilarak uygulanmistir [114]. Daha 6nce ozellikleri belirtilen donérlerden
alinan kan 6rnekleri igerisinde LymphoPlus besiyeri bulunan tiiplere ekilmistir. Mannitol
icin 500, 1000, 2000, 4000 ve 8000 pg/mL’lik, Laktitol i¢in 250, 500, 1000, 2000 ve 4000
ng/mL ‘likkonsantrasyonlar lenfositlere 24 ve 48 saat uygulanmistir. Icerisinde besiyeri
bulunan tiiplere 1/10 oraninda heparinize edilen periferik kan 6rneklerinden 0,2 mLekim
yapilmistir. Daha sonra 37°C de ki etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmigtir. Kiiltiir
ortamina, kilturlerin 24 ve 48 saat sonraMannitol ve Laktitol maddelerinden belirlenen
konsantrasyonlar1 ilave edilmistir. Bu asamada kontrol (distile su) ve pozitif kontrol (0,20
pg/mL mitomisin-C) ¢alismaya déahil edilmistir. Kiiltlirtin 70. saatinde her bir tiipe 0,06

png/mL kolkisin ¢ozeltisi eklenmistir.

72. saat bitiminde kiiltiir sonlanmas: yapilmistir. Tipler 1200 rpm devirde 10 dakika
santrifiij edilerek siipernatant atilmasi saglanmistir. Bu islem sonucunda tiip dibinde kalan
kisma 0,075 M KCI c¢ozeltisi 5 mL damla damla ilave edilmis ve homojen bir sekilde
dagilmast icin vortekslenmistir. Bu islemden sonra tiipler 37 "C’de 30 dk inkiibasyona
birakilmis, inkiibe siiresi sonunda tekrar santrifiij edilmis, kalan siipernatant kismi atilmistir.
Ardindan kiiltiir tiiplerinin her birine daha 6nceden hazirlanmis ve buzdolabinda sogutulmus
3:1 metanol:asetik asit karisimindan ilave edilmistir. Bu islem sonrasinda tiipler 45 dk +4°C
‘de bekletilip, fiksasyon islemi iki kere daha tekrarlanmis, siipernatant kismi atilmistir.
Kalan hiicreler pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Homojenize edilmis hiicre
siispansiyonu daha sonra; saf su ile yikanarak temizlenmis ve -20 °C ‘de bekletilmis lamlar
tizerine damlatilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar oda sicakliginda 24 °C ‘de
kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlar daha sonra Giemsa boyasinda (%5, pH=6,8) 25
dakika boyanmistir. Bu islemden sonra preparatlarda bulunan fazla boya saf sudan
gegirilerek yikanmistir. Yikama asamasi tamamlanan preparatlar kuruduktan sonra entellan

ile daimi hale getirilmis, mikroskop incelemesi i¢in hazirlanmistir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanmasi
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Kromozomal anormallik (KA) tespit edilmesinde, calisilan konsantrasyonlar i¢in 600
metafaz (her dondr i¢in 200’er metafaz) incelemesi yapilmistir. Metafaz evresinde hiicre
secimi yapilirken dagilimim homojen olmasi ve sayimi yapilan kromozomlarin her birinin
net olmasma dikkat edilmistir. inceleme yapilan toplam hiicre iginde anormal hiicrelerin
yilizdesi belirlenmis, hiicre basina diisen kromozom anormalligi sayist hesaplanmustir.
Mitotik indeksin (MI) tespitinde ise; her konsantrasyon i¢in 2000’er hiicre (toplam 6000
hiicre) incelemesi yapilmistir. Mitotik indeks metafaz evresinde bulunan hiicre sayisinin,

toplam hiicre sayisina orani yiizde cinsinden hesaplanip belirlenmistir.

3.2.3. Mikroniikleus Testi

Mikronukleus (MN) testinin uygulamasinda Fenech (2007)’in metodu bir takim degisiklikler
yapilarak kullanilmistir [19]. Donérlerden alinan 1/10 oraninda heparinli periferik kandan
0,2 mL’si, igerisinde 2,5 mL besiyeri ortami bulunan (LymphoPlus) tiiplere ilave edilmis ve
37 °C ‘deki etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Calismamizda kullanilacak olan gida
katki maddeleri konsantrasyonlar1 laboratuvar kosullarinda yapilan 6n caligmalara gore
belirlenmistir. Mannitol i¢in 500, 1000, 2000, 4000 ve 8000 pg/mL’lik, Laktitol i¢in 250,
500, 1000, 2000 ve 4000 pg/mL ‘lik konsantrasyonlari lenfositlere 48 saat uygulanmstir.
Her iki madde i¢in bir pozitif kontrol (Mitomisin C; MMC) ve kontrol (distile su) grubu
bulundurulmustur. Sitokinezi engellemek i¢in tiim kiiltiirlere inkiibasyonun 44. saatinde
Sitokalasin-B (5,2 ug/mL) ilave edilmistir.72 saat sonunda kiiltiir sonlandirilmistir. Her bir
tiip 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant atimi saglanmistir. Geriye kalan
kisma 0,075 M KCL c¢ozeltisinden 5 mL yavas yavas eklenerek vortekslenmistir. Bu
islemden sonra tiipler 5 dakika +4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra tiipler tekrar santrifii
islemine tabi tutulup, slipernatant atimi saglanmistir. Bu islemden sonra her bir tiipe 5 mL,
3:1 metanol: asetik asit karigimi ilave edilmis, daha sonra tiipler 15 dakika +4 °C’de
bekletilmistir. Fiksatif islemi 2 defa daha tekrar edilmis ve son fikstatife formaldehit
eklenerek santrifiij edilmistir. Son kez yapilan santrifiij islemi sonrasinda geriye kalan
stipernatant atilmigsve pipetaj islemi ile kalan hiicreler homojen hale getirilmistir.
Homojenize olan hiicre siispansiyonu buzdolabinda bekletilmis lamlar {izerine pipet ile

yayilmustir. Preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Mikronukleus ve niikleer boliinme indeksi (NBI)’nin belirlenebilmesi icin preparatlar %5°lik
Giemsa tampon eriginde (pH 6.8) 15-20 dk bekletilmis, oda sicakliginda kurumaya

birakilmistir. Kuruyan preparatlar, daimi hale getirmek amaciyla entellan ile kapatilmis,
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mikroskop ile incelemek i¢in hazirlanmistir. Niikleer boliinme indeksi belirlemek amaciyla
her bir konsantrasyondaher dondérden 1000 adet olmak iizere toplam 3000 adet,
mikronukleus frekansini belirlenirken her bir konsantrasyonda her donérden 2000 adetolmak
tizere preparatlardan toplamda 6000 adet hiicre degerlendirilmistir. Hiicreler 1 g¢ekirdekli
(IN), 2 cekirdekli (2N), 3 ¢ekirdekli (3N) ve 4 ¢ekirdekli (4N) seklinde tespit edilmis, “n
incelenen toplam hiicre sayis1” olarak alimip, [1X(IN)+2Xx(2N)+3x(3N+4N)]/n

formiiliikullanilarak hesaplanmistir [99].

3.2.4. istatistiki analizler

Uygulama ve kontrol gruplarindan elde edilen hiicre basina diisen kromozom anormalligi,
anormal hiicre frekansi, mikroniikleus frekansi, mitotik indeks (MI) ve niikleer boliinme
indeksi sonuglar1 z-testi ile analiz edilmis ve degerlendirme yapilmistir. Arastirmamiz da
KA/ Hiicre sayisi, anormal hiicre sikligi, MN/ Hiicre sayisi, mitotik indeks ve niikleer

bolinme indeksininkonsantrasyonabagli etkileri regresyon analizi ile incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Mannitol Uygulamasi

4.1.1. Kromozom Anormallik (KA) Test Bulgulari

Mannitol’tin ~ kiiltiire  edilmis insan lenfosit hiicrelerinde 24 ve 48 saat
uygulanmasindakarsilasilan anormallikler goriilme sikligina gore sirasiyla kardes
kromatidlerde birlesme (%71,25), kromatit kirig1 (%16,25), kromozom kirig1 (%8,75),
fragment (%2,50) ve poliploidi (%1,25)’dir(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. de goriildiigli iizere lenfositlere 24 ve 48 saatlik mannitol muamelesi,
kullanilan hi¢bir konsantrasyonda, hiicre basina diisen kromozomal anormallik frekansini

ve anormal hiicre yiizdesini anlamli oranda etkilememistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve 4.2)
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Cizelge 4. 1 .Mannitol’lin insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu
kromozomanormallikleri
Uygulama Anormallikler
Test maddesi KA
yapisal sayisal Anormal
Siire Konsantrasyon hiicre KA/Hiicre +
(saat) + SH (%) SH
(ng/ml) ktk  kzk  kkb  ktd ds f p
Kontrol 24 0 - - 3 - - - - 0,50 +0,29 0,05+ 0,0029
MMC 24 0,2 6 2 8 1 1 - 3,00+0,70 0,03 +0,0070
Mannitol 24 500 - - 5 - - 1 - 1,00 +0,41 0,01 +£0,0041
1000 - - 3 - - - - 0,50+0,29  0,005+0,0029
2000 - - 2 - - - 1 0,50+0,29  0,005+0,0029
4000 - - 3 - - - - 0,50 +£0,29  0,005+0,0029
8000 1 1 7 - - - - 1,33+ 0,47 0,015+0,0050
Kontrol 48 0 k[ - 3 - - - - 0,67 £0,33  0,0067+0,0033
MMC 48 0,2 4 - 7 5 F - 3 2,67+ 0,66 0,0267+0,0066
Mannitol 48 500 - - 3 - - - - 0,5+0,29 0,0050+0,0099
1000 1 1 4 - - - - 1,00 £0,41  0,0100+0,0041
2000 - 1 3 - - - - 0,67 £0,33  0,0067+0,0030
4000 - = 2 - - 1 - 0,5+0,29 0,0050+0,0020
8000 - 2 4 - - - = 1,00 £0,41  0,0100+0,0041
Kromozom
anormallik
16,25 8,75 71,25 0,00 000 25 1,25
yiizdesi

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigi, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ds: disentrik kromozom, ktd: kromatit degisimi,

f:fragment, p:poliploidi
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Sekil4 .1. Mannitol’iin insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu anormal hiicre
yiizdesi frekansi
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0,0350 -
0,030
0,0300 -
0,0267
0,0250 -
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:EO'OZOO | m 24 saat
0,015
50’0150 | m 48 saat
§ 0,01 0,01 0,01
0,0100 -
0,0067 0,0067
0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
0,0050 -
0,0000 -
S ¥ D TS S ¥ D DTS
& & SR & S S S
Konsantrasyonlar (ug/mL)

Sekil4. 2. Mannitol’iin insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu hiicre basina
diisen anormallik frekansi

Mannitol 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin her ikisinde de mitotik indeksi en yiiksek ii¢
konsantrasyonda, konsantrasyona bagli (24 saat r=-0,97 ve 48 saat r=-0,96)anlamli olarak
diistirmistiir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3).



Cizelge 4. 2.Mannitoluygulamasi sonucu lenfositlerde goriilen mitotik indeks degerleri

Uygulama
Test maddesi Mi
Siire (saat) Konsantrasyon MI£SH
%
(ng/ml)
Kontrol 24 0 6,66 + 0,32
MMC 24 0,2 3,66 +£0,24
Mannitol 24 500 6,40+ 0,32
1000 6,20 £ 0,31
2000 5,73 £0,30%
4000 5,40 +0,29%*
8000 5,33 £0,29%*
Kontrol 48 0 6,06+ 0,31
MMC 48 0,2 4,10+ 0,26
Mannitol 48 500 5,63+ 0,30
1000 5,36 £0,29
2000 4,56 £ 0,27%%*
4000 4,43 +£(0,27%**
8000 4,16 £ 0,26%**

* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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7 6,66 64
g 62 » 6,06
6 - 5,73 T 5,63
54 533 5,36
*kk ok
® ] 4,56 443 **
4,1 4,16
4 3,66
&
%
- m 24 saat
=
m 48 saat
1 -
0 -
> O Q \! Q Q Q > O Q Q Q Q Q
FHTIT S S FHF IS &S
& ¢
Konsantrasyonlar (ug/mL)
* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil4.3. Mannitol uygulamasi sonucu lenfositlerde goriilen mitotik indeks degerleri

4.1.2. Mikroniikleus (MN) Testi Bulgulari

Mannitol ile insan lenfositlerinde 48 saat muamele sonucu elde edilen veriler istatistiki
olarak karsilastirtlmistir. Buna gore Mannitol, mikroniikleus frekansinda ve niikleer
boliinme indeksi degerlerinde kontrole goére onemli bir degisiklige sebep olmamistir

(Cizelged.3).



Cizelge 4. 3.Mannitol’iin insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu mikroniikleus
frekanslar1 ve niikleer boliinme indeksi

Uygulama Sayilan BN hiicreler iginde Niikleer Boliinme
Test Siire  Konsantrasyon  biniikleat (BN) mikroniikleus MN + SH Indeksi (NBI) +
maddesi  (saat) (nug/mL) hiicre sayis1 frekanslari (%) SH
“» @
Kontrol 48 0,00 6000 7 - - 0,12+ 0,04 1,23 +0,20
MMC 48 0,20 6000 65 5 - 1,25+0,14 1,30 £0,21
Mannitol 48 500 6000 9 - - 0,15+ 0,05 1,41+0,22
1000 6000 6 - - 0,10 + 0,04 1,42+022
2000 6000 7 1 - 0,15+ 0,05 1,39 +0,21
4000 6000 9 - 2 0,25+ 0,06 1,30+£0,21
8000 6000 9 1 - 0,18 £0,05 1,27 +£0,20
14 +
1,25
12 -
1 -
S 08
> 0
N—r
< 06 -
2 ’
0,4 -
0,25 018
0’2 i 0]12 0,15 0’1 0,15 !
0 T T T T T T 1

Kontrol  MMC 500 1000 2000 4000 8000

Konsantrasyonlar (ug/mL)

Sekil4. 4. Mannitol’iin insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu mikroniikleus
frekanslar1
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4.2 Laktitol Uygulamasi

4.2.1. Kromozom Anormallik (KA) Testi

Laktitol’iin kiiltiire edilmis insan lenfositlerine 24 ve 48 saat uygulanmas: ile karsilasilan
anormalliklerin goriilme siklig1 sirasiyla kardes kromatidlerde birlesme (%81,94), kromatid
kingt (%8,34), kromozom kirngt (%6,94), kromatit degisimi (%1,39), disentrik
kromozomlar (%1,39)’dir (Cizelge 4.4, Sekil 4.5 ve 4.6).

Laktitol uygulamasinin insan periferal lenfositlerinde anormal hiicre yiizdesi ve hiicre
basma diisen anormallik sayisinda tim uygulama siirelerinde ve konsantrasyonlarinda

kontrole gore onemli bir degisiklige neden olmadigi goriilmiistiir.



Cizelge 4. 4. Laktitol’tin insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu kromozom
anormallikleri ve frekanslar

32

Test
maddesi

Kontrol
MMC
Lactitol

Kontrol
MMC

Lactitol

Kromozom
anormallik

yiizdesi

Uygulama Anormallikler
KA
Siire (saat)  Konsantrasyon yapisal An?rmal KA/Hiicre +
hiicre SH
+ SH (%)
(ng/ml) ktk kzk kkb ktd ds

24 0 - - 6 - - 1,00 £ 0,41 0,0100 +0,0041
24 0,2 3 1 7 3 1 2,50+ 0,04 0,0250 +0,0064
24 250 - - 2 - - 0,33 +0,24 0,0033 +0,0024
500 - - 3 - - 0,50+ 0,29 0,0050 +0,0029

1000 - - 3 - - 0,50+ 0,29 0,0050 +0,0029

2000 1 - 5 - - 1,00 + 0,41 0,0100 +0,0041

4000 - 1 4 - = 0,83+ 0,37 0,0083 +0,0037

48 0 - - 4 1 = 0,83+ 0,37 0,0083 +0,0037
48 0,2 1 2 9 2 = 2,33+ 0,62 0,0233 +0,0062
48 250 = - 3 = - 0,50+ 0,29 0,0050 +0,0029
500 - - 2 : - 0,33 +0,24 0,0033 +0,0024

1000 1 - 2 - - 0,50+ 0,29 0,0050 +0,0029

2000 - - 4 - 1 0,83 +0,37 0,0083 +0,0037

4000 - 1 5 - - 1,00 £ 0,41 0,0100 +0,0041

8,34 6,94 81,94 139 1,39

ktk: kromatid kg1, kzk: kromozom kirigi, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ds: disentrik kromozom, ktd: kromatit degisimi



N
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Anormal Hiicre(%)
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1 m 48 saat
0,5
0
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Konsantrasyonlar (ng/mL)

Sekil4.5. Laktitol’iin insan periferal lenfosit hiicrelerinde anormal hiicre yiizdesifrekansi

33
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9]
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é 0 0,0100 0,0100
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0,0050,005 0,0050  0,0050
0,0050 -
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Konsantrasyonlar (ug/mL)

Sekil4.6. Laktitol’{in insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu hiicre basina diisen
anormallik frekanslari

Mitotik indeks degerlerinde insan lenfositlerinde Laktitol’iin 24 ve 48 saatlik
uygulamalarinda 500, 1000, 2000 ve 4000 pg/mL ‘lik konsantrasyonlarda kontrole oranla,
konsantrasyona bagli anlamli diisiis (24 saat i¢in r= -0,96, 48 saat igin r= -0,95)
gozlenmistir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4. 5.Laktitol’iin insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu mitotik indeks

degerleri
Uygulama
Test .
maddesi Mi
Siire (saat) Konsantrasyon .
MI=SH %
(ng/ml)
Kontrol 24 0 7,33+0,34
MMC 24 0,2 3,16+0,23
Laktitol 24 250 6,56 +0,32
500 6,20 +0,31*
1000 6,10 £0,31**
2000 5,60 £ 0,30%***
4000 5,20 £ 0,29%**
Kontrol 48 0 6,87 +£0,33
MMC 48 0,2 347+0,24
Laktitol 48 250 6,80 + 0,33
500 5,77 £0,30*
1000 5,60 + 0,30%*
2000 4,70 £ 0,27%**
4000 4,60 £ 0,27%**

* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil4.7. Laktitol’iin insan periferal lenfositlerinde olusturdugu mitotik indeks degerleri

4.2.2. Mikroniikleus (MN) Testi

Laktitol ile insan lenfositlerinde 48 saat muamele sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.6’da
sunulmustur. Buna gore Laktitol’in mikroniikleus frekansinda ve niikleer boliinme indeksi

degerlerinde kontrole gére onemli bir degisiklige sebep olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.8).



Cizelge 4 6. Laktitol’tin insanperiferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu mikroniikleus
frekanslar1 ve niikleer boliinme indeksi

Uygulama Sayilan BN hiicreler icinde Niikleer Boliinme
Test Siire  Konsantrasyon biniikleat (BN) mikroniikleus MN + SH Indeksi (NBI) +
maddesi  (saat) (ug/mL) hiicre sayis1 frekanslar (%) SH
“m @ 6
Kontrol 48 0,00 6000 4 - - 0,07 +£0,05 1,33+0,21
MMC 48 0,20 6000 51 5 - 1,02+0,18 1,34 +0,21
Laktitol 48 250 6000 3 - - 0,05+ 0,04 1,52+0,22
500 6000 3 - - 0,05+ 0,04 1,58 £ 0,23
1000 6000 4 - - 0,07 +0,05 1,30+£0,21
2000 6000 6 - - 0,10+ 0,04 1,35+0,21
4000 6000 6 - 1 0,15+0,05 1,23 +£0,20

SH: Standart hata

1,02

0.2 - o1 0,15

0,07 0,05 0,05 0,07

Kontrol MMC 250 500 1000 2000 4000

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil4. 8. Laktitol’lin insan periferal lenfosit hiicrelerinde olusturdugu mikrontikleus
frekanslar1



Sekil4. 9. Uygulama sonucunda insan lenfositlerinde gozlenen kromozom anormallikleri
kardes kromatidlerde birlesme

38
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5. TARTISMA

Niifusun hizli artisi ile birlikte gidaya duyulan ihtiya¢ da artmistir. Giincel gelismeler gida
sanayinde zorunludegisimleri vegelismeleri meydana getirmistir. Diinya hizli bir
kiiresellesme yasamis, bunun sonucu olarak insanlar yeme igmede pratiklige yonelmistir.
Bu yonelim hazirlama asamasi kolay ve pratik gidaya olan talebi arttirmistir. Bunun
sonucu olarak gidada hizli bir sanayilesme baslamis, bu da gidaya katilan katki
maddelerinin kullaniminda artis meydana getirmistir. Gida katki maddeleri gidanin
bozulmadan daha uzun siire saklanmasi, raf dmriiniin uzatilmasi, lezzet ve goriiniimiin
tilketicinin dikkatini ¢ekecek sekilde olmasi ve iiretim maliyetinin azaltilmasi amaciyla
gidaya belli oranlarda katilan maddelerdir. Bu amacla kullanilan ortalama alt1 bin katki
maddesinin varligi bilinmektedir [35,115]. Tiiketilen katki maddelerinin artmasi ile birlikte
saglik iizerinde olusturabilecegi riskler her zaman soru isareti olusturmustur. Her ne kadar
katkir maddelerinin kullanim miktarlart sinirlandirilsa da uzun stireli kullanimlarda saglik
iizerinde ne gibi olumsuzluklar olusturacagi énemli bir arastirma konusudur. Bazi katki
maddelerinin {izerinde yapilan ve halen yapilmakta olan genotoksisite calismalari, bazi
katki maddelerinin olumsuz etki olusturabilecegini gostermistir. Diyabet, obezite, lireme ve
kardiyovaskiiler, 6zellikle cocuklarda hiperaktivite ve alerji gibi hastaliklara neden oldugu
yapilan aragtirmalar sonucu bilinmektedir [115-117].

Kimyasal maddelerin hiicre igerisinde bulunan genetik materyale zarar vererek mutasyona
neden olmasi genotoksisite olarak adlandirilir. Genotoksik maddeler hem maruz kalan
kiside hem de gelecek nesillerde genetik hasara neden olmaktadir. Kimyasal maddelerin
neden oldugu bu mutasyonlarin tespiti amaciyla genotoksisite testleri kullanilmaktadir. In
Vivo Ve in vitro olarak uygulanabilen genotoksisite testleri gida katki maddeleri gibi birgok
ajanin genotoksik etkilerini arastirmada kullanilan giivenli testlerdir. Mikroniikleus ve
kromozom anormallikleri testi genotoksisite tespitinde en sik kullanilan testlerdir [14-

17,118].

Bu ¢alismada, gidalarda tatlandirici olarak kullanilan mannitol ve laktitol maddelerinin in
vitro genotoksik etkileri kromozom anormallikleri (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri ile

arastirilmstir.

Sonugta her iki tatlandirict gida katkisinin da kromozomal anormallikler ve mikroniikleus

olusumunu indiiklemedigi goriilmiistiir. Ek olarak niikleer boliinme indeksi degerlerinde de
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yine her iki gida katki maddesi muamelesinde kontrole gére dnemli bir degisiklik olmadigi
tespit edilmistir. Mitotik indeks degerlerinde ise her iki madde i¢in kontrole gére anlamli

diisiis gozllenmistir.

Kromozom anormalligi testi, kromozomlarda meydana gelen yap1 ve say1 degisikligini
tespit etmekte kullanilan genotoksisite testidir. Bu test arastirmaya konu olmus maddenin
olas1 karsinojenitesinindegerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilir. Kromozomal
anormallik ¢evresel faktorlerden meydana geldigi gibi kendiliginden de meydana
gelebilen, genel olarak yapisal ve sayisal anormallikler olarak incelenmektedir. Sayisal
anormallikler; normal siiregte olmayan, kromozomal ayrilmada sorun nedeniyle olusan ve
kromozom sayisinda degisiklik meydana gelen anormalliklerdir. Genel olarak andploidi,
poliploidi gibi anormallikler goriilmektedir. Bir diger anormallik ise yapisal anormalliktir.
Yapisal anormallik kromozomlarin kirilmasiyla ya da kirilarak normal olmayan bir sekilde
yapigip tekrar birlesmesi ile olusan anormalliktir. Yapilan ¢alismalar sonucunda en sik
goriilen yapisal normallikler; kardes kromatitlerde birlesme, kromatit kirigi, kromozom
kirigi, kromatid degisimi ve fragment gibi anormalliklerdir. DNA’da olusan kromozom
anormalliklerin belirlenmesinde hiicre dongiisiiniin G2 evresi hasar tespiti icin biiyiik
oneme sahiptir. Meydana gelen hasarin onarimi G2 fazinda gergeklesmektedir. Hiicre
dongiistiniin G1, S, G2 evrelerinde olusan kromatid ve kromozom kiriklari, mitoz ve
mayoz boliinmeler boyunca olusabilmektedir. Kromatid vekromozom kiriklarinin olugmasi
hiicre dongiisiiniin hangi evresinde etkili olduguna baglidir. Caligilan maddenin mitoz
boliinmenin GO veya G1 evresinde etkili olmasi kromozom tipi kiriklara neden olurken, S
veya G2 evresinde etkili olmasi kromatit tipi kiriklara neden olmaktadir. Meydana gelen
bu kromozom kiriklar1, G1 evresinde sadece bir kromatitte bir kirik olusturur, S evresinde
de siirerse metafaz asamasindan sonra her iki kromatitte de kirik olusmasina neden olur, bu
da kromozom kirig1 yapisini olusturur. Eger olusan kiriklarda birlesme olmazsa bir asentrik
fragment ile bir delesyonlu kromozom olusumu goriiliir. Olusan bu asentrik parcalar
metafazda kaybolabilirken, anafaz evresinde mikroniikleuslar1 da olusturabilmektedir

[78,119-127].

Kromozom kiriklart herhangi bir dis etken olmadan kendiliginden ya da mutajenik etki
sonucu olusabildigi gibi; kimyasal maddeler de DNA tahribatina neden olmaktadir [66].
Mutajenik etki kromozom kiriklarina neden oldugu gibi gen mutasyonlarint da
etkilediginden, gen mutasyonlar1 ile ilgili yapilan arastirmalarda kromozom kirig

calismalarindan yararlanilmaktadir [61,66,128-130]. DNA’da hem kromatit hem
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kromozom kiriklar1 kanser riskini belirlemek icin degerlendirilmektedir. Ancak kromozom
tipi anormalliklerin belirleyiciliginin, kromatid tipi anormalliklere oranla daha iyi sonug

verdigine dair arastirmalar mevcuttur [131,132].

Calismada gida katki maddelerinden tatlandirici olarak kullanilan maddelerin olusturdugu
diger yapisal anormallikler kardes kromatitlerde birlesme, fragment ve disentrik
kromozomdur. Laktitol uygulamalarinda kromatid degisimine ender olarak rastlanilmistir.
Kromatid degisimi, homolog olmayan kromozomlar arasinda meydana gelen tipik triradyal
veya quadriradyal degisimlerdir [128,133]. Diger bir anormallik tirii olan
disentrikkromozom, iki kromozomun uglarinda meydana gelen kiriklarin, Ssentromeri
bulunan kisimlarmin kirilmis uglardan birlesmesidir. Kardes kromatidlerde birlesme ise
calisgmamizda en fazla gozlemlenen anormalliktir. Kardes kromatidlerde birlesme
genellikle kromozomlarin iki ucunda olusan kiriklarin karsilikli  birleserek halka
goriinimiinii almasidir [134,135]. Yaptigimiz bu c¢alismada sayisal anormallik olan
poliploidi ¢ok az miktarda goriilmiistiir. Poliploidi; canlinin genomundaki mevcut
kromozommiktarinin, gametindeki mevcut kromozom sayisi kadar artig gostermesidir

[134,136-138].

Mitotik indeks (MI), ¢esitli kimyasal maddelerin sitotoksisitesini yorumlamak ve hiicresel
boliinme siireleri hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in kullanilan nemli bir parametredir
[139]. Sitotoksik etkiye neden olan bir¢ok kimyasal maddenin varligi mitotik indekste
diistislere neden olmaktadir. Mitotik indekste meydana gelen bu diisiisiin nedenleri olarak
hiicrelerin mitoz boliinmesini saglayan G2 evresinin engellenmesi, DNA sentezinin
gergeklesebilmesi i¢in lizumluolan ve ig iplikleri olusturan enzimlerin inhibisyonu
gosterilmektedir [114,140,141]. Mitotik indeksin, hiicrede hasar meydana getiren etkilerin
arastirilmasinda mitotik degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan duyarli bir
belirte¢ oldugu diisiiniilmektedir. Mitotik indekste meydana gelen diisiis, hiicrenin ¢ogalma
ozelligini kaybettigine, hiicrenin 6liimiine sebep olacak etmenlerin varligina veya hiicrenin

interfaz asamasinda zamansiz olarak biiylimeyi durduguna yorumlanabilir [142].

Mikroniikleus testi (MN), fiziksel ve kimyasal etmenlerin olusturdugu genotoksisitenin,
mutajenik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan, istatiksel analizi kolay, fazladan kiiltiir
basamag1 gerektirmeyen ve insan periferik kan lenfositlerinde, yanak mukozasi ve kemik
iligi gibi farkli tipteki hiicrelerde uygulanabilen bir testtir. Test sonucunda hiicrede

meydana gelen kromozom kiriklart ve hiicre yapisinda meydana gelen anormallikler
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kansergostergesi kabul edilmektedir. Bu nedenle kansere sebebiyet veren maddelerle
etkilesime girmis bireylerde, kanser riskinin belirlenebilmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Yine bu test; ilag sanayide, gida sanayide Ozellikle katki maddelerinde, tip alaninda
radyoterapi ve bunun gibi fiziksel ve kimyasal birgok etkenin degerlendirilmesi amaciyla
kullanilmaktadir [57, 76-78,143].

Hiicrenin klastojenik, karsinojenik ve mutajenik etkenler sonucu DNA’sinda meydana
gelen hasar MN’nin temelini olusturur. Hiicrede cesitli nedenlerden veya kendiliginden de
MN olusabilmektedir. Bu olusumlara DNA da olusan hasarlarin onarilmamasi veya yanlig
onarilmasi, kinetokor proteinlerinde, ig iplik¢iklerinde ve sentromerde meydana gelen
mutasyonlar neden olmaktadir. Mutasyonlar sonucu, DNA’nin tamir genlerinde ve hiicre
boliinmesini  kontrol eden genlerdeolusan hatalar MN frekansini arttirabilmektedir

[67,143].

Sitotoksisite arastirmalarinda kullanilan gostergelerden biri de niikleer boliinme indeksidir.
Niikleer boliinme indeksi degerlendirilmesinde mononiikleat, biniikleat, triniikleat ve
tetraniikleat  hiicreler ~sayilarak hesaplama yapilmaktadir. Hiicrede boliinmeyi
gerceklestiremeyen, mononiikleat olarak sayilan deger, en diisiik NBI degeri sayilir ve bu
deger 1,0°dir. Boliinme tiim hiicrelerde bir kez gerceklesirse biniikleat sayilacak ve NBI
degeri 2,0 olacaktir. Hiicrelerin birden fazla bolinme gegirmesi sonucunda da 2’den daha
fazla g¢ekirdekli hiicreler sayilacak ve NBI degeri 2,0’dan biiyiik olacagi anlamina
gelecektir [143,144]. Bu c¢alismada mannitol ve laktitoliin niikleer boliinme indeksini

etkilemedigi tespit edilmistir.

Seker yerine kullanilan, yapay tatlandirict olan mannitoliin insan perifal lenfositlerinde
genotoksisite ve sitotoksisite tizerine etkilerinin arastirildigi c¢alismalara rastlanmigtir.
Laktitoliin ise insan periferal lenfositleri lizerindeyapilmig genotoksisite ve sitotoksisite
etkilerinin arastirildigt az sayida c¢aligma mevcuttur. Ancak farkli tatlandiric1 katki
maddelerinin  genotoksisite ve sitotoksisite etkilerinin degerlendirildigi ¢alismalar

mevcuttur.

Iwakura ve ark. (1994), Laktiol’in genotoksik ve mutajenik etkisini bakterilerde ters
mutasyon testi, kiiltiirlenmis memeli hiicrelerinde kromozom anormallik testi ve farelerde
mikroniikleus testi ile incelenmistir. Salmonella typhimurium (TA1535, TA100, TA1537
ve TA98) ve Escherichia coli (WP2uvrA) kullanilarak yapilan ters mutasyon testinde

genotoksik etki gdstermedigi saptanmistir. Yine kromozom anormallik ve mikroniikleus
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test sonuglarinda da kontrole oranla anlamli artis gdzlenmedigi bildirilmistir [86]. Laktitol
icin yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda da genotoksik etki gostermedigi ve arastirma

sonuglarin birbirini destekledigi gorilmiistiir.

JECFA 1983 yilinda yayinladigi raporda laktitolin S. typhimurium TA98, TA100,
TA1535, TA1537 ve TA1538 suslarinda mutajenik etkili olmadigini belirtmistir [87].

Ninomiya ve ark. (1994a), laktitol ile yaptiklar1 ¢alismada Sprague-Dawley siganlari
kullanarak gelisim ve dogurganlik {izerinde olusturdugu toksik etkiyi arastirmislar, sonug
olarak laktitoliin disi ve erkeklerde ¢iftlesme ve dogurganlig: etkilemedigi, canli fetuslarin
gelisiminde olumsuzluk goriilmedigini bildirmislerdir [145]. Ninomiya ve ark. (1994b)’nin
sicanlarla yapmis oldugu baska bir caligmada oral olarak 0,7; 2,65 ve 10 g/kg doz
seviyelerinde laktitol verilmis, sonug olaraklaktitoliin i¢ organlar ve dis goriiniisle ilgili

anormal bir duruma da neden olmadigini tespitetmislerdir [146].

Laktitol ile yapilan baska bir ¢alismada Tesh ve ark. (1994)’min tavsanlarla yaptiklari
teratojenitecaligsmasidir. Bu ¢alismada tavsanlara 0; 0,25;0,75 ve 4,5 g/kg/giin laktitol oral
yolla verilmis, verilen dozlarin tavsanlarda toksik etki gostermedigi ve {ireme

fonksiyonlarinda olumsuzluga neden olmadigi anlagilmistir [147].

Laktitol ile giincel olarak yapilan baska bir ¢aligma Avuloglu-Yilmaz ve arkadaglarinin
(2022), laktitoliin sitotoksik etkisini BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde
MTT testi ile, genotoksik etkisini insan periferal lenfositlerinde comet testi ile inceledigi
caligmadir. Calismada laktitolin 125, 250, 500, 1000, 2000 wve 4000
pg/mLkonsantrasyonkullanilmis ve BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde
onemli derecede sitotoksik etkiye neden olmadig: belirtilmistir. EK olarak, laktitoliin izole
lenfositlere 1 saatlik uygulamasisonucunda, test edilen tiim konsantrasyonlardacomet

kuyruk yogunlugu ve momentinin kontrole gore degismedigi gosterilmistir [85].

Weitberg ve arkadaslar1 1985 yilinda mannitol {izerinde yaptiklar1 caligmada insan
periferik kan lenfosit hiicrelerini 2x10° ve3x10° pg/mL’lik konsantrasyonlarile 72 saat

muamele etmis, sonug olarak KKD olusumunun arttigini bildirmislerdir [88].

JECFA’nin 1986 yilinda yayinladigi rapora gére mannitol ile Salmonella typhimurium G46
TA1530 ve Saccharomyces cerevisiae D3 susu kullanilarak fare konak aracili test
gerceklestirilmistir. Ayricatest adi, igerigi ve detaylar1 raporda paylasilmamis olan Rat

kemik iligi ve insan W1-38 hiicrelerinde sitogenetik bir test yapilmistir. Ayni raporda S.
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typhimurium TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suslar1 ile Ames testi gergeklestirilmis ve
ratlarda dominant letal test uygulanmistir. Sonug¢ olarak raporda Mannitoliin bu test
sistemlerinin herhangi birinde gozlemlenebilir mutajenik etkiye neden olmadigi
aciklanmistirancak raporda doz ve siireler gibi bir¢ok ayrintili bilgiye ulasilamamuistir [89].
Laktitol ve mannitol ile ilgili genotoksisite ve sitotoksisite ¢aligmalar1 olduk¢a sinirlidir.

Ancak bu yonde gergeklestirilmis diger tatlandiricilar ile ilgili ¢alismalar mevcuttur.

Yiiksek fruktozlu misir surubu (YFMS) ve friikktozun (FR) sitotoksik etkileri insan
karaciger karsinoma (HepG2) hiicrelerindeMTT testi ile incelenmistir. YEMS (%5; 7,5;
10; 15; 20 ve 30) ve FR (62,5; 125; 250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL)’nin belirlenen
konsantrasyonlari24 ve 48 saatlik uygulamada tiim konsantrasyonlarda kontrole gore
anlamli oranda sitotoksik etki gosterdigini goriilmiistiir. Calismaya konu olmus her iki
tatlandiricinin genotoksik etkileri insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik,
mikrontikleus, comet testi ve kardes kromatit degisimi testi ile incelenmistir. Her iki madde
icin de yliksek konsantrasyonlarda kromozom anormallik (48 saatlik uygulama) ve kardes
kromatid degisimi (24 ve 48 saatlik uygulama) frekanslarinda artis goriilmiistiir. Yine her
iki tatlandirict i¢in yapilan mikroniikleus ve comet testi sonucunda onemli genotoksik etki

meydana gelmistir [148].

Hansen ve ark. (2008) yaptigi genotoksisite calismasinda friiktoz, siikroz ve glikoz
sekerlerinin %30°luk konsantrasyonlar1 ratlara 35 giin siire ile uygulanmistir. Uygulama
sonunda karaciger ve kolonda DNA tahribati comet testi ile incelenmistir. Calisilan
sekerlerin DNA’da zincir kiriklarina neden olmadigi, kolonda mutasyon oranini arttirdigy,
ancak bu artisgin anlamli olmadigi belirtilmistir [109]. Arastiricilar ¢aligma sayisinin
artirilarak karsilastirmali olarak daha kesin sonuglar elde edilmesini gerektigini

vurgulamiglardir.

Bir baska tatlandirici tiirii olan stevia i¢in insan periferal lenfosit hiicrelerinde
mikroniikleus ve kromozomal anormallik testleri ile genotoksik etkileri incelenmistir.
Calismadal, 2, 4, 8 ve 16 ug/mL stevia konsantrasyonlariile insan periferal lenfosit
hiicrelerine 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Uygulama sonunda mikroniikleus ve
kromozomal anormallik sayisinda kontrole oranla anlamli degisikligin goriilmedigi
saptanmistir  [149]. Arastirmact sonuglarmin O6nceki bulgular1 agik¢a destekledigini

bildirmistir.
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Sakarin ve stevia ailesinden olan rebaudiozit A’nin glinliik kullanim miktarimin genotoksik
etkisini incelemek amaciyla yapilan ¢alismada sicanlara 48 giin siiresince normal su ve
farkli konsantrasyonlarda sakarin ve rebaudiozit A ¢6zeltisi igeren diyet uygulanmistir.
Uygulama sonucunda sakarin diyeti igeren grupta Ostrojen siklus yiizdesinde ve serum
progesteron seviyelerinde artis meydana gelmistir. Yine arttirilmis over kisti ve artan
steroidogenez ile iliskili faktorlerin ekspresyonu goriilmistiir. Ayrica yumurtaliklar
tizerinde sakarinin olumsuz etkileri gézlenmistir. Rebaudiozit A diyeti uygulanan

gruplarda serum progesteron seviyelerinde azalis goriildiigiinii belirtilmistir [153].

Bir seker alkolii olan ksilitoliin genotoksik etkileri kromozom anormallikleri (KA), kardes
kromatit degisimi (KKD), sitokinez blok mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) ve comet
testleri ile arastirilmistir. S6z konusu arastirmada ksilitol 125; 250; 500 ve 1000pg/mL’lik
konsantrasyonlarda insan periferal lenfositlerine 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinde
verilmistir. Sonugta uygulanan tiim testlerde 6zellikle yiliksek konsantrasyonlarda kontrole
gore Onemli genotoksik etki gozlenmistir. Ek olarak mitotik indeksin yine benzer
konsantrasyonlarda onemli diisiise neden oldugu tespit edilmistir [127]. Bu nedenle
xylitol’iin kullaniminin azaltilmasinin ya da kullanimina dikkat edilmesinin faydali olacag1

yoniinde yorum yapilmistir.

Cadirc1 ve ark. (2020) yapay tatlandirict olan aspartamin genotoksik etkisini kromozomal
anormallik testi, sitotoksik etkisini ise MTT testi ile insan perifral kan hiicrelerinde
arastirmislardir. 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 mg/L’likkonsantrasyonlar insan periferal
lenfosit hiicrelerine 48 saat muamele edilmis ve tiimkonsantrasyonlarin hiicre canliligini
onemli diizeyde etkilemedigi goriilmiistir. MTT testi sonucunda kromozomal anormallik
frekansinda artisa neden olarakgenotoksik etkigosterdigigozlemlenmistir [150]. Sonug
olarak, bu caligmada aspartamin orta derecede sitotoksik aktiviteye sahip oldugunun
belirlendigi, ancak yan etkileri nedeniyle izlenmesi ve siirlandirilmas: gerektigi seklinde
yorum yapilmistir. Vasileva ve ark. (2021) nin aspartam iizerinde yapmis oldugu bagka bir
genotoksisite ¢alismasinda kromozomal anormallikler ve MI oran1 Allium cepa L. testi ile
incelenmistir. 400, 600, 800 ve 1000 mg/mL aspartam ile 72 saat boyunca kok uglarina
uygulama yapilmistir. Uygulama sonunda 400 mg/mL konsantrasyon hari¢ MI’i diger tiim
dozlarda azaltarak sitotoksik etkiye neden oldugu, kromozomal anormallik frekansini ise
tim konsantrasyonlardaartirdigi belirlenerekgenotoksik etkili oldugu vurgulanmistir [151].
Bu nedenle aspartam ile yapilacak caligmalarin artirilmasi ve dikkatli tiikketilmesi gerektigi

belirtilmistir.
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Silva ve ark (2018), yapay tatlandiricilardan asesiilfam potasyumun (ASE-K) genotoksik
etkisini insan periferal lenfosit hiicrelerinde hem tek basina, hem de aspartamla (AS)
birlikte  arastirmiglardir.  Comet  testi  i¢in %05 ve %5  uygulama
konsantrasyonlaribelirlenmis, tek basina uygulanan ASE-K'un %0,5’lik konsantrasyonda
genotoksik  etki olusturmadigini, AS+ASE-K birlikte kullanimi sonucu tim
konsantrasyonlarda onemli genetik hasar olusturdugunu belirtmislerdir [152]. Verilere
dayanarak iki kimyasal maddenin birlikte tiiketilmemesi Onerilmektedir.  ASE-K
tatlandiricisinin 7.5, 15, 30, 60, 120 ve 240 ug/mL’lik konsantrasyonlar1 kullanilarak (24
ve 48 saat) yapilan bagka bir caligmada ASE-K’nin yiiksek konsantrasyonlarda HepG2
hiicrelerinde ve insan lenfositlerinde sitotoksik etki gosterdigi, KA ve comet testince hafif
diizeyde genotoksik etkili oldugu bildirilmistir. Ancak MN siklig1 ve niikleer boliinme
indeksi acisindan fark gozlenmedi. Yapay tatlandiricilarin sagliga etkileri heniiz tam olarak
bilinmedigi i¢in bu maddeleri igeren besinlerin agir1 tiiketilmemesi gerekmektedir. Bu

nedenle daha fazla ¢aligsma ihtiyag vardir.

Aspartamin genotoksik etkilerinin incelenmesi amaciylayapilan bagka bir ¢alismada 500,
1000 ve 2000 pg/ml’lik konsantrasyonlarin insan periferal lenfositlerde 24 ve 48 saat
muamele edilmesi sonucunda KKD olugumunu etkilemedigi ancak KA ve MN sayisini
arttirarak genotoksik etkili oldugunu gorilmistiir [154]. Bununla birlikte, farkli testlerde

ileri caligmalar yapmak gereklidir.

Canimoglu ve ark. (2006) maltitoliin genotoksisitesini arastirmak amaciyla periferal
lenfosit hiicreleri tizerinde mikroniikleus, kromozomal anormallik ve kardes kromatid
degisimi testleriuygulamigladir. Maltitoliin 1,25; 2,5 ve 5 mg/mL konsantrasyonlari
hiicrelere 24 ve 48 saat siiresince verilmistir. Kromozomal anormallik ve kardes kromatit
degisimi frekanslarinda uygulanan stirelerde higbirkonsantrasyonda kontrole gore anlamli
artis goriillmemistir. Ancak uygulama yapilan siirelerde konsantrasyondan bagimsiz olarak
mikroniikleus sikliginda artis belirlenmistir. Mitotik indeks ve replikasyon indeksinde

anlamli bir degisim goriilmemistir [94].

Bandyopadhyay ve ark. (2008) tatlandirici olarak kullanilan sakkarin, aspartam ve
asesulfam-K maddelerinin genotoksik etkilerini ames testi ve fare kemik iligi hiicrelerinde
comet testi incelemislerdir. Comet testinde 18 saat siiresince sakkarinin 50, 100, ve 200
mg/kg’lik, aspartamin 7, 14, 28, ve 35 mg/kg ve asesulfam-K’nin 150, 300, ve 600 mg/kg

konsantrasyonlarifarelerle verilmis ve sonugta comet parametlerinde artis gozlenmistir.
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Ames testi i¢in S. typhimurium TA 97a ve TA 100 suslart ile calisma yapilmis ve
caligilankonsantrasyonlarda mutajenik etki gortilmemistir [158]. Tatlandiricilar igin toksik
etkili kabul eden ve reddeden tartismali ve kafa karistirict arastirmalar bulunmaktadir.

Bununla birlikte tatlandirict kullaniminda kisitlamalar 6nerilmektedir.

Baska bir tatlandirici tiirii olan tartrazinin genotoksik etkisini incelemek amaciyla 0,4 ve 4
ml’lik konsantrasyonlariAllium cepa kok meristematik hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulama
yapilmis, sonug olarak mitotik indeks degerlerinde azalis gosterdigi ve yiiksek sitotoksik
etkiye sahip oldugu bildirilmistir [159]. Hassan (2010) ‘nin yaptig1 ¢alismada, 7,5 ve 15
mg/kg tartrazin oral yolla farelere verilmistir. Uygulamasonucunda
tartrazininkonsantrasyon artisi ile paralel olarak kemik iligi hiicrelerinde KA olusumunun
kontrole oranla arttigi belirlenmistir. Comet testi sonucunda ise bdobrek ve karaciger
hiicrelerinde  DNA tahribatina neden oldugu gorilmistiir [160]. Renklendiricilerin
tikketiminde Ozellikle c¢ocuklar icin kisitlamalarin getirilmesi saglik agisindan Onem

tasimaktadir.

Bu tez calismasindatatlandiricilar grubundan laktitol ve mannitoliin genotoksik etkileri
kromozomal anormallik ve mikroniikleus testleri kullanilarak incelenmis ve her iki
tatlandirict maddesinin kullanilankonsantrasyonlarda ve test sartlarinda genotoksik etkiye
neden olmayabilecegi gorlilmistiir. Tatlandiricilar iizerinde yapilmis olan diger
calismalarda bazi tatlandiricilarin yiiksek dozlarinin genotoksik etkili oldugu goriiliirken,
bazi tatlandiricilarin ise kullanilan dozlarda genotoksik 6zellik gostermedigi goriilmiistiir.
Laktitol ve mannitoliin daha 6nce yapilmis genotoksisite ve sitotoksisite caligmalari tez
sonuclarint destekler niteliktedir. Yapilmis olan g¢alismalarda dogal tatlandiricilarinda
genotoksik ozellikte olabilecegi goriilmektedir. Bundan dolay1 dogal ve yapay tatlandiric

farketmeksizin tatlandirici tiiketiminin azaltilmasi saglik agisindan biiyiik 6neme sahiptir.

Sitotoksik terimi hiicrelerin 6liimiine sebep olan anlaminda kullanilmaktadir. Herhangi bir
kimyasal maddenin sitotoksik potansiyelinin belirlenmesi amaciyla sitotoksisite
aragtirmalar1 yapilmaktadir. Sitotoksisite, incelenen kimyasal maddenin dozuna ve maruz
kalian siiresine bagl olarak hiicrelere farkli oranlarda zarar vermektedir. Mitotik indeks
(M), replikasyon indeksi (RI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI), hiicre dongiisii kinetigi,
hiicre ¢ogalmasi ve sitotoksisite belirtegleri olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanda in

vitrohiicre boliinmesine bir¢ok kimyasalin etkileri {izerine bilgi saglar. Ciinkii MI, RI ve /
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veya NBIl'da meydana gelen azalmalar hiicre dongiisii ilerlemesinin engellenmesi ve

kapasitenin kaybedilmesini gosterir [161-163].

Bu calismada Mannitol’iin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin her ikisinde de mitotik indeksi
en yiiksek ii¢ konsantrasyonda, Laktitol’iin ise 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda 500, 1000,
2000 ve 4000 pg/mL ‘lik konsantrasyonlarda kontrole oranla, konsantrasyona bagli
anlaml1 oranda azalttig1 gézlenmistir. Yine Mannitol ve Laktitol’iin her ikisinin de niikleer
boliinme indeksi degerlerinde de kontrole gore 6nemli bir degisiklige sebep olmadigi, bu
nedenle sitotoksik etki gostermedigi goriilmiistiir. Tatlandiricilarin sitotoksik etkileri

iizerinde yapilmig olan baska ¢aligmalarda bulunmaktadir.

Laktitol’iin 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 pg/mL’lik konsantrasyonlar BHK-21 An 31
yavru hamster bobrek hiicrelerine 24 saat muamelesi sonucu MTT testinde sitotoksik etki

gostermedigi kaydedilmistir [85].

Benzil benzoatin 10 mM, 15 mM ve 20 mM °‘lik konsantrasyonlar1 kullanilarak hiicre
canliligi tizerine etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. Benzil benzoatin artan
konsantrasyonlarina bagli olarak hiicre canliliginda azalma meydana getirdigi ve sitotoksik

etki gdsterdigi bildirilmistir [164].

Renciizogullar1 ve arkadaslar1 500, 1000 ve 2000 pg/ml’lik konsnatrasyonlar: kullanilarak
aspartamin sitotoksik etkisini incelemigsler ve sadece yiiksek konsantrasyonda kromozom
aberasyonlarint ve mikronukleus formasyonunu indiikledigi ve mitotik indeksi azaltma

yoluyla sitotoksik etkiler gosterdigini bulmuslardir [154].

Xylitol (XYL) tatlandiricistmin - 125,00;  250,00; 500,00; 1000,00 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1  kullanilarakin ~ vitro  insan lenfositlerinde  Ozellikle  yiiksek

konsantrasyonlarda sitotoksik etkilere sahip oldugu sonucuna varilmistir [127].

Sodyum sakkarin ve sodyum siklamat kullanilarak hem ayr1 ayri hem de kombine olarak
sitotoksik etkisi incelenmistir. Sodyum siklamatin 10,00; 15,00 ve 30,00 mg/mL ve
sodyum sakkarinin 20,00; 40,00 ve 80,00 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 48, 72 ve 168
saatlik uygulamalar1 sonucunda her iki madde ve bunlarin kombinasyonlari
konsantrasyona ve muamele siiresine bagli olarak iki test sisteminde de sitotoksik etki
gosterdigi bildirilmistir [165]. Sodyum siklamat, sodyum sakkarin, siikraloz, aspartam ve

asesulfam-K’nin sitotoksisitesi 24, 48 ve 72 saat siiresince Caco-2, HT-29 (kolon) ve
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HEK-293 (bobrek) hiicrelerinde 1-50 mM araliginda konsantrasyonlar kullanilarak MTT
testi ile incelenmis ve tiim tatlandiricilar i¢in ve 10 mM’dan biiyiik konsantrasyonlarda

inkiibasyon siiresi arttik¢a hiicre canliliginin azaldigi gézlenmistir [166].

Yapay tatlandirici olan maltitoliin 1,25; 2,5 ve 5 mg / mL’lik (24 ve 48 saat) tim
konsantrasyonlarda ve muamele siirelerinde replikasyon indeksini ve mitotik indeksi
etkilemedigi, sitotoksik etkili olmadigi bildirilmistir [94]. Tatlandiric1 olan rebaudiosid
A’nin etkisi MTT testi ile degerlendirilmesi amaciyla insan kolon kanser HT-29 ve T84
hiicre hatlarinda farkli konsantrasyonlar (%0, %0.001, %0.05, %0.1, %0.3, %0.5 ve %1)
kullanilmigtir. Farkli miktarlarda Rebaudiosid A eklendiginde (%1 harig) hiicresel canlilik
ve proliferasyonda belirgin bir degisiklik olmadigr ve sitotoksik etki gostermedigi
bildirilmistir [167]. Aspartamin  3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, ve 100 mg/L’lik
konsantrasyonlart primer insan kan hiicrelerinde sitotoksik etkisi MTT testi ile
degerlendirilmistir. Hiicre canlilifinda konsantrasyona bagli onemli oranlarda diislise
neden olmustur [150]. Insan karaciger karsinoma HepG2 hiicrelerinde asesiilfam K’nin
sitotoksik etkisi MTT testi ile incelenmistir. 48 saatlik uygulamada 120 ve 240 pg/mL
konsantrasyonlarinin hiicre canliligin1 6nemli diizeyde diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Yine
bu tatlandiricinin 24 ve 48 saatlik muameleleri boyunca MlIdegeri 60, 120 ve 240

ug/mL’lik konsantrasyonlarinda anlamli diizeyde diistis gézlenmistir [166].

Mitotik indekste meydana gelen azalmanin baslica nedeni olarak membranlarda bulunan
ATP’az enzimlerinin engellenmesi ile mitokondriyel fonksiyonun islevini yerine
getiremeyisi arasinda iligski oldugu diistiniilmektedir. Ayrica azalmanin nedenleri arasinda
mitoz bollinmesini saglayan G2 evresinin engellenmesi, DNA sentezinin engellenmesi,
DNA sentezinin ger¢eklesebilmesi i¢in liizumlu olan ve 1§ iplikleri olusturan enzimlerin
inhibisyonu gdsterilmektedir. Mitotik indekste meydana gelen diisiis, hiicrenin ¢ogalma
ozelligini kaybettigine, ortamda hiicrenin dliimiine sebep olacak ajanlarin varligina veya
hiicrenin interfaz evresinde biiyiimeyi zamansiz olarak durdurmasi seklinde yorumlanabilir

[113,140,167,168].
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6. SONUC

Gida katki maddeleri, gidanin iiretilmesinden tiiketiciye ulasincaya kadar gecen siirede
goriiniis, tat, yapi, koku gibi 6zelliklerinde olusabilecek olumsuzluklar1 6nlemek amaciyla
gidaya katilan maddelerdir. Bu katki maddeleri kullanilmadan o6nce toksikolojik
caligmalara tabi tutularak, ADI (kabul edilebilir giinliikk alim miktar1) degeri belirlenir. ADI
degeri belirlenen katki maddelerinin kullanimi sonucu herhangi bir olumsuzluga
rastlanilirsa ADI degeri azaltilirveya kullanimi yasaklanir. ADI degeri giivenli doz kabul
edilmesine ragmen yapilan arastirmalar bazi katki maddelerinin belirlenen dozlarinin

saglik acisindan risk olusturabilecegini gostermektedir [1].

Gida katki maddesi olan ve kullanimi giin gectikge artan tatlandiricilar; seker yerine
kullanilan ve tatlilik derecesi yiiksek katki maddeleridir. Kullanilan tatlandiricilarin sekere
kiyasla diisiik kalorili olmasi, diisiik glisemik indeksli ve diisiik maliyetli olmasi siklikla
tercih edilme nedenleri arasindadir. Ozellikle diyabet hastalari tarafindan sikga tiiketilen bu
maddeler giiniimiizde daha az kalori alim1 ile sekere alternatif olarak birgok kisi tarafindan
tilketilmektedir. Her ne kadar ADI degerleri belirlenmis olsa da saglik agisindan
olusturabilecegi  riskler endiseye neden olmaktadir. Tatlandiricilarin = saglik
agisindanherhangi bir olumsuzluga neden oldugunu belirten in vivo ve in vitro calismalar
bulunmaktadir. Ancak yapilan bu c¢alismalar celiskili sonuglarindan dolay1 tartigmalara

neden olmustur [2-5].

Bu tez ¢alismasinda tatlandirict tiiri olan Mannitol ve Laktitol’{in insan periferal lenfosit
hiicrelerinde genotoksik etkisi degerlendirilmistir. Calismaya konu olan her iki maddenin
uygulanankonsantrasyon ve siirelerde in vitro insan lenfosit hiicrelerinde genotoksik etki
gostermedigive bu agidan herhangi bir risk tasimayabilecegi goriilmistiir. Ancak her iki
tatlandirict da onemli oranda sitotoksik etki gostermistir. Ancak bu ¢alismalar yapilacak
baska genotoksisite ve sitotoksisite testleriyle ve kullanilacak diger hiicre gruplariyla da

desteklenmelidir.
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