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OZET

Bu ¢aligmada, gidalarda tatlandirici olarak siklikla tercih edilen Yiiksek Fruktozlu Misir
Surubu (YFMS) ve Fruktoz’un (FR) insan karaciger karsinoma HepG2 hiicre hatlarinda olas1
sitotoksik etkisi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile
insan periferal kan lenfositlerinde olas1 genotoksik etkileri Kromozomal anormallik (KA),
Kardes kromatit degisimi (KKD), Mikroniikleus (MN) ve Comet testi kullanilarak
belirlenmistir. Ayrica, bu tatlandirict maddelerin mitotik indeks (M), replikasyon indeksi
(RI) ve niikleer béliinme indeksi (NBI) {izerine etkileri de incelenmistir. YFMS nun (% 5;
7,5; 10; 15;20 ve 30) ve FR’un (62,5; 125; 250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL’lik) alt1 farkl
konsantrasyonu kullanilmistir.  YEMS, % 5 (48 h hari¢) ile % 30 arasindaki
konsantrasyonlarda HepG2 hiicre hattinda hiicre canliligini  6nemli dlglide ve
konsantrasyona bagli olarak azaltmistir. FR’un HepG?2 hiicrelerinde 24 saatlik ve 48 saatlik
uygulamalarda tiim konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. YFMS nun
% 30 konsantrasyonunun insan lenfositlerinde toksik etkiye neden oldugu gozlenmistir.
Ayrica YFMS her iki uygulama siiresinde en yliksek iki konsantrasyonda (% 15 ve 20) KA
frekansini 6nemli 6l¢iide artirmistir. FR ise sadece 48 saat uygulamada 250, 1000 ve 2000
konsantrasyonlarinda KA frekansini onemli diizeyde artirmistir. Her iki tatlandirict tlim
konsantrasyonlarda KKD frekansini anlamli oranda yiikseltmistir. YFMS (% 15 ve 20) ve
FR (250, 1000 ve 2000 pg/mL) yiiksek konsantrasyonlarda MN frekansinda artisa neden
olmustur. YFMS ve FR’un tiim uygulamalarinda Mi azalmis olup bu azalis sadece yiiksek
konsantrasyonlarda énemlidir. Ancak RI ve NBI’inde degisiklige neden olmamuslardur.
Comet test sonuglarina goére YFMS kuyruk yogunlugunu (% 7,5 harig) tim
konsantrasyonlarda, kuyruk uzunlugunu % 7,5 - 30, kuyruk momentini ise % 10 - 30’luk
konsantrasyonlarda dnemli diizeyde artirmistir. FR ise kuyruk yogunlugunu (62,5 pg/mL
harig) tiim konsantrasyonlarda, kuyruk uzunlugunu 250 ve 500 pg/mL, kuyruk momentini
ise 125-2000 pg/mL konsantrasyonlarinda 6nemli diizeyde artirmistir. Bu sonuglar, YFMS
ve FR’un ozellikle yiiksek konsantrasyonlarinda genotoksik ve sitotoksik etkili oldugunu
gostermektedir.
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ABSTRACT

This investigation was carried out to determine the potential cytotoxic effect of HFCS (High
Fructose Corn Syrup) and Fructose (FR) which are frequently preferred as sweeteners in
foods, with 3- (4,5-dimethylthiazole-2) -2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay in
human hepatocellular carcinoma HepG2 cell line and their genotoxic effect was examined
using chromosome aberrations (CAs), sister chromatid exchanges (SCEs), micronucleus
(MN) and comet assays in human peripheral blood lymphocytes. The effects of these
sweeteners on mitotic index (M), replication index (RI) and nuclear division index (NDI)
were also investigated. Six different concentrations of HFCS (5 %; 7.5; 10; 15; 20; 30) and
FR (62.5; 125; 250; 500; 1000 and 2000 pg/mL) were used. HFCS significantly and
concentration-dependently reduced the cell viability in the HepG2 cell line at concentrations
between 5 % (except 48 h) and 30 %. It has been determined that FR had a cytotoxic effects
in HepG2 cells at all concentrations in 24-h and 48-h applications. HFCS caused a toxic
effect in human lymphocytes at a concentration of 30 %. In addition, HFCS significantly
increased CAs frequency at the two highest concentrations (15 % and 20) in both treatment
periods. FR significantly increased the frequency of CAs at 250, 1000 and 2000 pg/mL
concentrations in only 48 h administration. Both sweeteners increased the frequency of SCEs
at all concentrations. HFCS (15 % and 20) and FR (250, 1000, and 2000 pg/mL) caused an
increase in MN frequency at higher concentrations. The MI significantly decreased at all
treatments and this decrease was only significant at high concentrations. However, they did
not cause any significant change in RI and NBI. According to comet assay results, HFCS
significantly increased the comet tail intensity at all concentrations (except 7.5 %), and tail
length at the concentrations of 7.5 % -30. It increased the tail moment at the concentrations
of 10 % -30. On the other hand, FR significantly increased tail intensity at all concentrations
(except 62.5 pg/mlL), tail length at 250 and 500 ug/mL, and tail moment at 125-2000 pg/mL
concentrations. These results showed that HFCS and FR have cytotoxic and genotoxic
effects, especially at higher concentrations.
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1. GIRIS

Beslenme, tiim canlilarin yasamlarini devam ettirebilmesi igin ihtiyag duyduklari en temel
gereksinimlerden birisidir. Degismekte olan yasam kosullari, gilindelik aliskanliklarda
meydana gelen farklilasmalar, beslenme aligkanliklarinda ve gidaya ulasim kosullarinda
degisimlere neden olmaktadir. Diinya niifusunda meydana gelen artisla birlikte giiniimiizde
daha kolay ulasilabilen iirlinlere talep hizli bir sekilde artis gostererek gida endiistrisinde

farkli uygulamalara neden olmustur.

Gidalarda yaygin kullanilan tatlandiricilar, insanlar tarafindan tiiketilen icecek ve
yiyeceklerde, yar1 veya tam iglenmis her tiirlii gidada seker yerine kullanilan ve kullanimi
giinlimiizde gittik¢e artan maddelerdir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu
(FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin bir araya gelerek olusturduklar1 Uluslararasi
Gida Kodeks Komisyonu (Codex Alimentarius Commission, CAC), tatlandirici ibaresini
"gidaya tatli tadi veren, seker olmayan bir madde" olarak tanimlanmaktadir. ilk olarak kitlik
zamanlarmda ve gida sanayisinde maliyeti diisiirmek i¢in ortaya ¢ikmislardir. Ulkemizde 19
farkl1 tatlandiricinin gidalarda kullanimina izin verilmektedir (Inan-Eroglu ve Ayaz, 2018).
Tatlh tadi, insan yagami boyunca tecriibe edindigi en hos deneyim olarak kabul etmektedir.
Bu deneyim, insanlarin enerji bakimindan yogun gidalar1 segmesini tesvik edebilir ve aym
zamanda viicutta fazladan kalori depolanmasina neden olarak obezite gibi c¢esitli saglik
sorunlarina yol agabilir. Tatlandiricilar, farkli kimyasal yapilara sahip olmalar1 sebebi ile
degisik fiziksel ve kimyasal oOzellikler gostermektedirler. Tatlandiricilarin istenilen
ozellikleri; tatlandirma etkisinin yiiksek, glisemik indeksi ve kalori degerlerinin diigiik
olmasiyla birlikte; kokusuz ve renksiz olmasi, asidik ve bazik ¢dzeltilerde stabil olmasi,
agizda kalic1 ve acimsi tat birakmamasi, 1s1ya kars1 dayanikli olmasidir (Isgéren ve Sungur,
2019). Bu maddeler, alkolsiiz igcecekler, meyveli icecekler, sekerleme ve sakizlar, unlu
mamuller, tatlilar, dondurmalar, marmelatlar ve siit iirtinleri olmak tizere islenmis ¢ogu gida
da kullanilmaktadir. Gidalarda bu denli yaygin kullanimlan tatlandiricilarin insan saglig
tizerindeki etkileri hakkinda baz1 endiseleri de beraberinde getirmistir. Dogrudan ya da
islenmis besin tirlinleri ile birlikte tiiketimi tim diinyada her yil artis gostermekte olan
tatlandiricilarin, saghk tizerindeki etkisi ile ilgili yapilmis genis capli epidemiyolojik
caligmalar bulunmaktadir. Aragtirmalara gore, asir1 kilo alimi1 ve obezite basta olmak iizere

cesitli saglik sorunlarinda meydana gelen bu artigin tatlandirict maddelerin kullanimi ile



baglantis1 konusunda sonuglar mevcuttur (Bellisle ve Drewnowski, 2007; Lin ve Curhan,
2011; Malik, Pan, Willett ve Hu, 2013; Sheiham ve James, 2014). Yapilan ¢alismalarda
yapay tatlandiricilarin tip-2 diyabet (de Koning, Malik, Rimm, Willett ve Hu, 2011; Pepino,
2015), obezite (Fowler, 2016), glukoz intolerans1 (Suez ve digerleri, 2014), metabolik
sendrom (Nettleton ve digerleri, 2009), koroner kalp hastaligi (Fung ve digerleri 2009;
Duffey, Steffen, Van-Horn, Jacobs ve Popkin, 2012) ve bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi
(Lin ve Curhan, 2011) ile iliskili oldugu belirtilmistir.

Son yillarda gida endiistrilerinde tatlilig1, raf Omriinii artirma yetenegi ve diisiik maliyeti
nedeniyle alternatif tatlandiricilara olan ilgi biiyilk O6l¢iide artmistir (Zargaraan,
Kamaliroosta, Yaghoubi ve Mirmoghtadaie, 2016; Mai ve Yan, 2019). Gidalarda tatlandirici
olarak kullanilan Yiksek fruktozlu misir surubunun (YFMS) diisiik maliyeti ve tathilik
oraninin siikroza gore yiiksek olmasindan dolay1 popiilerligi giderek artmistir (Zargaraan ve
digerleri, 2016). Gidalara eklenen ilave sekerlerin ve 6zellikle YFMS’ nun asir1 tiikketiminin
dogrudan veya dolayl olarak obezite, tip 2 diyabet ve ¢esitli metabolik bozukluklara yol
acacagina dair artan bir endise vardir (Raatz, Johnson ve Picklo, 2015). Seker aliminin asir1
viicut agirlig1 ve kardiyometabolik hastalik riski olusturmasina bagl olarak meydana gelen
olim oranlart ile iligkili aragtirmalarla bu goriisler desteklenmektedir (Raatz ve digerleri,
2015; Ko, Kim, Kim ve Lee, 2017). YFMS’ nun insan saghgi {izerindeki olumsuz etkisini
kanitlamis birgok aragtirmaya ragmen GRAS " Generally Recognized As Safe - Genellikle
Giivenli Kabul Edilir" statiisiine sahiptir (Siedlecka, Micat, Krzewicka-Romaniuk ve
Romaniuk, 2020). Yiiksek seker alimi genel olarak obezite ve hipertansiyon gelisimi ile
iligkilendirilirken, YFMS ve siikroz gibi tatlandiricilar yoluyla aliman Fruktoz (FR)
tilketiminin bu hastaliklarin patogenezinde bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Hou,
Pandave ve VVoruganti, 2019; Mai ve Yan, 2019). FR, gida endiistrisinde dogal bir tatlandirici
olarak kullanilan ve tatlandirict etkisi glikozdan 2 kat daha fazla olan bir monosakkarittir
(Zargaraan ve digerleri, 2016). Yiiksek FR tiiketimi ile obezite ve metabolik sendrom gibi
saglik sorunlar1 arasinda dogrudan bir iliski olabilecegi bildirilmesi nedeniyle son
zamanlarda ¢ok fazla ilgi ¢cekmektedir (Khorshidian ve digerleri, 2021). YFMS ile ilgili
endiselerin temel sebebi ise iceriginde bulunan FR’dan kaynaklanmaktadir (Asict ve

digerleri, 2020).

Gilinlimiizde bir¢ok maddenin olas1 in vitro sitotoksisik etkisinin belirlenmesi i¢in 3-(4,5-

dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanilmaktadir. Hiicre



canliligt ve mitokondriyal aktivitenin, hizli ve giivenilir bir sekilde degerlendirilmesine
olanak saglayan bir yontem olmasi nedeniyle sitotoksisite ¢aligmalarinda siklikla tercih
edilmektedir. Cesitli kimyasal maddelerin insan genomunda mutasyonlara sebep olup
olmadiginin belirlenmesinde, kisa siireli genotoksisite testleri olan kromozomal anormallik
(KA), kardes kromatit degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleri insan periferal
lenfositlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica izole edilmis lenfositlerde comet testi
kullanilarak kimyasallarin primer DNA hasarini indiikleyip indiiklemedigi belirlenmektedir
(Buranaamnuay, 2021). Kanserojenlerin birgogu klastojenik etkiye neden oldugundan KA
testi ile kanser olusumunun risk degerlendirilmesi yapilmaktadir. Cesitli fiziksel ve kimyasal
ajanlar tarafindan onarilmamis DNA hasar1 KKD testi ile degerlendirilmektedir. MN testinin
uygulanmasi, kanser riskinin belirlenmesi haricinde diger hastaliklarin teshisi i¢in de 6nem
gostermektedir. Comet testi DNA hasar1 ve onarimina iliskin ¢aligmalarda siklikla kullanilan
cok yonli bir yontemdir. Her tiirlii kimyasal ve mutajenlerin neden olabilecegi kanser ve
diger ¢esitli kalitsal hastaliklarin degerlendirilmesine olanak saglayan bu test yontemleri
genotoksisite ¢alismalarinda tercih edilmektedir. Tek bir genotoksisite testi ile
genotoksinlerin tespiti miimkiin olmayacagindan birbirini tamamlayan testler bir arada
gergeklestirilmekte ve farkli mekanizmalarda ortaya c¢ikabilecek genotoksisite

belirlenebilmektedir.

Bu calismanin amaci, bir¢ok gidada tatlandirici olarak kullanilan Yiiksek fruktozlu misir
surubu (YFMS) ve Fruktoz’un (FR) olas1 sitotoksik etkilerini, insan karaciger karsinoma
HepG2 hiicrelerinde MTT testi ile belirlemektir. Ayrica genotoksik etkilerini, kiiltiire
almmis insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi (KA), kardes kromatit
degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) testleri ile ve izole edilmis insan lenfositlerinde ise
comet testi (SCGE) kullanarak in vitro test yontemleri ile incelemektir. Bu ¢alisma, YEMS
ve FR tatlandiricilarinin insan sagligi iizerinde hem genotoksik hem de sitotoksik bir risk
olusturup olusturmayacagina agiklik getireceginden saglik ac¢isindan 6nemli sonuglar ortaya

koyabilecektir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tatlandiricilar

Tatlandiricilar, sekerin tath tadini taklit eden daha az enerji igeren ve seker yerine gidaya
eklenen maddeleridir (Ruiz-Ojeda, Plaza-Diaz, Saez-Lara ve Gil, 2019). 18. yiizyilda seker
kamisindan elde edilen siikrozun (sofra sekerinin) bulunmasindan 6nce, bal tatl tadin ana
kaynagiydi (Chéron, Marchal ve Fiorucci, 2019). Tatlandiricilar ilk olarak  kitlik
donemlerinde gida endiistrisinde maliyeti diisiirmek i¢in ortaya ¢ikmis (Ozdemir, Baser ve
Cakir, 2014) ve daha sonra diisiik kalorili 6zellikte olmalar1 ve dogal sofra sekerinden daha
yiiksek tatlilik icermeleri nedeniyle, sekersiz tatlilar ve gazli icecekler gibi bircok yiyecek
ve iceceklerde kullanimlar1 giderek artmistir (Cao ve digerleri, 2020). Zamanla degisen
giinliik yasam tarzi ve beslenme aligkanliklari ile birlikte insanlar tath tadini alabilecegi

dogal veya yapay olmak lizere birgok madde kesfetmis ve kullanmaya baslamislardir.

Tatlandiricilarin  farkli  6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle c¢esitli siniflandirmalar
bulunmaktadir. Genel olarak tatlandiricilar; yapay tatlandiricilar, modifiye sekerler, dogal
kalorili tatlandiricilar, dogal sifir kalorili tatlandiricilar, sekerler ve seker alkolleri olmak

iizere alt1 ana gruba ayrilabilir (Sekil 2.1).

TATLANDIRICILAR
. - 1 Drogal Sifir
Yapa Mo e Dogal Kalorili B S 1
Tlﬂa.lll{ll’fmlﬂl‘ Sekﬂ:ﬁyer Tatlandmcilar Tld]::hi nhl . Sekerler Seker Alkolleri
= Agesiilfam K = YFMS = Bal = Taumatin = Glukoz = Sorbitol
= Sukralez = Invert Seker = Akcaagac Surubu " Monatin = Fruktoz = Mannitol
= Aspartam = Karamel » Sorgum Surubu " Glisirizik Asit = Galaktoz = Ksilitol
= Sakkarin = Altin Surup » Seker Hurmass " DBrazzein = Tagatoz = Eritritol
= Neotam = Rafine Sumup = Reboudioside A. = Siikroz = Izomalt
= Steviosid = Laktoz » Laktitol
= Mogroside = Maltoz = Maltitol

= [zomaltuloz

= Trehaloz

Sekil 2.1. Tatlandiricilarin siniflandirilmasi (Herndndez-Pérez ve digerleri, 2020; Li ve
digerleri, 2020)



Modifiye sekerler, nisastanin cesitli enzimler kullanilarak doniistiiriilmesiyle {iretilen
sekerlerdir ve islenmis gidalarda kullanilmaktadirlar (Hernandez-Pérez ve digerleri, 2020).
Seker alkolleri, diisiik kalorili, yiiksek sicaklik ve pH degisimlerine kars1 kararli dogal olarak
olusan karbonhidrat tiirevleridir (Isgdren ve Sungur, 2019; Hernandez-Pérez ve digerleri,
2020). Bitkilerin yaprak, ¢igek, kabuk ve kokleri gibi ¢esitli kisimlarindan elde edilen, basit
sekerler olan mono ve disakkaritler dogal tatlandirici smifina girmektedir (Isgoren ve
Sungur, 2019). Dogal tatlandiricilar, seker alkollerini, dogal sekerleri, terpenoid glikozitleri
ve polifenolleri igerir. Hidrolize nisasta ve yiliksek fruktozlu misir suruplari, sukroz, glukoz,

ve fruktoz tarimsal kaynakli dogal tatlandiricilardir (Erkmen, 2010).

Son yillarda agir1 seker tiiketimi ve gidalarda yapay katki maddelerinin kullanimiyla ilgili
endiseler nedeniyle tiiketicilerin dogal yiiksek etkili tatlandiricilara olan ilgisi de artmistir
(Chéron ve digerleri, 2019). Yapay tatlandiricilar, besleyici degeri olmayan kimyasal
sentezle elde edilen yiiksek tatlandirma giiciine sahip ve en yaygin kullanilan gida katki
maddelerinden biridir (Cao ve digerleri, 2020; Schiano ve digerleri, 2021). Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan besleyici degeri olmayan yapay
tatlandiricilardan asestilfam K, sukraloz, aspartam, sakkarin ve neotam maddelerinin

kullanim1 onaylanmistir (Cong ve digerleri, 2013).

Preklinik ve klinik arastirmalar, tatlandiricilarin  glikoz metabolizmasi, bagirsak
mikrobiyotasi ve igtah kontrolii tizerinde olumsuz etkileri olabilecegini bildirmektedir (Daly,
Darby ve Shirazi-Beechey, 2016; Suez ve digerleri, 2014; Schiano ve digerleri, 2021).
Ayrica tatlandiricilarin deri, sindirim sistemi ve kardiyovaskiiler hastaliklara, toksik ve
alerjik reaksiyonlara, kanser ve tiimor olusumuna neden olabilecekleri belirtilmistir
(Erkmen, 2010). Seker ve yapay tatlandiricilarin dogrudan veya islenmis gidalar ile beraber
kullanim1 diinyada ve iilkemizde ciddi artig gostermektedir. Meydana gelen bu artisin ¢esitli
saglik sorunlar ile iligkili oldugu konusunda g¢esitli ¢alismalar olmakla birlikte halen

tartismali bir konudur (Isgdéren ve Sungur, 2019).

Tatlandiricilarin saglik acisindan 6nemi

Gilinlimiizde kullanim oraninda ciddi artis gostermekte olan tatlandiricilar ve emiilsifiyerler
bagirsak mikrobiyatasini etkileyerek bagirsak inflamasyonuna ve metabolik sendromun

gelisimine neden olabilmektedir (Inan-Eroglu ve Ayaz, 2018; Bayram ve Oztiirkcan, 2020).



Bagirsak mikrobiyotast zararli mikroorganizmalarin baskilanmasi, amino asit ve
vitaminlerin sentezlenmesi, karbonhidrat sindirimi ve ilag metabolizmasi gibi bir¢ok
fizyolojik olayin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bagirsak mikrobiyotasinda meydana
gelen degisikliklerin % 12’sinden genetik faktorler sorumluyken, % 57’sinin de diyet
kaynakli oldugu savunulmaktadir (Ayyildiz ve Yildiran, 2019). Ayrica yapilan bir dizi
calismalardan elde edilen veriler sonucunda, tatlandirici tiikketimi ile asir1 kilo alimi ve
obezite, Tip 2 diyabet, metabolik sendrom ve 0Ozellikle yetiskinlerde kardiyovaskiiler
hastalik riskinin artmasi dahil olmak {izere ¢esitli olumsuz saglik sonuclar1 arasinda bir
baglant1 oldugu belirtilmistir (Swithers, 2013). Bunlarin disinda tatlandirici tiiketiminin
oksidatif stres ve karaciger enzimleri lizerinde de olumsuz etkiler gosterdigi bildirilmistir

(Pehlivan ve Koksal, 2020).

Yapilan Onceki arastirmalarda, tatlandiricilarin metabolizma {izerinde bir etkilesime sahip
olmadig diisiiniilityordu ancak son ¢alismalar tatlandiricilarin ya metabolizma ile ya da tath
tat reseptorlerinin 6nemli bir rol oynadigi bagirsak mikrobiyotasi ile etkilesime girdigini
gostermistir. Bununla birlike, tatlandiricilarin dogal, yapay, kalorili ve kalorisiz 6zelliklerine
gore viicutta farkli sekilde metabolize edildigi de belirtilmistir. Diisiik kalorili dogal
tatlandiricilar, kommensal bakteriler tarafindan kalin bagirsakta metabolize edilirken,
kalorili olmayan yapay tatlandiricilar ise peptidazlar gibi gastrointestinal enzimler tarafindan
metabolize edilir ve kalan triinleri ince bagirsakta emilerek idrar yoluyla atilir. Kalorisiz
dogal tatlandiricilar ince bagirsakta emilir veya bagirsak mikrobiyotas: tarafindan
metabolize edilerek ardindan karacigerde metabolize olmaktadir (Gomez-Fernandez,

Santacruz ve Jacobo-Velazquez, 2021).

2.2. Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu (YFMS)

Nisasta bazli seker (NBS) olarak da adlandirilan Yiksek fruktozlu misir surubu (YFMS),
misir nigastasinin o-amilaz ve glikoamilaz enzimleri kullanilarak once glukoza parcalanip
ardindan glukozun enzimatik izomerizasyonu ile Fruktoza (FR) doniistiiriilmesiyle elde
edilen, tat, igerik ve kalori bakimindan siikroza alternatif olan sivi bir tatlandiricidir
(Kizilaslan, 2017; Orek ve Mertoglu, 2020). Marshall ve Kooi adl1 iki arastirmacinin 1957
yillinda izomeraz enzimini kesfetmelerinden sonra musir surubundaki glukozu FR’a
donitistiirerek FR oranmi yiiksek olan daha tatli bir YFMS’ nun elde eldilmesi miimkiin
olmustur (Ardebili, 2015). Diinyada kisi basina diisen YFMS tiiketimi 1,9 kg’dir ve en biiyiik



iiretici lilke 8,3 milyon ton ile ABD (Amerika Birlesik Devletleri) dir. Sonra Japonya ve
Kanada gelmektedir (Kaya-Cebioglu ve Onal, 2017). YFMS farkli formiilasyonlarda
tiikketiciler tarafindan satin alinmaktadir. 1960’ larin sonlarina dogru ¢orba, sos, firinlanmis
iirlinler baharat ve tahillarda kullanilan igeriginde; % 42 fruktoz ve % 53 glukoz olan YFMS-
42 iretilmistir. 1970’ lere gecildiginde daha cok dondurma, meyve suyu ve gazli iceceklerde
tercih edilen YFMS-55 (% 55 fruktoz, % 42-44 glukoz, % 1-3 polisakkarit) tiretilmistir.
YFMS-90 ise % 90 fruktoz ve % 10 glukoz icermektedir (Orek ve Mertoglu, 2020). YFMS
uygun fiyati, stvi formda olusu, koruyuculuk 6zelligi ve yogun tatliligi nedeniyle gida
iireticileri tarafindan siklikla tercih edilmektedir. ABD’de misir YFMS nun elde edildigi ana
bileseni iken, Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde ana bileseni misir, bugday ve patatestir.
Bakanlar Kurulu tarafindan olusturulan 4634 sayili Seker Kanunu kapsami karari
neticesinde Tiirkiye’nin yillik seker ihtiyacinin % 5’nin nisasta bazli sekerden karsilanmasi
kararina varilmistir. Daha 6nceden % 10 olan YFMS kotasinin % 5’e diistirtilerek 2017
yilinda 267.000 ton olan YFMS kotasi, 2018 yilinda 133.500 tona diisiirilmiistiir (Asic,
Oturak ve Ekerbicer, 2020). Resmi Gazetede 5 Haziran 2021 tarihinde yayimlanan 31502
sayili Seker Kotalarmin Diizenlenmesi ve Uygulanmasma Iliskin Yonetmelige gére NBS
icin belirlenecek toplam kota iilke toplam kotasinin % 5’ini gecemez seklinde agiklanmistir.
Dogal kaynaklardaki FR; vitaminler, yag asitleri, mineraller ve diger sekerlerle kompleks
bir yapidayken, YFMS’ nun icerigindeki FR modifiye yapidadir ve serbest halde
bulunmaktadir (Karaoglu, 2011). Son zamanlarda birgok gidanin bilesimine giren bu
tatlandiricinin saglik izerinde meydana getirdigi etki sorgulanmaya baslanmis ve bu konuda
yapilan arastirmalarin sayis1 artmistir. YFMS nun asir1 tiiketimine bagli olarak, instilin
direncinde artig, organ i¢i yaglanma, lirik asit artisi, obezite ve hipertansiyon gibi patolojik
durumlarin olusumunda artig goriilmektedir (Bray, Nielsen ve Popkin, 2004; Boyunaga,
Badem ve Mortas, 2018). Ayrica YFMS iiretim ve izolasyon asamalarinda karbonil
bilesikleri ve civa kontaminasyonu da farkli patolojilere neden olabilmektedir (Boyunaga ve
digerleri, 2018). YFMS nun potansiyel sitotoksik ve genotoksik etkileri ile ilgili yapilan

calismalar sinirhdir.

2.3. Fruktoz (FR)

Fruktoz ¢ogu meyvenin bilesiminde ve balda bulunan, suda ¢ok kolay ¢oziinen, kati, beyaz
bir goriiniime sahip alt1 karbonlu bir monosakkarittir (Isgiizar ve Akbulut, 2016). FR, ayni

miktardaki siikroz ya da glukoza gore tatlilik derecesi fazla olan ve cogunlukla sekerli
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gidalarda ve iceceklerde kullanilan dogal bir sekerdir (Rizkalla, 2010; isgiizar ve Akbulut,
2016; Chéron ve digerleri, 2019). En 6nemli kaynaklar1 besinlere eklenen siikroz ve YFMS’
dur (Arslan ve Sanlier, 2016; Kizilaslan, 2017). FR’un beslenmemizde giderek 6énemli yer
almasi, gidalara YFMS ve siikroz eklenmesiyle olmustur (Bray, 2010). Bir¢ok yiyecek ve
icecekte kullanilmasinin en 6nemli sebebi maliyetinin diisiik olmasidir. Ayrica diger
sekerlere gore her tiirlii ortam kosullarinda fazla nem tutma o6zelligine sahip olmasindan
dolay1 i¢inde kullanildig1r besin maddelerinde uzun raf omrii, kalite ve yumusaklik

saglamaktadir (Y1lmaz ve Yabanci-Ayhan, 2015).

FR ilk olarak karacigerde metabolize olur ve metabolizma sonucunda {irik asit ve serbest
yag asidi sentezi artar ve ATP olusumu azalir. Bagirsak hiicresine spesifik bir FR tasiyicisi
olan glukoz transporter (GLUT)-5 araciligi ile aliman FR sonrasinda enterositin
basolateralindeki GLUT-2 tasiyicilari tizerinden kana verilir. Kana gegen FR daha sonra
GLUT-2 tarafindan hepatositlere alinmaktadir (Arslan ve Sanlier, 2016). FR’un glukozdan
farkl bir sekilde metabolize oldugu ve glukoza oranla daha diisiik girelin, insiilin, leptin ve
enteroendokrin hormon cevabi olusturdugu belirlenmistir (Orek ve Mertoglu, 2020).
Sindirim yoluyla kana gecen glukoz, leptin salinimini artirtan insiilin salinimini etkileyerek
hipotalamus bolgesinde bulunan tokluk merkezi uyarilmaktadir (Boyunaga ve digerleri,
2018; Yilmaz ve Yilmaz, 2019). FR ise glukoz metabolizmasina kiyasla yetersiz leptin
(doyma hormonu) salgilanmasi ve girelin (agligi tesvik eden hormon) baskilanmasi ile
dolasimdaki insiilin salinimi iizerinde diisiik bir etki gdstererek doygunluk hissi

olusturmamaktadir (Merino, Fernandez-Diaz, Cozar-Castellano ve Perdomo, 2020).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda yiiksek FR tiiketiminin doku ve organ fonksiyonlarimi
dolayli olarak etkileyebilecegi belirtilmistir (Aslankog¢ ve Ozmen, 2019). Yiiksek FR’lu
besinlerin tiiketimi 6zellikle yiiksek enerji alimi ve diisiik fiziksel aktivite ile beraber,
obezite, hipertansiyon, bobrek hastaligi ve metabolik sendrom gibi kronik hastaliklarin
gelisiminde onemli bir etken olabilecegi ileri siirlilmiistiir (Johnson ve digerleri, 2007;
Sanchez-Lozada ve digerleri, 2010; Y1lmaz ve Yabanci-Ayhan, 2015). FR insiilin salinimin
uyarmadigindan kiside asir1 yeme isteginin devam etmesine yol agarak organ ici yaglanma,
obezite, insiilin direnci, hipertansiyon ve ateroskleroz gibi birgok patolojiyi
tetikleyebilmektedir (Boyunaga ve digerleri, 2018). Ayrica yliksek FR aliminin kanser,
ozellikle hepatoselliiler karsinoma gelisiminden sorumlu olabilecegi de diisiiniilmektedir

(Healy ve digerleri, 2015; Arslan ve Sanlier, 2016).
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2.4. Sitotoksisite Testleri

Herhangi bir maddenin hiicreler {izerindeki biyolojik etkilerinin anlagilabilmesi i¢in toksik
ya da non-toksik etkisinin belirlenmesi gerekmektedir. Sitotoksisite, ¢esitli bilesiklerin
kiiltiirde yetistirilen hiicrelerin yasayabilirligi {izerindeki etkilerinin test edilmesinde
potansiyel toksik etkilerin bir 6ngoriiciisii olarak kabul edilmektedir. Bu degerlendirme
insanlarda belirli saglik riskleri olusturabilecek bilesiklerin tanimlanmasinda ¢ok 6nemli bir
arag olarak goriilmektedir (Riss, Moravec ve Niles, 2011: 103, 114). Kimyasal ve biyolojik
ajanlar ya da fiziksel etkenler, hiicreleri degisik diizeylerde etkileyerek sitotoksisiteye neden
olabilirler. Bu durum hiicrelerin proliferasyon 6zelliklerini kaybetmelerine veya apoptoz,
otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu 6lmelerine neden olabilir (Galluzzi ve digerleri, 2009;
Tokur ve Aksoy, 2017). Hiicre bazli sitotoksisite arastirmalari, uygulama kolayligi ve in vivo
caligmalardan elde edilen sonuglar icin bir Ongosterge olmasi nedeniyle, toksikoloji
laboratuvarlarinda ¢ok fazla tercih edilmektedir (Riss ve Moravec, 2004; Tokur ve Aksoy,

2017; Iancu ve digerleri, 2021).

In vitro sitotoksisite testleri, toksik etkisi arastirilan herhangi bir kimyasalin ya da ilag
niteligi tasryan maddelerin degerlendirilmesi amaciyla 6zellikle kanser ve as1 caligmalarinda
hiicre kiiltliriinde gerceklestirilen dlgiim yontemleridir (Gilbert ve Boutros, 2016: 75, 84;
Tokur ve Aksoy, 2017). Bu testler sayesinde ¢ok sayida maddenin kisa siirede analizi
yapilarak sonraki hayvan denemeleri i¢in de temel veriler elde edilebilmektedir (Riss ve
Moravec, 2004; Tokur ve Aksoy, 2017). Farkli hassasiyetlere ve mekanizmalara sahip ¢esitli
sitotoksisite testleri bulunmaktadir. Sitotoksisite degerlendirme yontemleri genel olarak
boyama, kolorimetrik, luminometrik ve florometrik yontemler olmak iizere siniflandirabilir.
Boyama yontemleri, kongo kirmizisi eozin, tripan mavisi, ve eritrosin B kullanilarak
gerceklestirilmektedir (Erkekoglu ve Baydar, 2021). Kolorimetrik yontemlerde, 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT), 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid ~ (XTT),  3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfo  fenil)-2H-tetrazolyum  (MTS), 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)- 5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) gibi tetrazolyum tuzlari kullanilarak
ve de kristal viyolet, notral kirmizisi gibi farkli boya maddeleriyle hiicrelerin spesifik olarak
boyanmasi esasina gore Ol¢iim yapilmaktadir (Tokur ve Aksoy, 2017). Luminometrik
yontemlerden, ATP testi hiicre sitotoksisitesini ve proliferasyonunu basit ve hizli bir sekilde

tespit edilmesini saglamaktadir. Alamar mavisi testi en sik kullanilan florometrik
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yontemlerdendir ve hiicre proliferasyonunun belirlenmesini saglar. Yontem cesitliligi,
kullanilanan hiicre tipi ve uygulanilan test maddesinin hangi mekanizma ile hiicre 6liimiine
yol actigin1 (apoptoz, otofaji, nekroz gibi) belirlemek ve Olclilmek istenilen noktalari
(sitotoksisite, proliferasyon, canlilik gibi) degerlendirmek i¢in uygun yontemin tercih

edilmesine olanak saglamaktadir (Erkekoglu ve Baydar, 2021).

2.4.1. MTT testi

Giintimiizde yaygin olarak kullanilan Mosmann tarafindan 1983 yilinda gelistirilen MTT [3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir] testi; sitotoksisite, proliferasyon,
mitokondriyal aktivite ve hiicresel canlilig1 belirleme yontemlerinin basinda gelmektedir
(Mazloum-Ardakani, Barazesh, Moshtaghioun ve Sheikhha, 2019; Erkekoglu ve Baydar,
2021). Hicre kiiltiiriinde ilk olarak ve en yaygin kullanilan tetrazolyum tuzudur (Mossman,
1983). MTT testinin avantaji, sitotoksisitenin hizli ve giivenilir bir sekilde belirlenmesidir.
Bu teknik, hiicre canlilig testlerinin “altin standardi” olarak nitelendirilmektedir (Erkekoglu
ve Baydar, 2021). Test hiicre proliferasyonunu/canliligini, ilag sitotoksisitesini ve hiicrelerin
mitokondriyal/metabolik aktivitesini 6lgmek icin ortak bir ara¢ olarak yaklasik kirk yildir
uygulanmaktadir (Stockert, Horobin, Colombo ve Blazquez-Castro, 2018; Ghasemi,
Turnbull, Sebastian ve Kempson, 2021). Potansiyel tibbi ajanlarin ve toksik materyallerin
sitotoksik aktivitelerini 6lgmek icin siklikla kullanilmaktadir (Mazloum-Ardakani ve
digerleri, 2019). MTT testi bir¢cok prokaryot ve 0karyot hiicrelere; memeli hiicre hatlarina
(6r: fare fibroblast, insan meme kanseri, hayvan ve insan sperm hiicreleri), bakterilere (6r:
Escherichia coli) ve mantarlara yaygin olarak uygulanmaktadir (Wang, Cheng, Wang, Wei
ve Wang, 2010; Yilmaz, Dogan, Ozdemir ve Serper, 2012; Grela, Koztowskab ve
Grabowiecka, 2018; Ali ve digerleri, 2021; Buranaamnuay, 2021). MTT testinin prensibi;
canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat-dehidrogenaz enziminin (Nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat, NADH) sar1 renkli ¢oziinebilir 6zellikteki MTT boyasinin
tetrazolium halkasin1 parcalamasi ile mor renkte suda ¢Oziinmez Ozellikteki formazan
iriiniine doniismesi esasina dayanmaktadir (Mossman, 1983). MTT reaktifi, dort nitrojen
atomu igeren pozitif yiiklii bir kuaterner tetrazol halka cekirdeginden olusan bir mono-
tetrazolyum tuzudur. Tetrazoliyum halkasi iki fenil parcasi ve bir tiyazolil halkasi i¢eren {i¢
aromatik halka ile ¢evrilidir. MTT'nin azalmasi, ¢ekirdek tetrazol halkasinin bozulmasi ve
mor-mavi suda ¢oziinmeyen bir molekiil olan formazanin olusmasi ile sonuglanir (Berridge,

Herst ve Tan, 2005; Ghasemi ve digerleri, 2021). MTT reaktifi muhtemelen pozitif yiikii ve


https://www.jstage.jst.go.jp/search/global/_search/-char/ja?item=8&word=Zeliha+YILMAZ
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https://www.jstage.jst.go.jp/search/global/_search/-char/ja?item=8&word=Ozgur+OZDEMIR
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lipofilik yapisi nedeniyle canli hiicrelerin mitokondriyal i¢ zarindan ve hiicre zarindan da
gecebilir ve metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan formazana indirgenir. Bu redoks
kimyasal reaksiyonu MTT testinde kolorimetrik tabanli bir hiicre i¢i formazan iiretiminin
Ol¢timiinii saglamaktadir (Berridge ve digerleri, 2005; Stockert ve digerleri, 2018; Ghasemi
ve digerleri, 2021). Uretilen suda ¢dziinmeyen formazan daha sonra Dimetil siilfoksit
(DMSO) gibi bir ¢oziicii ile ¢oziiliir (Stockert ve digerleri, 2018; Ghasemi ve digerleri,
2021). Olgiilen optik yogunluk degerleri, formazan konsantrasyonunun belirteci ve
dolayisiyla MTT'nin hiicre i¢i azalmasini ifade eder (Berridge ve digerleri, 2005; Stockert
ve digerleri, 2018; Ghasemi ve digerleri, 2021). Buna gore, proliferasyona ugrayan canli
hiicreler MTT’yi artan mitokondriyal dehidrojenaz enzim aktivitesi ile suda ¢oziinmeyen
mor renkli formazan kristallerine doniistiiriir (Sekil 2.2) (Mossman, 1983; Erkekoglu ve
Baydar, 2021). Olii hiicrelerde ise hiicre canliliginin kaybolmasiyla birlikte mitokondriyal
fonksiyon ve sonug olarak tetrazolyum tuzunu formazana ¢evirebilme yetenegi azalmaktadir
(Okgesiz ve Undeger-Bucurgat, 2017). Tetrazolyum halkas:1 ancak aktif mitokondri
tarafindan kirilabileceginden, renk degisimi yalmizca canli hiicrelerde meydana gelir.
Dolayisiyla canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken,
ol ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir (Bahuguna, Khan,
Bajpai ve Kang, 2017). Olusan bu renk degisimi ile 570 nm dalga boyunda absorbans
Olclimii yapilarak hiicre canliligi degerlendirilmektedir. Olusan formazan miktar1 ile canh
hiicre sayis1 dogru orantili bir sekilde degisir ve bu miktar degisimi hiicre canliliginin tespit
edilmesine olanak saglamaktadir (Grela ve digerleri, 2018; Kumar, Nagarajan ve Uchil,

2018; Ghasemi ve digerleri, 2021).

MTT'nin hiicre i¢i indirgenmesine, mitokondriyal elektron tagima zincirine giden glikolitik
yollarin farkli asamalarinda oksidorediiktaz ve dehidrojenaz enzimleri ve elektron
dondrlerinin (esas olarak NAD(P)H) aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Berridge ve digerleri,
2005; Ghasemi ve digerleri, 2021). MTT testi mitokondriyal aktiviteyi 6l¢gmek i¢in yaygin
olarak kullanilsa da formazan olusumunun yeri ve hiicre i¢i tasinmasi tartismalidir. Hiicre
ici formazan graniilleri endoplazmik retikulumda, sitozolik lipid damlaciklarinda (Diaz ve
digerleri, 2007; Stockert, Blazquez-Castro, Cafiete, Horobin ve Villanueva, 2012) plazma
zarlarinda (Bernas ve Dobrucki, 2000; Berridge ve digerleri, 2005), c¢ekirdekte ve
mikrozomlarda (Liu, Peterson, Kimura ve Schubert, 1997) gozlenmistir. Bu gézlemler ile
MTT testinin mitokondriyal aktivite belirteginden daha fazlasi oldugunu gostermektedir.

MTT indirgemesinde hangi molekiiller, organeller ve enzimlerin yer aldigi ve hiicre disi



13

formazan kristallerinin kokeni gibi belirsizlikler nedeniyle mekanizmasi hala tam olarak

anlagilamamistir (Ghasemi ve digerleri, 2021).

Son zamanlarda MTT testi, insan serviks karsinomu (HeLa) (Mamur, Unal, Y1lmaz, Erikel
ve Yiizbasioglu, 2021), insan meme kanseri (MCF-7) (Yiizbasioglu ve digerleri, 2021; Ali
ve digerleri, 2021) ve insan kolorektal adenokarsinoma (Caco-2) (Nemes ve digerleri, 2020),
insan karaciger karsinoma (HepG2) (Fagbohun ve digerleri, 2020) gibi ¢esitli hiicre hatlar1
ile yapilan c¢alismalarda hiicre canliliginin degerlendirilmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.2. MTT nin formazan kristallerine indirgenmesi (Riss ve digerleri, 2013)

2.5. Genotoksisite Testleri

Genotoksisite, hiicrenin genetik materyali (DNA, RNA) {izerinde yikici etkisi olan ve hiicre
biitiinliiglinii bozan, DNA zincir kiriklari, gen mutasyonlari, yapisal ve sayisal kromozom
anormallikleri gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir (Saks, Upreti, SV ve Dang, 2017,
Sen, Beceren ve Aksoy, 2018). Mutasyonlar, kromozomal anormallikler ve kromozom
sayisindaki degisiklikler sonucu ortaya ¢ikabilir ve bunlarin tiimii genomik kararsizligi
indiikleyerek karsinojenezi artirabilir (Wilson ve digerleri, 2021). Giinliikk yasamimizda
kullandigimiz gida katki maddeleri, ilaglar, pestisitler, temizlik ve kozmetik maddeleri gibi
insanlarin maruz kalabilecegi bir¢ok kimyasal madde toksik potansiyellere sahip olabilir. Bu
nedenle s6z konusu bu kimyasal maddenin kullanima sunulmadan Once olasi toksik
potansiyelleri yoniinden degerlendirilmeleri gerekmektedir (Ozkara ve Akyil, 2015; Smart

ve digerleri, 2020). Genotoksisite testleri ile ¢esitli mekanizmalar yoluyla somatik veya germ



14

hiicrelerinde genetik hasar1 indiikleyebilen kimyasallar belirlenmektedir (Canedo ve Rocha,
2021).

Genetik toksikoloji, hiicrenin DNA'sina ve kromozomlarina zarar verebilecek ajanlarin veya
maddelerin arastirilmasiyla ilgilenen bilim dalidir (Saks ve digerleri, 2017). Genotoksisite
caligmalari, ¢esitli mekanizmalarla dogrudan veya dolayli olarak genetik materyale zarar
verebilecek herhangi bir madde veya bilesigi belirlemek i¢in uygulanan ¢esitli in vitro ve in
vivo testler olarak tanimlanmaktadir (Aksu-Kiligle ve Dogan, 2020). Giiniimiizde
tanimlanmis yaklasik olarak yirmi tip in vitro ve in vivo genotoksisite testleri
kullanilmaktadir. In vitro testler, genellikle yeni farmasotiklerin, tibbi malzemelerin,
zehirlerin, kimyasal ve fiziksel faktorlerin potansiyel genotoksik etkisini arastirmak igin
kullanilmaktadir. In vivo testler ise, ¢evresel faktorlerin insanlar ve biyota tizerindeki etkisini
belirleyerek cesitli hastaliklarin geligimi ile iliskili genetik degisikliklerin arastirilmasina
olanak saglar (Sommer, Buraczewska ve Kruszewski, 2020). Genotoksik ve mutajenik
acidan incelenen maddelerin etkilerini ortaya ¢ikarmak amaciyla Ekonomik Kalkinma ve
Isbirligi Orgiitii (OECD) tarafindan onaylananan kromozomal anormallik (KA),
mikroniikleus (MN) ve comet testleri ile OECD kilavuzunda yer almasada kardes kromatit
degisimi (KKD) testi siklikla kullanilan testlerdir (Jain ve digerleri, 2018a: 45, 65; Borgek-
Kasurka, 2019). Kisa siire icerisinde yapilabilen genotoksisite testleri ile kimyasal
maddelerin ¢esitli mutasyonlara sebep olup olmadiklarmin belirlenmesi miimkiin
olabilmektedir (Aksu-Kiligle ve Dogan, 2020). Genotoksisite testleri, bir ilacin veya
herhangi bir maddenin mutasyon ve genotoksisiteye neden olma potansiyeline sahip olup
olmadigini belirlemek i¢in kullanilmasi nedeniyle ilag gelistirmenin erken asamasinda olas1
tehlikelerin tespit edilmesine yardimci olurlar. Ayrica genotoksik ajanlarin belirlenmesi,
mutasyon ve genotoksisite mekanizmasinin anlagilmasina da olanak saglamaktadir (Saks ve

digerleri, 2017).

Genotoksinler, DNA veya kromozomlarin zarar gérmesine neden olarak mutasyonlara sebep
olabilen mutajenlerdir. Genellikle genotoksisite mutajenite ile karistirilmaktadir. Tiim
mutajenler genotoksiktir, ancak tiim genotoksik maddeler mutajenik degildir. Genotoksinler
etkilerine gore kanserojenler veya kansere neden olan ajanlar, mutajenler veya mutasyona
neden olan ajanlar, teratojenler veya dogum kusuruna neden olan ajanlar olmak {izere
siiflandirabilir (Saks ve digerleri, 2017). Genotoksik etkili ajanlarin insanlarda neden

oldugu genetik hasarlar, bireyin kendisinde ve sonraki nesillerinde ciddi saglk
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problemlerine neden olmaktadir. Ozellikle, genotoksisite ile kanser arasinda anlamli bir
iliski oldugu ve insanlarda karsinojen etkisi olan ajanlarin % 90’1n1n genotoksik etkili oldugu

belirtilmistir (Sen ve digerleri, 2018).

2.5.1. Kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozomal anormallik testi, in vitro ve in vivo olmak tizere ¢esitli kimyasallarin potansiyel
genotoksisitesini degerlendirmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Hori ve
digerleri, 2020). In vitro KA testinde; fibroblast, kiiltiire edilmis sperm, periferal kan
lenfositleri veya kemik iligi gibi memeli hiicreleri kullanilirken in vivo KA ¢alismalarinda

ise, cogunlukla kemik iligi hiicreleri kullanilmaktadir (Sen ve digerleri, 2018).

Kromozomal anormallikler sayisal ve yapisal olmak {izere iki ana kategoriye ayrilmaktadir.
Yapisal kromozomal anormallikler; kromatit kirig1, kromozom kirig1, disentrik kromozom,
fragment, kardes kromatitlerde birlesme, kromatit degisimi ve halka kromozomdur (Erol ve
Budak-Diler, 2011). Sayisal kromozomal anormallikler ise 6ploidi (monoploidi, haploidi ve
poliploidi) ve andploidi (monozomi, trizomi ve tetrazomi) olmak iizere iki ana gruba ayrilir
(Jain, Singh, Dubey, Maurya ve Pandey, 2018b: 69, 92). Kromozomal anormallik testi
yapisal ve sayisal kromozomal anormalliklerinin tespit edilmesinde kullanilan bir yontem
olmasindan dolay test edilen maddenin klastojenik ve anojenik etkilerinin belirlenmesinde
rol oynar (Mosesso ve Cinelli, 2019: 79, 104). Genotoksin maruziyeti ile iligkili olan
klastojenite (kromozom kirilmasi) DNA metilasyonu (N-metilasyon lezyonlari) ve
topoizomeraz inhibisyonlar1 gibi ¢esitli etki mekanizmalarindan kaynaklanan yapisal
kromozomal hasarlardir (Kaina, 2004; Snyder, 2010; Hasselgren ve digerleri, 2019).
Angjenite, genellikle boliinme sirasinda kromozomlarin diizenli bir sekilde ayrilmasini
saglayan mikrotiibiil yapisinin bozulmasiyla anormal sayida kromozomun olustugu sayisal
kromozomal anormalliklerdir (Hasselgren ve digerleri, 2019). Metafaz evresinde gbzlenen
aberasyon tipleri, muamelenin uygulandigi hiicre dongiisiiniin fazina ve kullanilan mutajenik
ajanlara baglidir. Cesitli genotoksik ya da mutajenik ajanlara maruz kalma durumunda hiicre
dongiisiiniin GO ve G1 evrelerinde kromozom tipi, S veya G2 evrelerinde ise kromatit tipi
anormallikler ortaya cikmaktadir (Evans, 1984; Mosesso ve Cinelli, 2019: 79, 104).
Kimyasal ajanlarin ¢ogu, kromatit tipi anormalliklere neden olmaktadir. Meydana gelen
kromozomal anormallikler, DNA hasarinin "tamir edilmemesi" veya "yanlis tamir

edilmesinin" bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Mosesso ve Cinelli, 2019: 79, 104).
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Kromozomal anormallik testinden elde edilen negatif bir sonug, klastojenik etki

goriilmediginin gii¢lii kanitidir (Mishima, 2017).

Yapilan arastirmalarda, periferal kan lenfositlerinde belirlenen kromozomal anormallik
sikliginin, genotoksik karsinojenlere maruz kalma ve kanser riski ile baglantili biyolojik bir
belirte¢ oldugu saptanmistir (Kadlcikova ve digerleri, 2020; Farkas ve digerleri, 2021).
Insanlarda kanserojenlerinin ¢ogu klastojenik oldugundan kromozomal anormalliklerdeki
artis ile kanser olusumu arasinda anlamli bir iliski bulunmaktadir (Bonassi ve digerleri,

2008; Patel, Patel ve Bakshi, 2017; Sen ve digerleri, 2018; Bolzan, 2020).

2.5.2. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi

Kimyasal ajanlarin potansiyel “kromozomal mutajenitesini” belirlemek amaciyla kardes
kromatit degisimi testi 1970'lerden beri kullanilmaktadir (Stults, Killen, Marco-Casanova ve
Pierce, 2020). KKD testi, kardes kromatitler arasindaki DNA'nin fiziksel degisimini gorsel
olarak tespit etmek i¢in kullanilan giiglii bir yontemdir. Yapilan ¢alismalarda KKD'lerin
DNA'ya zarar veren ajanlar tarafindan indiiklendigi gosterilmistir (Tumini ve Aguilera,
2021: 383, 393). KKD’ler kanser kemoterapétikleri dahil olmak tizere fiziksel, biyolojik ve
kimyasal ajanlar tarafindan onarilmamis DNA hasarimin hassas biyobelirtegleridirler

(Mourelatos, 2016; Velickova ve Milev, 2020).

KKD, bir kromozomun homolog bdlgelerinden kirilan iki kromatidinin, kirilan par¢alarinin
yer degistirmesinden sonra kirilma boélgelerinden tekrar birlesmesiyle olusmaktadir (Wilson
[l ve Thompson, 2007). Insan lenfosit hiicrelerinde KKD sayimi esas olarak in vitro
calismalarla belirlenmektedir. In vivo insan lenfositlerinde KKD olusumunu sitostatik
alkilleyici ajanlar onemli derecede artirmaktadir. KKD olusumlari, tek ve ¢ift zincir
kirilmalarma yanit olarak replikasyon catalinin durmasi nedeniyle replikasyon islemi
sirasinda ortaya ¢ikan hatalarin sonucudur. Kohezyondan kaynaklanan kardes kromatitler
arasindaki yakin mesafe nedeniyle, kromozomdaki 6zdes DNA pargalar1 arasinda degisim
olmaktadir (Mourelatos, 2016; Wojcik ve Sokdl, 2020). KKD sikligi, hiicrenin DNA hasarini
dogru bir sekilde onarma ve DNA replikasyonundan 6nce lezyonlar1 ortadan kaldirma
potansiyeli ile baglantilidir. DNA hasar1 KKD olusumuna neden olmadan once hiicrelerin S

fazindan gegmesi bir zorunluluktur ve hiicreler S fazina girmeden 6nce iiretilen lezyonlar



17

tamamen onarilirsa, KKD frekansinda bir artis goriilmemektedir (Mourelatos, 2016). Bu
teknikte, DNA kiriklarini goriiniir duruma getirmek i¢in hiicre kiiltiirlerine DNA’da timin
analogu olan Bromodeoksiiiridin (BrdU) maddesi kullanilmaktadir (Sezginer ve Dane,
2016). Kardes kromatitlerin farkli sekilde boyanmasi sebebiyle bu yontem, kiiltiirleme
isleminden sonra birinci mitoz, ikinci mitoz, liglincii mitoz ve sonraki boliinme evrelerinde
hiicrelerin ayrimina olanak saglamaktadir (Sekil 2.3). Bu nedenle, hiicre proliferasyon

indeksini hesaplamak i¢in de KKD testinden yararlanilmaktadir (Mourelatos, 2016).

KKD frekansi, karsinojenik ve mutajenik etkisi oldugu bilinen ajanlara maruz kalan
hiicrelerde ve ¢esitli kalitsal hastaliklarda arttig1 bildirilmistir (Sezginer ve Dane, 2016).
KKD frekansinda artisa sebep olan herhangi bir maddenin, replikasyon mekanizmasini
etkiledigi ve DNA'da hasar meydana getirebileceginin gostergesidir (Mourelatos, 2016;
Velickova ve Milev, 2020). KKD testinin mekanizmalarinin tam olarak anlasilamamasi
nedeniyle 2 Nisan 2014 tarihinde genetik toksikoloji test klavuzundan OECD karar1 (Test
no: 479) ile ¢ikarilmistir (OECD, 2015).

1.G1
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A-1 Mitoz |:|If||:|
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Sekil 2.3. DNA yapisina katilan BrdU ile birinci, ikinci ve iiglincii mitoz boliinmeyi
geciren hiicrelerin ayirimi (Kontas, Atli-Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011)
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2.5.3. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroiikleus testi ilk olarak 1950 yillarinda bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin
Olclilmesinde kullanilmaya baslanmistir. Daha sonra 1970'li yillarda hayvan hiicrelerinde
ve akabinde kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenlerinin etkilerini
belirlemek amaciyla kullamlmistir (Ozkara ve Akyil, 2015). Insan lenfosit hiicrelerinde
kimyasal ve radyolojik genotoksinlere maruz kalmaktan kaynaklanan kromozomal hasari
belirlemek ve Olgmek i¢in en yaygin olarak kullanilan in vitro yontemlerden biridir
(Rodrigues, Beaton-Green, Wilkins ve Fenech, 2018). Mikroniikleus testi, ¢ekirdek
boliinmesini tamamlayan ancak sitoplazma boliinmesi sitokalasin-B ile engellenmis
hiicrelerde ¢ekirdek disinda kalmis genetik materyallerin belirlenmesine dayanir. DNA
hasarinin bir gostergesi olarak kullanilan basit, hassas ve kolay sonu¢ alinan bir tekniktir

(Borgek-Kasurka, 2019; Setayesh ve digerleri, 2020).

Mikroniikleuslar esas ¢ekirdege dahil olmayan, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya
cikan, tam kromozom veya asentrik kromozomdan olusan yapilar olarak
tanimlanmaktadirlar (Fenech ve digerleri, 2020). Meydana gelen bu olusumlar genellikle
mitotik 1gdeki hatalardan, hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksikliklerden,
kromozomal hasarlardan, Kkinetokordan veya mitotik aygitin diger pargalarindan
kaynaklanmaktadir (Ozkara ve Akyil, 2015). MN testi sadece kimyasallara ve radyasyona
maruz kalmanin neden oldugu kanser risklerinin tespiti i¢in degil, ayn1 zamanda kanser ve
diger hastaliklarin teshisi i¢cin de 6nemli bir belirtegtir (Bonassi ve Fenech, 2019). Yapilan
caligmalarda cesitli kanser tilirlerine sahip kisilerin lenfositlerinde yiiksek oranda MN
bulunmustur (MiloSevic-Djordjevic, Grujicic, Vaskovic ve Marinkovic, 2010; George ve
digerleri, 2014; Setayesh ve digerleri, 2020).

Kimyasal ajan kaynakli olan mikroniikleus olusumlari, klastojenik veya andjenik etki
gostermektedir (Benvindo-Souza, Assis, Oliveira, Borges ve de Souza Santos, 2017).
Aragtirmacilar tarafindan gelistirilen modifiye yontemlerle andploidiye neden olan ajanlar
ile klastojenleri birbirinden ayirmada MN biiyiikliik farkin1 kullanmislardir. Klastojenik etki
gosteren hiicrelerde asentrik kromozomal fragmentler iceren kiiclik boyutlu MN’ler
olusurken, andjenik maddeler ile uyarilan hiicrelerde ise tam kromozom iceren daha biiyiik
boyutlu MN’ler meydana gelmistir (Sekil 2.4) (Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu, 2011; Russo

ve Degrassi, 2018). MN igeriginde olusan kromozomal fragmentler, DNA sentez


https://www.jstage.jst.go.jp/search/global/_search/-char/ja?item=8&word=Olivera+Milo%26scaron%3Bevic-Djordjevic
https://www.jstage.jst.go.jp/search/global/_search/-char/ja?item=8&word=Darko+Grujicic
https://www.jstage.jst.go.jp/search/global/_search/-char/ja?item=8&word=Zeljko+Vaskovic
https://www.jstage.jst.go.jp/search/global/_search/-char/ja?item=8&word=Dragoslav+Marinkovic
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hatalarindan yada DNA zincir kiriklarindan kaynaklanabilmektedir (Fenech ve digerleri,
2016).

MN, metabolizma veya yaslanma gibi dogal siireclerin bir sonucu olarak veya birgok
cevresel faktorler tarafindan tetiklenebilir (Sommer ve digerleri, 2020). Artan MN sikliginin
DNA hasar1 ve bazi hastaliklarin olusumunda yiiksek riski gdstermesi sebebiyle, normal
populasyonlar ile ¢esitli ¢evresel genotoksik ajanlara maruz kalan populasyonlar arasinda
kanser ve diger hastaliklar i¢in meydana gelen bu riskin degerlendirilmesi ve

karsilastiritlmasinda mikroniikleus testi onemli rol oynamaktadir (Borgek-Kasurka, 2019).

Asentrik :
Fragment ;

Sekil 2.4. Mikroniikleus olusumunda klastojenik ve anojenik etkiler (D'Costa, Kumar
ve Shyama 2019)

2.5.4. Comet testi

In vitro ve in vivo olarak cesitli hiicre ve dokularda birtakim ajanlar tarafindan indiiklenen
DNA hasar1 ve onarimini tespit etmek ic¢in yaygin olarak kullanilan comet testi, diisiik
maliyetli, giivenilir ve ¢ok yonlii bir yontemdir (Meller, 2018; Meller ve digerleri, 2020).
Ozellikle lenfosit hiicrelerinin comet testinde kullanimi altin standart olarak kabul
edilmektedir (Souza ve digerleri, 2019). Bu yontem kimyasal ve fizikel ajanlarin genotoksik
etkilerinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan 6nemli bir tekniktir (Goney, 2016; Kilig-
Toprak ve digerleri, 2019). 2014 yilinda comet testi OECD tarafindan kabul edilerek test
yonergeleri (Test no: 489) icerigine dahil edilmistir (OECD, 2015). Tek hiicreli jel
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elektroforezi (SCGE) olarak da adlandirilan comet testinin giinlimiizde elektroforez
tamponunun pH'ma gore degisiklik gosteren {i¢ farkli versiyonu bulunmaktadir. Bunlar; ilk
olarak 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan uygulanan nétr yontem olup, esas olarak
DNA ¢ift-sarmal kiriklarin1 saptamaktadir. Daha sonra 1988'de Singh ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen alkali comet versiyonu basit ve c¢ift-sarmal kiriklarini ortaya
koymaktadir. Yiiksek pH (>13) yontemi ise, ¢ogunlukla, denatiirasyonu ve agilmayi
kolaylastirmak i¢in kullanilir ve tek sarmal kirilmalarinin disinda yalnizca alkaliye maruz
kaldiktan sonra daha belirgin hale gelen DNA kiriklarini (alkaliye dayaniksiz lezyonlar)
ortaya ¢ikarmaktadir (Kalefetoglu-Macar ve Macar, 2020: 96, 114).

DNA, metabolizma tarafindan {iretilen reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri veya eksojen
ajanlar tarafindan zarar gorebilir. Hasarli bir DNA diizgiin tamir edilemezse; mutasyonlar,
hiicre 6liimii veya yaslanmanin neden olabilecegi kanser ve kronik hastaliklar gibi ¢esitli
patolojik durumlar ortaya c¢ikabilir. Bu nedenle, DNA hasarinin belirlenmesi belirli
bilesiklerin genotoksik ve karsinojenik potansiyelini saptamak i¢in dnemlidir. DNA hasarin1
degerlendirmek i¢in birka¢ yontem olmasina ragmen DNA zincir kirilmalarini tespit etmek
icin yiiksek duyarliligi nedeniyle comet testi yaygin kullanilmaktadir (Hong ve digerleri,
2020). Comet teknigi, hiicrelerin agaroz igerisine gémiillip proteinler uzaklastirildiktan
sonra farkli elektrik yiikk ve molekiil agirliklarinda olan DNA molekiillerinin elektriksel
alanda anoda dogru go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir (Bivehed, Soderberg ve Hellman,
2020). Elektroforez sirasinda, hasarli DNA zincir kiriklart ortaya ¢ikarken, siiper sarmal
haldeki hasarsiz DNA bozulmadan kalir. Hasarli DNA'nin bu gevsemis yapilari bas ve
kuyruk igeren bir kuyruklu yildiz seklinde yap1 olusturmak i¢in anoda dogru uzanmaktadir
(Gyori, Venkatachalam, Thiagarajan, Hsu ve Clement, 2014). Comet metodu ile DNA
hasarinin kantitatif olarak tespit edilmesi i¢in; kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti parametreleri ¢cogunlukla kullanilmaktadir. Kuyruk uzamasi meydana
gelen hasar ile dogru orantili olup, kuyruktaki floresan yogunlugu ve kuyruk momenti de

DNA hasari ile paralel olarak degiskenlik gostermektedir (Kilig-Toprak ve digerleri, 2019).

DNA’da artan hasar seviyeleri ve© DNA onarimin mekanizmalarindaki hatalar kanserin
patogenezini ve ilerlemesini baglatan temel molekiiler olaylardir ve bu nedenle kanser ve
diger kronik hastaliklarin anlagilmasi agisindan, comet testi ile DNA hasari ve onarim
mekanizmalarinin arastirilmasi biiyliik 6nem tagimaktadir (Gunasekarana, Raj ve Chand,

2015). Yapilan birka¢ c¢alismada comet testinin, kanser gelisiminin prognozunda bir
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biyobelirteg olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Islam ve Kabir, 2019; Vodicka,
Vodenkova, Opattova ve Vodickova, 2019; Bonassi ve digerleri, 2021).

2.6. YFMS ve FR ile Ilgili Sitotoksisite ve Genotoksisite Calismalar

Gidalarda tatlandirici olarak kullanilan YFMS (Yiiksek fruktozlu misir surubu)’ nun HepG2
hiicrelerinde sitotoksik etkisinin ve insan lenfosit hiicrelerinde genotoksik etkilerinin
incelendigi bir caligmaya rastlanilmamistir. YFMS’ nun genotoksik etkilerinin incelendigi
sadece bir caligsmaya rastlanilmistir. Elseehy, (2015) Allium testi kullanarak YFMS nun bes
farkli (0,125; 0,25; 0,5; 1; 2 mL/L) konsantrasyonunun genotoksik etkisini incelemistir.
YFMS ile muamele edilen kok uglarinda en yiiksek 1 ve 2 mL/L olan iki konsantrasyonun
mitotik boliinmeyi engelledigi saptanmis ve konsantrasyon artisina (0,25 ve 0,5 mL/L) bagh
olarak mitotik indeksin azaldig1 belirlenmistir. Ayrica ¢esitli kromozomal anormalliklere

neden oldugu tespit edilmistir (Elseehy, 2015).

FR’un HepG2 hiicrelerinde sitotoksik ve insan lenfositlerinde genotoksik etkilerinin
incelendigi bir calismaya raslanmamistir. FR’un farkli hiicreler {izerinde sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin arastirildigi birka¢ ¢alisma bulunmaktadir. Lodha, Rajasekaran,
Jayavelu ve Subramaniam (2020), FRun fare motor noron hiicre hattinda (NSC-34) % 0,5-
5 konsantrasyon araliginda MTT testi ile sitotoksik etkisini aragtirmiglardir. FR' un % 4 ve
5 konsantrasyonlarinin hiicre canliligmi azaltarak sitotoksik etkiye neden oldugunu
saptamislardir (Lodha ve digerleri, 2020). Bir diger ¢alismada ise; FR’un 2,5; 5; 10; 20 ve
40 mM konsantrasyonlarinda WIL2-NS (insan dalak B lenfoblast) hiicre hattinda sitokinez
blok mikroniikleus (CBMN-Cyt) sitom testi kullanilarak genotoksik etkisi incelenmistir.
FR’un konsantrasyon artigina bagl olarak mikroniikleus, niikleer tomurcuk, niikleoplazmik
koprii frekanslarin1 anlamli diizeyde artirdigr tespit edilmistir (Deo ve digerleri,
2020). Hansen ve digerleri (2008), ratlarin kolon ve karacigeri tizerinde FR un genotoksik
etkilerini arastirmiglardir. FR’un belirlenen % 30 konsantrasyonu ile muamele sonucunda
DNA zincir kiriklarina neden olmadigr buna karsin, kolon ve karacigerde DNA eklenti
seviyelerini artirdig1 tespit edilmistir (Hansen ve digerleri 2008). Baska bir ¢alismada, FR un
% 10 ve 20’ lik konsantrasyonlar1 Swiss farelerin hamilelik ve emzirme donemlerinde
uygulanarak comet ve MN testleri ile genotoksik etkileri incelenmistir. FR’un uygulanan
tiim konsantrasyonlart DNA hasarin1 artirarak genotoksik etki ve % 10 konsantrasyonu MN

sikligin1 artirarak klastojenik etki gosterdigi belirlenmistir (Magenis ve digerleri, 2020).
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Isitilmig 0,67 M FR ve 0,67 M lisin (seker/amimoasit) karistmini pH: 7 ve pH: 10 olmak
iizere ayarlayarak 0,5 ml/30 g viicut agirligi konsantrasyonunun fare kemik iligi hiicrelerinde
mikrontikleus testi ile klastojenik etki aragtirilmistir. Ayrica pH: 7 igin 3,12; 6,25; 12,50 ve
25,00 mM ve pH: 10 i¢in 1,60; 3,12; 6,25 ve 12,50 mM konsantrasyonlar1 kullanilarak Ames
testi ile mutajenik etki ve Cin hamster ovaryum (CHO) hiicrelerinde kromozomal anormallik
testi ile genotoksik etki incelenmistir. Isitilmis FR ve lisin karigiminin klastojenik etkiye
neden olmadigi belirlenmis olup diger uygulamada FR’un yiliksek konsantrasyonlarda

genotoksik ve mutajenik etki gosterdigi belirtilmistir (Macgregor ve digerleri, 1989).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu arastirmada, gidalarda tatlandirici olarak kullanilan Yiiksek fruktozlu misir surubu
(YFMS) ve Fruktozun (FR) insan karaciger karsinoma HepG2 hiicre hatlarinda olasi
sitotoksik etkisi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile
incelenmistir. Ayrica, YFMS ve FR’un olasi genotoksik etkileri insan periferal kan
lenfositlerinde in vitro kosullarda Kromozomal anormallik (KA), Kardes kromatit degisimi

(KKD), Mikroniikleus (MN) ve Comet test yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Insan karaciger karsinoma HepG2 hiicreleri Gazi Universitesi, Yasam Bilimleri Uygulama
ve Arastirma Merkezi, Hiicre Kiiltliri Laboratuvar’indan temin edilmistir (Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonu-ATTC, HB-8065). Periferik kan, ilag, alkol ve sigara kullanmayan,
herhangi bir saglik problemi olmayan ve genotoksik ajanlara maruz kalma oykiisii
bulunmayan 23-27 yaslarinda iki kadin ve bir erkek dondrden alinmistir. Calisma, Gazi
Universitesi Etik Kurulunun 11.11.2019-144 ve 22.03.2021-283 sayili izinleri ile
gerceklestirilmistir.

3.1.1. Test materyalleri

Yiiksek fruktozlu misir surubu (YFMS)

YFMS (% 55°lik), Adana’dan bir firmadan temin edinilmistir. Firmadan temin edilen

Yiiksek fruktozlu misir surubun igerigi Cizelge 3.1.” de verilmistir.

Cizelge 3.1. Yiiksek fruktozlu misir surubu igerigi

Kuru Su
madde
(%77) | (% 23)

% 55-YFMS Fruktoz | Glikoz Maltoz % 2,5
(% 55) | (% 40)

+ yiiksek
sekerler

maltotrioz (DP3) | maltotetroz (DP4)
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Fruktoz (FR)

Kimyasal adlandirmasi: D-(—)-Fructose
Molekiil agirligi: 180,16 g/mol
Molekiil formiilii: CeH1206

CAS No: 57-48-7 (Sigma-Aldrich)
Saflik: > 0,99

Yapisal Formiilii: Sekil 3.1.’de verilmistir.

O. OH

HO
HO —OH

OH

Sekil 3.1. Fruktozun yapisal formiilii (Sigma-Aldrich, 2021)

Calismada kullanilan diger kimyasallar

Fruktoz (Katalog No: 57-48-7), Sitokalasin B (CAS No: 14930-96-2), Metil alkol (CAS No:
1624608208), Glasial asetik asit (Katalog No: 64-19-7), Giemsa (Katalog No: HX947066),
Mitomisin C (Katalog No: 200 008-6), KH2PO4 (Katalog No: A585477452), Entellan
(Katalog No: 1079610500), Bromodeoksitiridin (Katalog No: 59-14-3), LymphoPlus
Medium (Katalog No: CY100-100), NaCl (Katalog No: 7647-14-5), Kolkisin (Katalog
N0:64-86-8), Dulbecco’s Modified Eagle Medium without phenol red (DMEM) (Katolog.
No. F0475), Dulbecco’s Modified Eagle Medium with phenol red (DMEM) (Katolog. No.
F0445), fetal bovine serum (FBS) (Katolog. No. S0613), PBS (Katalog No. L1825), L-
glutamine (Katolog. No. K0283), penicillin/streptomycin (Katolog. No. A2213), trypsin
(Katolog. No. L.2163) Biochrome’den, In Vitro Toxicology Assay Kit-MTT based (Sigma
Tox-1) Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Formaldehit (Katalog No: 50-00-0) Carlo
Erba’dan, KClI (Katalog No:7447-40-7), NaOH (Katalog No: 1310-73-2),
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Katalog No: 6381-92-6), Tris (Katalog No: 77-86-1),
Low-Melting Agar (Katalog No: 9012-36-6), Triton X-100 (Katalog No: 9002-93-1),
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Dimetil siilfoksit (Katalog No: 67-68-5), Normal-Melting Agar (Katalog No: 9012-36-6) ve
etidyum bromid (Katalog N0:1239-48-8) ise AppliChem’den temin edilmistir.

3.2. Metot

Gidalarda tatlandirict olarak kullanilan YFMS ve FR’un potansiyel sitotoksik etkisi 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile ve sitotoksik ve
genotoksik etkileri ise Kromozomal Anormallik (KA), Kardes Kromatit Degisimi (KKD),

Mikroniikleus ve Comet test yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Calismada kullanilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi:

Bu calismada, Bakanlar Kurulu tarafindan olusturulan, gidalarda kullanimina izin verilen %
5 YFMS kota degeri dikkate alinarak laboratuvar kosullarinda HepG2 hiicrelerinde MTT
testi ve insan lenfositlerinde mitotik indeks analizleri ile gergeklestirilen 6n denemeler
sonucunda konsantrasyonlar belirlenmistir. YFMS’nun % 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20 ve 30
konsantrasyonlar1 denenmis ve bu 6n denemelerin sonuglarina % 5; 7,5; 10; 15; 20 ve 30
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. FR maddesinin tiim testlerde kullanilan konsantrasyonlarin
belirlenmesinde literatiirde gegen ratlarda oral LDso (4000 mg/kg) dozu referans degeri
dikkate alinarak HepG2 hiicrelerinde MTT testi ve insan lenfositlerinde mitotik indeks
analizleri ile gerceklestirilen 6n denemeler sonucunda FR’un 62,5; 125; 250; 500; 1000 ve

2000 pg/mL konsantrasyonlar: se¢ilmistir.

3.2.1. HepG2 hiicrelerinde MTT testi

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi Mossman (1983)’iin
metoduna gore bazi1 modifikasyonlarla gergeklestirilmistir. Testin gerceklestirilmesinde In
Vitro Toxicology Assay Kit, MTT based (Sigma Tox-1) kiti kullanilmistir. Insan karaciger
karsinoma HepG?2 hiicre hatt1 standart ortamda (nemlendirilmis, % 5 CO2/ % 95 hava, 37°
C) 75 cm! kiiltiir flasklarinda % 10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin
iceren ve 2 mMM  L-glutamin iceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
icerisinde hiicreler istenilen sayida ¢ogaltilmistir. Gelistirilen HepG2 hiicreleri her bir
kuyucuga 5x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyulu plakalara aktarilmistir ve burada hiicrelerin
kuyucuklara tutunmast i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. YFMS’ nun % 5; 7,5; 10; 15;
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20 ve 30 konsantrasyonlari; FR’un ise 62,5; 125; 250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL
konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulanilarak 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ayrica
calisilacak kimyasal ile muamele edilmemis kontrol kuyucugu da bulundurulmustur. YFMS
ve FR distile suda ¢oziinmiistiir. Inkiibasyon siiresi bitiminde her bir kuyucuga MTT
cozeltisinden ilave edilip mor formazan kristalleri olusuncaya kadar yaklasik 3 saat CO2’li
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Siire sonunda her bir kuyucuga kitteki ¢oziicli ¢ozeltisi
eklenmistir. Daha sonra plak kuyucuklarinin absorbans degerleri (Abs) Elisa Reader
(Molecular Devices Spectramax M5) mikroplaka okuma cihazinda 570 nm dalga boyunda

okutularak belirlenmistir. Tiim bu iglemler farkli zamanlarda ii¢ defa tekrarlanmistir.

Deney sonucunda, calisilan her bir konsantrasyon i¢in elde edilen ii¢ farkli absorbans
degerinin ortalamasi alinip, ortalama absorbans (ABS ortalama) degerleri hesaplanmustir.
Bu degerlere gore YFMS ve FR maddelerinin canlilik (% canlilik) degerleri asagidaki

formiile gore takip edilmistir.

% Canlilik= [Test Maddesi Absorbans (ortalama) / Kontrol Absorbans (ortalama)] x 100
(Meky, Hardie, Evans ve Wild, 2001).

3.2.2. Kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA) ve
kardes kromatit degisimi (KKD) testleri

Periferal insan lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA) testi Evans ve arkadaslarinin
(1984: 405, 424) metoduna gdre baz1 modifikasyonlarla (Yiizbasioglu, Celik, Yilmaz, Unal
ve Aksoy, 2006), Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi ise Perry ve Wolff’un (1974)
yontemine gore bazi degisikliklerle (Speit ve Haupter, 1985) uygulanmistir. Buna gore
heparinize edilmis goniillii dondrlerden alinan kanin 0,2 mL’si, steril sartlarda 2,5 mL’lik
besi ortami (LymphoPlus Medium) igeren tiiplere eklenmistir. Daha sonra, steril sartlarda
hazirlanmis ayn1  tiiplere  5-Bromo-2-deoksiiiridin ~ (Bromodeoksiiiridin  (BrdU))
solisyonundan 10 pg/mL olacak sekilde ilave edilmis ve kiiltiir tiipleri toplam 72 saat
boyunca 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakilmistir. Caligmada kiiltiir siiresinin
baslangicindan 24 ve 48 saat sonra YFMS % 5; 7,5; 10; 15; 20 ve 30 konsantrasyonlar1 ve
FR’un 62,5; 125; 250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL konsantrasyonlari ile genotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla hiicreler muamele edilmistir. Kiiltiir siiresi bitiminden 2 saat 6nce

(70. saatinde) ise hiicreleri 6n isleme tabi tutmak amaciyla her tiipe kolkisin ¢ozeltisinden
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0,06 pg/mL olacak sekilde eklenmistir. Her bir uygulamada negatif kontrol olarak distile su,
pozitif kontrol olarak da 0,20 pg/mL’lik Mitomisin-C (MMC), kullanilmistir. 72 saatlik
inkiibasyonun sonunda tiipler etiivden ¢ikarilarak 1200 rpm’de santrifiij edilmis ve {istte
kalan sivi (siipernatant) atilmistir. Tiipiin dibinde kalan kisma 0,075M KCI hipotonik
cozeltisinden 5’er mL eklenmistir. Kiiltiir tiipleri 37°C’deki etiivde 30 dakika bekletilmis ve
ardindan 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi1 atilmistir. Daha sonra
soguk 3:1 metanol:asetik asitten hiicrelere 5’er mL hacimde ilave edilmis ve 3 kez tespit
islemi uygulanmistir. Bu siire sonunda pipetaj yapilarak homojen hale getirilen tiiplin
dibindeki hiicre siispansiyonu dnceden temizlenmis lamlar iizerine farkli alanlara gelecek
sekilde damlatilmistir. Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda 24 saat kurumaya

brrakilmastir.

Preparatlarin boyanmast:

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin gézlenmesi amaciyla preparatlar Sorensen
tamponuyla hazirlanmis % 5°lik Giemsa boyast ile (pH: 6,8) oda sicakliginda 20-25 dakika
boyanmistir. Kardes kromatit degisimlerinin gozlenmesi ve replikasyon indeksinin
belirlenmesi igin ise Speit ve Haupter’in (1985) gelistirdikleri metotta baz1 degisiklikler
yapilarak floresan+Giemsa boyamas: uygulanmistir (Speit ve Haupter, 1985). Bu
uygulamada preperatlar diiz bir tepsiye konularak iizerleri ince bir tabaka halinde fosfat
tamponu (pH: 6,8) ile kapatildiktan sonra 254 nm dalga boyunda kapali ortamda 13 dakika
stireyle 1s1inlanmistir. Bu siire sonunda yikanmis olan preperatlar, 58-60°C sicakliga getirilen
1xSSC (Sodyum kloriir+Tri-Sodyum sitrat) soliisyonunda 1 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Daha sonra % 5’lik Giemsa ile (pH: 6,8) 20-25 dakika boyanmistir. Saf suda yikanip

kurutulan preparatlar entellan ile daimi hale getirilerek mikroskobik incelemeye alinmistir.

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin belirlenmesi:

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesi i¢in, kromozomlari iyi dagilmis olan iki kadin ve
bir erkek bireye ait her birinden 100 metafaz hiicresi olmak iizere toplam 300 metafaz hiicre
incelenmistir. Incelenen tiim hiicreler i¢in anormal hiicrelerin yiizdesi ve hiicre basina diisen
kromozom anormalligi (KA/Hiicre) belirlenmistir. Mitotik indeksin (MI) saptanmasinda ise,
her uygulama grubu i¢in her bir donérden hazirlanan preparatlardan 1000’er hiicre (toplam

3000 hiicre) degerlendirilmistir.
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Kardes kromatit degisiminin ve replikasyon indeksinin belirlenmesi:

Kardes kromatit degisimlerinin belirlenmesinde her bir uygulama grubunda iki kadin ve bir
erkek donore ait preparatlarda kromozomlari iyi dagilmis ve ikinci mitoz boliinme gegiren
25’er hiicre (iki kadin ve bir erkek, toplam 75 hiicre) incelenmistir. Kardes kromatit
degisimini saptamak i¢cin, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu olan BrdU
kiiltlir ortamina eklenmistir. Boylece hiicre boliinmek i¢in DNA’sini replike ettigi asamada
yeni sentezlenmis olan komplementer poliniikleotid iplige timinin yerine ortamda bulunan
BrdU gegmistir. UV ile 1sinlanma isleminden hemen sonra boyanan hiicre kromozomlarinda,
BrdU igeren bolgeler agik renkte boyanirken, BrdU i¢ermeyen bolgeler koyu renkte boyanir.
Boyanma isleminde meydana gelen bu fark kullanilarak DNA’da kardes kromatitler
arasindaki degisimler tespit edilmistir. Kardes kromatit degisimi sayisi, bir kromozomun
acitk boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis
kromatidindeki agik boyanmis parcalarin sayilmasiyla, olusan kirilma sayisina gore birli,

ikili ve tli¢lii degisimler olarak degerlendirilmistir.

Replikasyon indeksini (RI) hesaplamak igin, her bir dondrden 100 hiicre olmak {izere
toplamda 300 hiicre (2 kadin ve 1 erkek ) incelenmistir. Incelenen hiicreler arasinda birinci
(M1), ikinci (M2) ve lglincti (M3) mitoz evresindeki hiicreler sayilmis ve replikasyon
indeksi (RI)=[1x(M1)+2x(M2)+3x(M3)]/N (N= incelenen toplam hiicre sayis1) formiiliiyle

gore hesaplanmigtir.

3.2.3. Kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleus testi Fenech (2000)’in metodu bazi degisikliklerle uygulanmistir. Bu metoda
gore oncelikle her dondrden alinan heparinize edilmis 0,2 mL periferik kan, igerisinde 2,5
mL’lik besi ortami bulunan (LymphoPlus Medium) tiiplere ekilmistir. Bu tiipler 37°C
sicakliktaki etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirdeki hiicreler YFMS (% 5; 7,5;
10; 15; 20 ve 30) ve FR (62,5; 125; 250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL) konsantrasyonlari ile 48
saat muamele edilmistir. Buna ilaveten bir pozitif (MMC, 0,20 pg/mL) ve bir de negatif
kontrol kullanilmustir. Inkiibasyonun 44. saatinde sitokinezi engellemek icin Sitokalasin-B
(5,2 pg/mL) ilave edilmistir. Kiiltiir siiresi tamamlandiktan sonra tiipler, 1000 rpm’de 10
dakika boyunca santrifiij edilmis ve slipernatant atilmistir. Geriye kalan kisma 0,075 M

soguk KCl soliisyonundan eklenilerek buzdolabinda bekletilmistir. Takiben tiipler yine ayni
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stire ve ayni rpm’de santrifiij edilip ve slipernatant atilmistir. Bu islemin hemen ardindan 3:1
metanol: asetik asitten olusan fiksatifile fiksasyon islemi uygulanmistir. ilk fiksatiften sonra
tiipler 15 dakika bekletilmis olup fiksasyon 3 kez tekrarlanmistir. Fiksasyon islemi 2 kez
uygulandiktan sonra tiglincii fiksatife son konsantrasyonu %1 olacak sekilde formaldehit
ilave edilmistir. Tiiplerdeki siipernatant atilarak, geriye kalan hiicre siispansiyonu pipetle
homojenize edilmistir. Daha 6nceden temizlenmis olan lamlar iizerine, farkli alanlara birer
damla damlatilarak yayilmasi saglanmistir. Preparatlar 24 saat kurumasi icin oda

sicakliginda birakilmastir.

Preparatlarin boyanmast:

Mikroniikleus, testi i¢cin hazirlanan preparatlar % 5°lik Giemsa’da (pH=6,8) 15 dakika siirede
boyanmuistir. Preparatlar, oda sicakliginda kurutularak entellan ile daimi hale getirilmistir.

Bir gece kurutulan preparatlar mikroskobik incelemeye alinmistir.

Mikroniikleus (MN) ve niikleer boliinme indeksinin (NBI) belirlenmesi:

Mikroniikleus testinde, ¢ekirdek boliinmesini tamamlamig ancak sitoplazmik bdliinmesini
gergeklestirememis biniikleat (¢ift c¢ekirdekli) hiicreler degerlendirilmektedir. Cilinkii bu
hiicreler genotoksisitesi test edilmek istenen materyalin ilavesinden sonra bdliinen
hiicrelerdir. Bu ¢alismada 1 erkek ve 2 kadin dondre ait her bir preparattan 1000 hiicre olmak
iizere toplam 3000 tane biniikleat hiicre degerlendirilmistir. Mikroniikleus i¢eren hiicreler 1
mikroniikleuslu, 2 mikroniikleuslu, 3 mikroniikleuslu olmak {izere sayillmis ve
[IX(AMN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)]/N (N incelenen toplam hiicre sayisi) formiilii
kullanilarak hiicre basina diisen MN sayis1 (MN/hiicre) hesaplanmigtir. Niikleer boliinme
indeksinin (NBI) belirlenmesinde ise her bir uygulama ve kontrol grubu i¢in toplam 500
hiicre (1 erkek ve 2 kadin donérden toplam 1500 hiicre) degerlendirilmistir. Hiicreler 1
cekirdekli (1N), 2 cekirdekli (2N), 3 ¢ekirdekli (3N) ve 4 ¢ekirdekli (4N) olmalarina gore
NBI [1x(IN)+2x (2N)+3x(3N+4N)]/N (N= incelenen toplam hiicre sayis1) formiilii ile

hesaplanmustir.
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3.2.4. izole edilmis insan periferal lenfositlerinde comet testi

Comet testi i¢in Singh, McCoy, Tice ve Schneider’in (1988) kullandiklar1 metot bazi
degisikliklerle uygulanmustir. Ik olarak saglikli donérlerden alinan periferik kan soguk
ortamda PBS ile siispanse edilmistir. Slispansiyon isleminin ardindan Biocoll kullanilarak
yine soguk ortamda lenfositler izole edilmistir. izole lenfositlerde hiicre canlilig1 Trypan
mavisi kullanilarak degerlendirilmis ve bu deger > % 96 olarak belirlenmistir. Izole edilmis
olan lenfositler YFMS’un % 5; 7,5; 10; 15; 20 ve 30 konsantrasyonlari; FR’un 62,5; 125;
250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL konsantrasyonlari ile 37°C’de bir saat muamele edilmistir.
Tiim uygulamalarda negatif kontrol olarak distile su ve pozitif kontrol olarak da 100 pM
H20; kullanilmustir. Inkibasyon siiresi sonunda santrifiij islemi yapilarak siipernatant atilmas
ve hiicreler PBS ile resiispanse edilmistir. Lenfositler diisiik erime 1s1l1 agar ile karigtirilarak
onceden yiiksek erime 1s1l1 agar ile kaplanmis lamlar {izerine yayilmistir. Lamelle kapatilan
preparatlar buzdolabinda 1 saat lysing soliisyonunda inkiibasyona alinmistir. Ardindan
elektroforez tamponunda 20 dk bekletilerek ve 25 V, 300 mA’de 20 dakika elektroforez
uygulanmustir. Elektroforezin ardindan nétralizasyon tamponunda (0,4 M Tris, pH=7.5)
bekletilen lamlar, etidyum bromiir (EtBr) ile boyanarak mikroskobik incelemeye alinmistir.
Her bir konsantrasyon i¢in her donérden 100°“er hiicre olmak iizere toplam 300 hiicre floresan
mikroskopta ‘‘Comet Assay IV’’, Perceptive Instruments Ltd., UK analiz sistemi
kullanilarak incelenmistir. Hiicrelerin hasar dereceleri % kuyruk yogunlugu, kuyruk

uzunlugu (um) ve kuyruk momenti cinsinden degerlendirilmistir.

3.2.5. istatistiksel analizler

Bu ¢alismada, uygulama ve kontrol gruplarindan elde edilen mitotik indeks (M),
replikasyon indeksi (RI), anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi
ve mikroniikleus frekansi sonuglar1 z-testi ile degerlendirilirken, comet testi ve kardes
kromatit degisimi sonuglar1 ise SPSS 15.0 bilgisayar programi kullanilarak t-testi ile analiz
edilmigtir. MTT testinin sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde ise, SPSS 15.0
bilgisayar programinda One Way ANOVA-Dunnet testi kullanilmistir. Anormal hiicre
siklig1, KA/ Hiicre sayisi, KKD/ Hiicre sayisi, replikasyon indeksi, mitotik indeks, niikleer
boliinme indeksi, MN/ Hiicre sayisi, % kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu (um) ve kuyruk
momentinin konsantrasyon-etki iligkisini incelemek i¢in SPSS 15.0 programi kullanilarak

regresyon analizi yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Yiiksek Fruktozlu Misir Surubunun Sitotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

4.1.1. MTT testi sonuclari

Yiiksek fruktozlu misir surubunun HepG2 hiicreleri ile muamelesi sonucunda 24 saatlik
uygulamada ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda (% 5; 7,5; 10; 15; 20; 30); 48 saatlik
uygulamada ise % 7,5; 10; 15; 20; 30 konsantrasyonlarinda kontrole gore anlamli oranda
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica YFMS un HepG2 hiicreleri ile 24 ve 48 saat
muamelesi sonucunda 6zellikle ¢alisilan yiiksek konsantrasyonlarin (% 7,5; 10; 15; 20; 30)
(%) hiicre canliligin1 konsantrasyona bagl olarak anlamli oranda diistirdiigii belirlenmistir
(r=-0,81; r=-0,84; sirasiyla). YFMS’un uygulanan en diisiik konsantrasyonun (% 5) ise, 48
saatlik muamelede HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligimi (% 123,90) artirdigi tespit
edilmistir. Elde edilen verilere gore, HepG2 hiicrelerinde YFMS’ nun 06zellikle yiiksek
konsantrasyonlarinin (% 20 ve 30) canli hiicre yiizdesini dnemli oranda diistirdiigii (P<
0,0001) ve bu konsantrasyonlarin yiiksek sitotoksik etki gosterdigi gézlenmistir. YFMS un
gidalara eklenen deger olan % 5 (48 h haric) ve % 10’luk konsantrasyonlarinin kontrole gore
anlamli diizeyde sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren
deger olan ICso degeri 48 saatlik muamelede %15°lik konsantrasyon olarak belirlenmistir

(Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. YFMS nun insan hepatoseliiler karsinoma HepG?2 hiicreleri lizerine sitotoksik

etkisi
Uygulama 24 saat 48 saat
Test Maddesi
KO”S?%""SVO” N Mean+SS MeantSS$
Kontrol 0,00 3 1,849+ 0,032 2,009+0,186
YFMS 5 3 1,198+0,175 * 2,369+0,357
75 3 1,435+0,261 * 1,337+0,170 *
10 3 1,267+0,128 * 1,276+0,151 *
15 3 1,315+0,161 * 1,001£0,052 * #
20 3 0,684+0,075 * 0,299+0,023 *
30 3 0,706+0,109 * 0,324+0,013 *
YFMS: Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu, HepG2: Insan Hepatoseliiler Karsinoma Hiicre Hatt1, SS: Standart Sapma
* p<0.05 gore istatistiksel olarak anlamli (One way ANOVA-Dunnet Testi)
# 1Cs0 degeri
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Sekil 4.1. YFMS’nun insan hepatoseliiler karsinoma HepG2 hiicrelerinde (%) hiicre canliligi
degerleri

4.2. Yiiksek Fruktozlu Misir Surubunun Genotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Kromozom anormallik (KA) testi sonuclari

YFMS$’ nun alti farkli konsantrasyonunun (% 5; 7,5; 10; 15; 20; 30) insan lenfositleri ile 24
ve 48 saat siire ile muamelesi sonucunda, belirlenen yapisal ve sayisal kromozomal
anormallik tipleri, anormal hiicre frekanslari, hiicre basina diisen anormallik degerleri
Cizelge 4.2°de gosterilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3). YEMS ile muamale sonucunda meydana
gelen yapisal anormallikler; kromatit kirigr (% 37,4), kardes kromatitlerde birlesme (%
33,4), kromozom kirig1 (% 10,8), kromatit degisimi (% 5,9), disentrik kromozom (% 2,4) ve
fragmenttir (% 0,4). Gozlenen sayisal anormallik ise  poliploidi (% 7,8) ve
endoredublikasyondur (% 1,4) (Resim 4.1).

YFMS’nun, (%) anormal hiicre frekansi ve hiicre basina diisen anormallik oranini (24 saatlik
ve 48 saatlik uygulamalarda % 5; 7,5; 10 konsatrasyonlar1 hari¢) sadece en yiiksek iki
konsantrasyonda (% 15 ve 20) kontrole gore anlamli olarak artirdigi belirlenmistir. En
yiiksek konsantrasyonun ise (% 30) toksik etki gosterdigi gézlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil
4.2, Sekil 4.3). Anormal hiicre frekansi ve hiicre basima diisen anormallik oranindaki bu
artiglar konsantrasyona bagl olarak gergeklesmistir (24 saatlik uygulamada anormal hiicre

yiizdesi i¢in r=0,93 ve hiicre basma diisen anormallik sayisi i¢in r=0,91; 48 saatlik
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uygulamada anormal hiicre ylizdesi i¢in r=0,96; hiicre basina diisen anormallik sayis1 i¢in

r=0,94).

Cizelge 4.2. YFMS’ nun insan lenfositlerinde kromozomal anormallikler ve frekanslari
iizerine etkisi

Test Uygulama Anormallikler Anormal KA/Hiicre
Maddesi hiicre + SH
+ SH (%)
Siire | Konsantrasyon
(saat) (%) kik | kzk | kkb | ds | kd | f | er | p
Kontrol 24 0,00 - 1 1 - - - - 1 1,00+0,57 0,010+0,005
PK(MMC) | 24 | 0,20 (ug/mL) 13 4 12 [ -3 -1-7147]11,66£1,85 0,120£0,018
YFMS 24 5 6 3 - - - - 3,00+0,98 0,030+0,010
75 1 1 6 - - - - - 2,66+0,92 0,026+0,009
10 3 1 3 - - - - - 2,33+0,87 0,023+0,008
15 6 2 6 1 - - - - 4,66£1,21 ** | 0,050+0,012 **
20 11 2 3 - - - - 2 5,66+1,33 ** | 0,060+0,013 ***
30 - - - - - - - - | Toksik Toksik
Kontrol 48 0,00 - 1 4 - - - - 1 | 2,00+0,80 0,020+0,008
PK(MMC) | 48 | 0,20 (ug/mL) 11 5 8 1| 6 - 1 | 3 [ 11,33£1,82 0,116+0,018
YFMS 48 5 2 1 3 - - - - 2 2,66+0,92 0,026+0,009
75 4 1 2 1 - - - 1 3,00+0,98 0,030+0,009
10 6 3 2 - - - - - 3,66+1,08 0,036+0,010
15 8 - 7 1 1 - - 1 6,00+1,37 * 0,060+0,013 *
20 5 - 7 1 2 1 2 1 6,33£1,40 ** | 0,063+0,013 **
30 - - - - - - - - | Toksik Toksik
Kromozomal anormallik ytizdesi (%) 374|108 | 334 |24 |59 (04|14 |78

PK (MMC): Pozitif kontrol- Mitomisin C, YFMS: Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu, SH: Standart Hata, ktk: kromatit
kirigi, kzk: kromozom kirig1 kkb: kardes kromatitlerde birlesme, ds: disentrik kromozom, ktd: kromatit degisimi, f:
fragment, er: endoredublikasyon, p: poliploidi
*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)
*** Kontrole goére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.2. YFMS uygulamasinin insan periferal lenfositlerindeki anormal hiicre ytizdesi
tizerine etkisi
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**Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) 024 saat = 48 saat
***Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.3. YFMS uygulamasmin insan periferal lenfositlerindeki hiicre basina diisen
anormallik sayis1 lizerine etkisi
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Resim 4.1. YFMS uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler a)
kromatit kirig1 b) kromozom kirig1 ¢) kardes kromatitlerde birlesme d) disentrik
kromozom e) kromatit degisimi f) fragment g) endoredublikasyon h) poliploidi
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Resim 4.1. (Devam) YFMS uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal
anormallikler a) kromatit kirig1 b) kromozom kirig1 ¢) kardes kromatitlerde
birlesme d) disentrik kromozom e) kromatit degisimi f) fragment g)
endoredublikasyon h) poliploidi

4.2.2. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi sonuclari

YFMS’nun insan periferal lenfosit hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik muamele siiresindeki KKD
frekanslari, replikasyon indeksi ve mitotik indeks lizerine etkileri Cizelge 4.3’de verilmistir.
Bu calismada YFMS, uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve muamele siirelerinde KKD
olusumunu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oranda konsantrasyona bagl sekilde

(r=0,89; 1=0,95; sirasiyla) artirmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.4, Resim 4.2).

Mitotik indeks (MI) orani, 24 saatlik uygulamada % 10; 15; 20°lik konsantrasyonlarda, 48
saatlik uygulamalada ise % 7,5; 10; 15; 20’lik konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli

diistis gostermistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.5). Bu diisiisiin 24 saatlik uygulamada (r=-0,98) ve
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48 saatlik uygulamada (r=-0,98) konsantrasyona bagli oldugu saptanmistir. Buna karsin
YFMS nun replikasyon indeksini (RI) etkilemedigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Ayrica en
yiiksek konsantrasyonun (% 30), MI oranin1 énemli dl¢iide diisiirerek toksik etki gosterdigi

belirlenmistir. Bu konsantrasyonda hiicre sayimi1 yapilamamustir.

Cizelge 4.3. YFMS’ nun insan lenfositlerinde KKD, Ri ve MI frekanslar1 iizerine etkisi

Min
Test Uygulama Maks | KKD/Hiicre | M1 | M2 | Ms Ri+SH Mi+SH %
Maddesi KKD +SH
Siire | Konsantrasyon
(Saat) (%)
Kontrol 24 0,00 0-10 | 2,33+0,20 85 95 120 | 2,11+0,047 | 8,00+0,48
PK(MMC) 24 0,20 (ug/mL) 4-41 17,5440,88 118 | 115 67 | 1,83+0,044 | 4,43+0,37
YFMS 24 5 1-10 3,12+0,21 a 93 111 96 2,01+0,045 | 7,53+0,48
75 0-9 3,5240,20 a 88 106 | 106 | 2,06+0,047 | 6,76+0,45
10 2-15 | 6,30+0,35a | 121 | 115 64 | 1,81+0,044 | 6,53+0,45*
15 3-12 | 5,90+0,23a | 116 | 107 77 | 1,87+0,045 | 6,06+£0,43%*
20 2-13 | 6,42+0,27a | 132 | 101 67 | 1,78+0,045 | 4,86+0,39***
30 - - - - - Toksik Toksik
Kontrol 48 | 0,00 0-11 | 2,01%0,19 82 | 85 | 133 | 2,17+0,047 | 7,36+0,47
PK(MMC) 48 0,20 (ug/mL) 4-38 19,04+1,01 99 115 86 | 1,95+0,045 | 4,40+0,37
YFMS 48 |5 0-7 2,5840,18a | 80 | 89 | 131 | 2,170,047 | 7,40+0,47
75 0-9 2,65+0,18a | 113 96 91 | 1,924+0,047 | 6,00+0,43*
10 1-14 | 4,56+0,28a | 115 92 93 | 1,92+0,047 | 5,80+0,42*
15 1-9 4,734£0,19 a 84 113 | 103 | 2,06+0,045 | 6,06+0,43*
20 2-13 | 6,73£0,31a | 166 89 45 | 1,59+0,042 | 4,46+0,37***
30 - - - - - Toksik Toksik
aKontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (t-testi)
* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gére P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*#* Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.4. YFMS ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerindeki KKD frekansi
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***Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.5. YFMS ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde MI degerleri
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Resim 4.2. YFMS uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kardes kromatit
degisimleri

4.2.3. Mikroniikleus (MN) testi sonuclari

YFMS ile insan lenfositlerinde 48 saat muamele edilerek yapilan MN analizi sonucunda;
YFMS MN frekansini % 7,5 harig, tiim konsantrasyonlarda artirdigi, fakat bu artisin, sadece
% 15 ve % 20’lik konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.4, Sekil 4.6). Mikroniikleus frekansinda meydana gelen bu artis konsantrasyona
bagl olarak gerceklesmistir (r=0,88). Uygulanan en yliksek konsantrasyonun ise (% 30)
toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Insan lenfosit hiicrelerinin YFMS ile muamelesi
sonucunda; her bir konsantrasyon i¢in sayilan 3000 biniikleat hiicre i¢inde birli ve ikili
mikroniikleuslara rastlanilmistir (Resim 4.3). Ayrica YFMS nun niikleer boliinme indeksi
(NBI) iizerinde herhangi bir anlamli etkisinin olmadig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil
4.7).
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Cizelge 4.4. YFMS uygulamas! ile insan lenfositlerinde MN (%) frekans1 ve NBI {izerine

etkisi
Test Uygulama Sayilan BN hiicreler MN = SH Niikleer
Maddesi biniikleat . iginde (%) Bélﬁnme
hiicre say1si mikroniikleus Indeksi
Siire | Konsantrasyon frekanslar (NBI)xSH
(saat) (%) @ 2
Kontrol 48 | 0,00 3000 7 - 0,23+0,08 1,50+0,31
PK(MMC) 48 0,20 (ug/mL) 3000 33 7 1,56+0,22 1,35+0,29
YFMS 48 5 3000 9 1 0,36+0,11 1,33+0,29
75 3000 3 - 0,10+0,05 1,42+0,30
10 3000 15 - 0,50+0,12 1,28+0,29
15 3000 17 2 0,70+0,15 ** 1,39+0,30
20 3000 29 1 1,03+0,18 *** 1,21+0,28
30 - - - Toksik Toksik

PK (MMC): Pozitif Kontrol-Mitomisin C, YFMS: Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu, SH: Standar Hata, MN:
Mikroniikleus, NBI: Niikleer Béliinme Indeksi, BN: Biniikleat

*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlaml (z testi)

**Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)

***Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

MN (%)

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
02 | =

Kontrol Pozitif 5 7.5 10
Kontrol

Konsantrasyonlar (%)
48 saat

**Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

***Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.6. YFMS nun 48 saatlik uygulamasinda MN (%) frekans1 {izerine etkisi
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2,5 NBi

Kontrol Pozitif 5 75 10 20
Kontrol
Konsantrasyonlar (%)

48 saat

Sekil 4.7. YFMS’nun 48 saatlik uygulamasinda NBI iizerine etkisi

20 ym

20 pm

Resim 4.3. YFMS uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan mikroniikleuslu binukleat
hiicreler a) bir mikroniikleus b) iki mikroniikleus

4.2.4. Comet testi sonuclari

Izole lenfosit hiicrelerinde YFMS nun DNA seviyesinde hasar olusturup olusturmadig
comet testi kullanilarak kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti olmak
iizere li¢ farkli parametrede degerlendirilmistir. Elde edilen veriler sonucunda YFMS nun,
kuyruk yogunlugu (% 7,5 konsantrasyon hari¢), kuyruk uzunlugu (% 5 konsantrasyon harig)

ve kuyruk momentini (% 5 ve 7,5 konsantrasyonlar1 hari¢) kontrole gore istatistiksel olarak
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onemli oranda ve konsantrasyona bagli olarak artirdig: tespit edilmistir (kuyruk yogunlugu
icin r=0,89; kuyruk uzunlugu i¢in r=0,90; kuyruk momentini i¢in r=0,95) (Cizelge 4.5, Sekil
4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Resim 4.4).

Cizelge 4.5. YFMS’nun izole insan lenfositlerinde olusturdugu DNA hasar1

Test Maddesi Uygulama Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Siire | Konsantrasyon Yoglgnlugu Uzunlugu Momenti
(Saat) (%) (%) (um)
Kontrol 1 0,00 5,61+0,49 47,5040,67 1,22+0,11
Pozitif Kontrol (H205) 1 100 (uM) 15,39+1,13 88,72+2,88 6,18+0,63
YFMS 1 5 7,44+0,68 * 47,43+0,84 1,72+0,23
7,5 6,54+0,47 52,51£1,26 * 1,61+0,23
10 9,30+0,78 * 56,43+1,07 * 2,19+0,23 *
15 11,69+0,91 * 77,20£1,95 * 3,9240,43 *
20 13,67+1,10 * 73,87+£2,49 * 4,23+0,43 *
30 14,20+0,87 * 87,20+3,31 * 5,67+0,49 *
H20- : Hidrojen peroksit
* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
18
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Kontrol  Pozitif 5 10
Kontrol
Konsantrasyonlar (%)
* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi) 1 saat

Sekil 4.8. YFMS uygulamasiyla izole insan lenfositlerinde olusan comet kuyruk yogunlugu
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Kontrol Pozitif 5 7.5 10
Kontrol
Konsantrasyonlar (%)
* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi) 1 saat

Sekil 4.9. YFMS uygulamasiyla izole insan lenfositlerinde olusan comet kuyruk uzunlugu

Kuyruk Momenti
o - N w EN (65] o ~ (ee]

Kontrol  Pozitif 5 7,5 10
Kontrol
Konsantrasyonlar (%)

* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (t-testi) 1 saat

Sekil 4.10. YFMS uygulamasiyla izole insan lenfositlerinde olusan comet kuyruk momenti
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Resim 4.4. YFMS ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin
comet testi ile goriiniimii a) hasarsiz DNA b) az hasarli DNA c) orta hasarli DNA
d) ¢ok hasarli DNA

4.3. Fruktozun Sitotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

4.3.1. MTT testi sonuclari

Fruktoz’un (FR) HepG2 hiicreleri ile muamelesi sonucunda 24 saatlik ve 48 saatlik
uygulamalarda tiim konsantrasyonlarda kontrole gore hiicre canliligi yilizdesini anlamh
oranda diisiirerek sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Ancak bu diisiisiin konsantrasyona
bagli olmadigi belirlenmistir (r=-0,10; r=-0,17; sirasiyla). Bununla birlikte FR’un hiicrelerin
%50’sin1 Oldiiren degerinin 24 saatlik ve 48 saatlik muamalelerde 62,5 pg/mL’lik
konsantrasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.11).
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Cizelge 4.6. Fruktozun insan hepatoseliiler karsinoma HepG?2 hiicreleri {izerine sitotoksik

etkisi
Uygulama 24 saat 48 saat
Test Maddesi Konsantrasyon N MeandtSS MeandtSS
(ng/mL)

Kontrol 0,00 3 2,639+0,128 3,166+0,404

Fruktoz 62,5 3 1,29440,005 * # 1,57340,133 * #
125 3 1,367+0,079 * 1,950+0,355 *
250 3 1,567+0,063 * 2,041+0,315 *
500 3 1,618+0,115 * 2,044+0,041 *
1000 3 1,697+0,103 * 2,009+0,215 *
2000 3 1,929+0,157 * 2,039+0,030 *

HepG2: insan Hepatoseliiler Karsinoma Hiicre Hatt1, SS: Standart Sapma

* p<0,05 gore istatistiksel olarak anlamli (One way ANOVA-Dunnet Testi)

# 1Cs0 degeri

2 @024 saat
2o 100 @=o @48 saat
N
S
N’

»5n 80 63,48 73,09
T 60 -
S 64,42
© 40 49,03 1,82
5
= 20

0

Kontrol 62,5 125 250 500 1000 2000
Konsantrasyonlar pg/mL

Sekil 4.11. Fruktozun insan hepatoseliiler karsinoma HepG2 hiicrelerinde (%) hiicre
canlilig1 degerleri

4.4. Fruktozun insan Lenfositlerinde Genotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

4.4.1. Kromozomal anormallik (KA) testi sonuc¢lar:

FR’un insan lenfositleri ile 24 ve 48 saat siireyle muamelesi sonucu belirlenen her bir
konsantrasyonda (62,5; 125; 250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL) anormal hiicre frekanslari (%),
hiicre bagina diisen anormallik degerleri Cizelge 4.7, Sekil 4.12 ve 4.13’de gosterilmistir.
FR’un meydana getirdigi yapisal anormallikler; kardes kromatitlerde birlesme (% 33,9),
kromatit kingi (% 32,5), kromozom kirig (% 9,09), fragment (% 9,09), ve kromatit
degisimidir (% 6,22). Sayisal anormallik ise poliploididir (% 9,09) (Resim 4.5).
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KA analizi sonucunda, 24 saatlik uygulamada FR’un calisilan tiim konsantrasyonlarinin (%)

anormal hiicre frekansini kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oranda etkilemedigi

belirlenmistir. Hiicre basina diisen anormallik sayisi ise sadece en yiiksek konsantrasyonda

(2000 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli oranda ve konsantrasyona bagli olarak artis

gostermistir (r=0,79). 48 saatlik uygulamada ise; (%) anormal hiicre frekans1 ve hiicre bagina

diisen anormallik oranini ¢aligilan 250; 1000 ve 2000 pg/mL konsantrasyonlarinda kontrole

gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdig1 belirlenmistir (anormal hiicre yiizdesi igin

=0,57; hiicre basina diisen anormallik sayis1 i¢in 1=0,56).

Cizelge 4.7. Fruktozun insan lenfositlerinde kromozomal anormallikler ve frekanslari

uzerine etkisi

Test Uygulama Anormallikler Anormal KA/Hiicre
Maddesi hiicre + SH
+ SH (%)
Siire | Konsantrasyon
(saat) (ng/mL) ktk | kzk | kkb | ktd f p
Kontrol 24 | 0,00 1 - 2 2 - - 1,66+0,73 0,016+0,007
PK (MMC) 24 | 0,20 17 4 6 2 1 - 10,0+1,73 0,100+0,017
Fruktoz 24 | 625 3 1 2 - 1 1 2,66+0,92 0,026+0,009
125 1 2 4 - 2 1 3,33+1,03 0,033+0,010
250 2 1 4 - - 3 3,33+1,03 0,033+0,010
500 2 - 4 2 - 1 3,00+0,98 0,030+0,009
1000 1 3 6 - - 1 3,33+1,03 0,036+0,010
2000 5 - 3 - 3 2 4,33+1,70 0,043+0,011 *
Kontrol 48 0,00 1 - 3 - 1 - 1,66+0,73 0,016+0,007
PK (MMC) 48 | 0,20 16 4 9 3 1 1 11,3+1,82 0,113+0,018
Fruktoz 48 | 62,5 3 - 5 - 1 1 3,33+1,03 0,033+0,010
125 2 - 4 2 2 2 4,00£1,13 0,040+0,011
250 2 2 4 - 3 3 | 4,66+£1,21 * | 0,046+0,012 *
500 2 1 4 1 1 1 3,33+1,03 0,033+0,010
1000 6 - 5 - 2 1 4,66+1,21 * | 0,046+0,012 *
2000 4 1 6 1 1 1 | 4,66+121* | 0,046+0,012 *
Kromozomal anormallik yiizdesi (%) 325 (9,09 | 339 | 6,22 | 9,0 9,0
*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
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Kontrol  Pozitif 62,5 125 250 1000 2000
Kontrol
Konsantrasyonlar (ug/mL)
*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi) 124 Saat ®48 Saat

Sekil 4.12. Fruktoz uygulamasinin insan periferal lenfositlerindeki anormal hiicre yiizdesi
tizerine etkisi

0,14

0,12

KA/Hiicre

1l 1

Kontrol Posz 62,5 250 1000 2000
Kontrol

Konsantrasyonlar (ug/mL)
* Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi) 124 Saat #M 48 Saat

Sekil 4.13. Fruktoz uygulamasinin insan periferal lenfositlerindeki hiicre basina diisen
anormallik sayist1 lizerine etkisi
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10 um

10 um

Resim 4.5. Fruktoz uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler a)
kromatit kirig1 b) kromozom kirigi c) kardes kromatitlerde birlesme d) kromatit
degisimi e) fragment f) poliploidi
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4.4.2. Kardes kromatit degisimi (KKD) testi sonuclari

FR’un insan periferal lenfosit hiicreleri ile 24 ve 48 saatlik muamelesiyle elde edilen KKD
frekanslari, replikasyon indeksi ve mitotik indeks tizerine etkileri Cizelge 4.8’de verilmistir.
Bu calismada FR’un uygulanan konsantrasyonlarda ve tiim muamele siirelerinde KKD
olusumunu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oranda artirmistir (Cizelge 4.8, Sekil
4.14, Resim 4.6). Meydana gelen bu artisin 24 saatlik uygulamada konsantrasyona bagli
sekilde oldugu, 48 saatlik uygulamada ise konsantrastyona bagli zayif bir korelasyon

gosterdigi tespit edilmistir (sirasiyla, r=0,76; r=0,59).

FR 24 ve 48 saatlik uygulamalarda c¢alisilan 250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda mitotik indeks (MI) oranimi kontrole gére anlamli oranda ve
konsantrasyona bagli olarak diistirmiistiir (Cizelge 4.7, Sekil 4.15). (r=-0,66; r=-0,74,
sirastyla). Bununla birlikte FR un replikasyon indeksini (RI) énemli diizeyde etkilemedigi

belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Fruktozun insan lenfositlerinde KKD, Ri ve M1 frekanslari iizerine etkisi

Min
Test Uygulama Maks KKD/Hiicre | M1 | M2 | M3z | Ri+SH Mi=SH
Maddesi KKD +SS (%)
Siire | Konsantrasyon
(Saat) (ng/mL)
Kontrol 24 | 0,00 0-10 2,20+0,22 79 | 115 | 106 | 2,09+0,045 | 6,03+0,43
P.K(MMC) 24 10,20 10-36 15,0+0,61 123 | 109 | 68 | 1,81+0,044 | 2,70+0,29
Fruktoz 24 62,5 0-10 2,93+0,20 a 83 | 112 | 105 | 2,07+0,045 | 5,20+0,40
125 1-7 3,82+0,18 a 100 | 97 | 103 | 2,01+0,047 | 4,93+0,39
250 1-6 3,33+0,12 a 92 | 108 | 100 | 2,02+0,046 | 4,63+0,38 *
500 1-9 3,94+0,18 a 79 | 108 | 113 | 2,11+0,046 | 4,50+0,37 **
1000 2-11 5,08+0,22 a 81 | 112 | 107 | 2,08+0,045 | 4,33+0,37 **
2000 2-10 4,66+0,19 a 99 | 96 | 105 | 2,02+0,047 | 4,33+0,37 **
Kontrol 48 | 0,00 0-8 2,62+0,21 80 | 106 | 114 | 2,11+0,046 | 6,20+0,44
P.K(MMC) 48 | 0,20 8-39 22,8+0,75 154 | 112 | 34 | 1,61+0,039 | 3,06+0,31
Fruktoz 48 62,5 1-8 3,68+0,20 a 85 | 101 | 114 | 2,09+0,034 | 5,46+0,41
125 1-8 3,94+0,19 a 102 | 99 99 | 1,99+0,047 | 5,36+0,41
250 1-11 4,30+0,23 a 93 | 103 | 104 | 2,03+0,046 | 4,96+0,39 *
500 2-10 4,61+0,19a 96 | 114 | 90 | 1,98+0,045 | 5,00+0,39 *
1000 2-11 5,49+0,25 a 85 | 111 | 104 | 2,06+0,051 | 4,66+0,38 **
2000 2-11 4,57+0,19 a 114 | 114 | 72 | 1,86+0,045 | 4,60+0,38 **
aKontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
* Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Kontrol Pozitif 62,5 125 250 500 1000 2000
Kontrol
Konsantrasyonlar (ug/mL)
a Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml: (t-testi) 0124 saat = 48 saat

Sekil 4.14. Fruktoz ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerindeki KKD frekansi

*x  F* *k
>k

Mi (%)

1000 2000

Kontrol  Pozitif 62,5
Kontrol

SO B N W s~ O O N ©©

Konsantrasyonlar (ug/mL)
024 Saat =48 Saat

*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

**Kontrole gore p< 0,01 dzeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.15. Fruktoz ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde MI degerleri
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Resim 4.6. Fruktoz uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kardes kromatit
degisimleri

4.4.3. Mikroniikleus (MN) testi sonuclari

FR ile insan lenfositlerinde 48 saat muamele edilmis kiiltiirlerde yapilan MN analizi
sonucunda; FR’un MN frekansini tiim konsantrasyonlarda artirdigi, fakat bu artisin, sadece
250; 1000 ve 2000 pg/mL'lik konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.16) (=0,67). Her bir konsantrasyon i¢in sayilan 3000
biniikleat hiicre i¢inde birli ve ikili mikroniikleuslar g6zlenmistir (Resim 4.7). Ayrica yapilan
caligmalarda FR uygulamasinin niikleer boliinme indeksi iizerinde herhangi bir etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.17).

Cizelge 4.9. Fruktoz uygulamasi ile insan lenfositlerinde MN (%) frekans1 ve NBI {izerine

etkisi
Test Uygulama Sayilan BN hiicreler MN = SH Niikleer Boliinme
Maddesi Pinﬁkleat ' iginfie (%) indeksi
Siire | Konsantrasyon | hiicre sayist mflrkrli)nul;leus NBI + SH
saat /mL ekanslari
(saat) (ng/mL) W )
Kontrol 48 0 3000 7 - 0,234+0,08 1,57+0,32
PK(MMC) | 48 0,20 3000 50 1 1,73+0,23 1,39+0,30
Fruktoz 48 62,5 3000 9 1 0,36+0,10 1,55+0,31
125 3000 13 1 0,50+0,12 1,59+0,32
250 3000 17 1 0,63+0,14 * 1,44+0,30
500 3000 16 - 0,53+0,13 1,49+0,31
1000 3000 18 2 0,66+0,14 * 1,56+0,32
2000 3000 14 3 0,66+0,14 * 1,53+0,31
PK (MMC): Pozitif Kontrol-Mitomisin C, SH: Standart Hata, MN: Mikroniikleus, NBI: Niikleer Boliinme Indeksi,
BN: Biniikleat
*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
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2,5 MN (%)

1,5

0,5

B L

Kontrol Pozitif 62,5 125 250 500 1000 2000
Kontrol

Konsantrasyonlar (ng/mL)

*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi) 48 saat

Sekil 4.16. Fruktozun 48 saatlik uygulamasinda MN (%) frekansi tizerine etkisi

2,5 NBi

Q Ll L BEE [ R

Kontrol  Pozitif 62,5 125 250 500 1000 2000
Kontrol
Konsantrasyonlar (ug/mL)

48 saat

Sekil 4.17. Fruktozun 48 saatlik uygulamasinda NBI iizerine etkisi
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20pm 20 um

Resim 4.7. Fruktoz uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan mikroniikleuslu binukleat
hiicreler a) bir mikroniikleus b) iki mikrontikleus

4.4.4. Comet testi sonuclari

Comet analizinde FR uygulamasiyla elde edilen sonuglara gore; kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti en diisiik konsantrasyon (62,5 pg/mL) hari¢ tiim konsantrasyonlarda
kontrole gore 6nemli diizeyde artmustir (Cizelge 4.10, Sekil 4.18, Sekil 4.20, Resim 4.8).
Kuyruk uzunlugu ise 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinda anlaml artis gostermistir.
62,5 ng/mL’lik konsantrasyonda ise anlamli oranda azalmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.19).
Meydana gelen bu artislarin konsantrasyona bagli olmadigi belirlenmistir (kuyruk
yogunlugunu r=0,14; kuyruk uzunlugunu r=0,04; kuyruk momentini r=0,23).

Cizelge 4.10. Fruktozun izole insan lenfositlerinde olusturdugu DNA hasari

Test Maddesi Uygulama Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Siire | Konsantrasyon Yoglénlugu Uzunlugu Momenti
(Saat) (ug/mL) (%) (pm)
Kontrol 1 10,00 3,96+0,30 35,90+0,47 0,76+0,06
Pozitif Kontrol (H20,) 1100 (uM) 15,11+1,15 72,35+2,71 5,91+0,92
Fruktoz 1 62,5 5,17+0,62 31,71+£0,77 * 0,98+0,15
125 6,68+0,76 * 37,80+1,13 1,68+0,29 *
250 10,33+1,00 * 39,48+0,96 * 2,14+0,22 *
500 9,68+0,92 * 40,50+1,07 * 2,48+0,38 *
1000 7,53+0,97 * 37,52+1,49 2,77+0,87 *
2000 6,73+0,64 * 35,85+0,73 1,40+0,18 *

H.O; : Hidrojen peroksit

* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1 (t-testi)
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Kontrol  Pozitif 62,5 125 250 500 1000 2000
Kontrol
Konsantrasyonlar (ug/mL)
* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi) 1 saat

Sekil 4.18. Fruktoz uygulamasiyla izole insan lenfositlerinde olusan comet kuyruk
yogunlugu

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
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Kuyruk Momenti
o = N w ESN (6)] (o] ~ oo

Kontrol Pozitif 62,5 125 250 500 1000 2000
Kontrol

Konsantrasyonlar (ng/mL)

* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi) 1 saat

Sekil 4.20. Fruktoz uygulamasiyla izole insan lenfositlerinde olusan comet kuyruk momenti
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Resim 4.8. Fruktoz ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin
comet testi ile gériinlimii a) hasarsiz DNA b) az hasarli DNA c) orta hasarli DNA
d) cok hasarli DNA

YFMS ve FR’un tiim uygulamalarinin sonuglar1 Cizelge 4.11 ve 4.12°de 6zetlenmistir.



Cizelge 4.11. YFMS ve FR’un 24 ve 48 saat’lik muamele genel sonuglari
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Cizelge 4.12. YFMS ve FR’un izole lenfosit hiicrelerinde 1 saat muamelesinin genel

sonuglari
Uygulama Stire Konsantrasyonlar Kuyruk Kuyruk Kuyruk
(Saat) Yogunlugu | Uzunlugu Momenti
(%) (pm)
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5. TARTISMA

Diinyada beslenme ile iligkili saglik problemleri en basta gelen problemler arasinda yer
almaktadir. 2019 yilinda DSO kronik hastaliklar1 en biiyiik on saglik tehdidinden biri olarak
belirtmistir. Bu hastaliklarin en 6nemlileri kanser, obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklardir. Bu hastaliklarin baglica nedenleri sedanter yasam ve saglikli olmayan
beslenme aliskanliklaridir ( Sahin, Sezerol ve Atak, 2021). Son yillarda bir¢ok yiyecek ve
icecekte dogal ve yapay tatlandiricilar siklikla tercih edilmektedir. Laboratuvar ortaminda
gerceklestirilen calismalar ve epidemiyolojik calismalara gore isleme sirasinda gidaya
bilingli olarak eklenen tatlandiricilar, renklendiriciler, kimyasallar ve dogrudan gidaya
eklenmesi amaglanmayan gida ile temas eden maddelerin (yapistiricilar, boyalar,
kaplamalar, kagit, karton, plastik ve diger polimerler dahil ) 6zellikle de ¢ocuklarda
(metabolik sistemlerinin gelismesinden dolay1) yetiskinlere kiyasla saglik iizerinde daha

fazla risk olusturabilmektedir (Trasande, Shaffer ve Sathyanarayana, 2018).

Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ve beslenmemizde 6nemli bir rol oynayan
tatlandiricilar giiniimiizde biiyiik onem tasimaktadirlar. Ozellikle diisiik kalorili olmalar1 ve
antikaryojenik etkileri nedeniyle tiiketiciler arasinda giderek daha popiiler hale gelmistir. Bu
maddeler kokenlerine ( dogal veya sentetik maddeler ), teknolojik islevlerine ( agizda kalan
tat, coziinlirliik ve stabilite ), dokularina (tozlar ve suruplar) ve besin degerlerine (kalorili ve
kalorisiz) gore simiflandirilabilirler ( Grembecka, 2015; Belloir, Neiers ve Briand 2017 ).
Tatlandiricilarin ¢esitli yiyecek ve iceceklerde tiikketiminin hizla artis gostermesi sebebiyle
saglik tizerinde olusturacag: etki endise yaratmaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalarda kalorili
olarak tatlandirilmis igecek tiiketimi ve obezite arasinda bir iligki bulunmustur ( Mooradian,
Smith ve Tokud, 2017 ). Ayrica yapilan bir dizi deneysel ¢alisma, tatlandirici tiikketiminin
Tip 2 diyabeti ve kardiyovaskiiler risk faktorlerini arttirdigin1 gostermistir (Malik ve Hu,
2012; Mathur, Agrawal, Nagpure ve Deshpande, 2020; Mbambo, Dlamini, Chukwuma ve
Islam, 2020; Risdon ve digerleri, 2020). Bununla birlikte, bu maddeler apoptotik genlerin
mRNA ekspresyonunda dnemli degisiklikleri indiikleyerek, tiimor baskilayict gen p53 ve
apoptotik gen bax transkripsiyonunda artig, bcl-2 sentezinin baskilanmasi durumunda
apoptoz yoluyla sitotoksik etkilere neden olmaktadir (Maghiari ve digerleri, 2020). Diistik
kalorili ve kalorisiz tatlandiricilar kilo alimini azaltmak ve 6nlemek i¢in degerli bir arag olsa

da, bu bilesiklerin kisa ve uzun vadede giivenlik ve etkinligini arastiran toksikolojik ve
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karsinojenik potansiyeli ile ilgili calismalar oldukca sinirli ve sonuglari tartismalidir. Bu
nedenle, gelecekteki calismalar ile saglikli deneklerde ve diyabet, obezite ve metabolik
sendromlu hastalarda farkli tatlandirici tiirlerinin saglik (enerji dengesi, istah, viicut agirligi,
kardiyometabolik risk faktorleri) tizerindeki potansiyel zararli etkilerininin aydinlatilmasi

gerekmektedir (Moriconi ve digerleri, 2020).

Sitotoksisite testleri, in vitro galismalarda hiicrenin 6liimii ya da hayatta kalmasi ile iliskili
olan genlerin ve proteinlerin etki mekanizmalarinin biyolojik degerlendirilmesi i¢in en
Oonemli gostergelerden biridir. Bu testler toksik etkisi bilinmeyen ya da ilag olarak
kullanilmas1 muhtemel bir maddenin davranisina iliskin temel bilgiler vererek daha sonra
yapilacak hayvan veya klinik denemelere kaynak olusturmaktadir (Adan, Kiraz ve Baran,
2016; Tokur ve Aksoy, 2017; Liu ve digerleri, 2018). Sitotoksisite testlerinin siirekli
gelismesiyle birlikte, morfolojik degisikliklerle hiicre hasarinin tespiti, hiicre biiyiimesinin
ve metabolik Ozelliklerinin oOlgiilmesi gibi yoOntemler ortaya ¢ikmis ve kalitatif
degerlendirmeden kantitatif degerlendirmeye dogru gidilerek gelistirilmistir (Li, Zhou ve
Xu, 2015). Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan kisisel bakim iiriinleri, kozmetikler,
cevresel kimyasal maddeler, agir metaller, ila¢ etken maddeleri gibi bir¢ok fiziksel veya
biyolojik ajanlar farkli mekanizmalar ile sitotoksisiteye neden olabilirler. Bunlar;
I)Programlanmis hiicre oliimii olarak bilinen apoptoza neden olabilirler. Apoptoz
olusumunu tetikleyen en 6nemli mekanizmalardan biri olan oksidatif stres DNA, protein ve
lipit gibi makromolekiillerde hasara, DNA’da yapisal hasar olusturmasi ile genotoksik etkiye
ya da mitokondri hasarina yol acabilir. 2) Kullanilan faktére bagli olarak hiicreler
cevrelerindeki hiicreleri de etkileyip onlarin da 6lmesine yol acarak nekroz olusumuna sebep
olabilirler (Erkekoglu ve Baydar, 2021). Sitotoksisite 6l¢iim yontemlerinden biri olan MTT
testi, canli hiicrelerin metabolik aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilan popiiler bir aragtir (Grela,
Koztowska ve Grabowiecka, 2018). MTT testi, canli hiicrelerde mitokondriyal NAD(p)H'ye
baglh oksidorediiktaz enzimleri ile MTT'nin ¢oziinmeyen formazan kristallerine
doniistliriilmesi prensibine dayanir. Bu mitokondriyal enzimler, belirli hiicre kiiltiiri
kosullar1 altinda indirgeme reaksiyonu ile MTT'yi ¢0ziinmeyen formazanlara doniistiirme
ozelligine sahiptir. MTT testi temel olarak, formazan kristallerinin miktar ile ilgili olan
mitokondriyal aktiviteyi dlgerek canli hiicre sayisini belirlememizi saglamaktadir. Cogalan
hiicreler daha yiiksek oranda MTT doniistiirme reaksiyonuna sahipken, 0lii veya yavas

biiyiiyen hiicreler diisiik metabolizmaya sahip olmasindan dolayr daha az MTT indirgeme
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seviyelerine neden olmaktadir (Adan ve digerleri, 2016; Kamiloglu, Sari, Ozdal ve

Capanoglu, 2020).

Bu calismada, gidalarda tatlandirici olarak kullanilan Yiksek fruktozlu misir surubunun
(YFMS) ve Fruktozun (FR) insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) hiicrelerinde MTT testi
ile sitotoksik etkileri incelenmistir. YFMS’ nun 24 ve 48 saatlik (% 5 hari¢) uygulamalarda
calisilan tiim konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli oranda hiicre canliligini azalttig
belirlenmistir. YFMS’nun gidalara eklenen deger olan % 5 (48 saat hari¢) ve % 10
konsantrasyonlar1 sitotoksik etki gostermistir. Ayrica YFMS’nun hiicrelerin % 50’sini
oldiiren I1Cso degeri 48 saatlik uygulamada % 15 konsantrasyonu olarak belirlenmistir. FR’un
ise; HepG2 hiicreleri tlizerinde 24 saatlik ve 48 saatlik muamele sonucunda c¢alisilan tiim
konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli oranda (%) hiicre canliligini azaltarak sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica FR’un ICso degerinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarda
62,5 pg/mL konsantrasyonu oldugu tespit edilmistir.

Genotoksisite, bir kimyasalin hiicre i¢indeki genetik bilgiye zarar vererek maligniteye yol
acabilecek mutasyonlara neden olmasidir (Kopp, Khoury ve Audebert, 2019). Genotoksik
maddeler, birgok tiirde genetik hasar1 dogrudan ve dolayli olarak indiikleyerek
karsinojenezde o©Onemli bir rol oynayabilirler (Ren, Atyah, Chen ve Zhou 2017).
Genotoksisite testleri sayesinde kanser, hiicresel mutasyon ve kalitsal hastaliklar gibi saglik
sorunlarina neden olabilecek mutajenik kimyasallarin neden olduklari kromozomal hasar ve
gen mutasyonlari tespit edilmektedir (Kumar, Singh, Sharma ve Kishore, 2019: 67, 98).
Kimyasallarin insanlar tizerinde olusturduklari olas1 kanserojenik ve mutajenik etkileri
degerlendirmek i¢cin DNA, gen ve kromozom hasarlarini belirleyen in vitro ve in vivo test
yontemleri kullanilmaktadir. In vitro testler, primer genotoksisiteyi degerlendirmek igin
uygun olup in vivo testler, enflamasyon ve oksidatif stres yoluyla sekonder genotoksik etkiler
hakkinda bilgi verebilir (Tiirkez, Arslan ve Ozdemir, 2017). Genotoksisite testleri
kullanilarak DNA hasarinin dl¢ililmesi, karsinojenezi anlamak ve kanser insidansi riskini
degerlendirmek i¢in ¢ok onemli bir yaklagim olarak goriilmektedir (Kang, Kwon, Lee ve
Seo 2013; Souto ve digerleri, 2020). Insan saghig risk degerlendirmesi igin genotoksisite
test sonuglarinin nicel olarak incelenmesi ve degerlendirilmesi konusunda gittik¢e artan bir
anlayis vardir (Johnson ve digerleri, 2015). Genotoksisitenin degerlendirmesi, farkli tiplerde
olan her bir DNA hasarina kars1 duyarli ¢ok ¢esitli testlerin uygulanmasini igermektedir. Bu

yilizden genotoksik maddeleri kapsamli bir sekilde degerlendirmek i¢in tek bir test yontemi
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yeterli olmamaktadir (Tiirkez ve digerleri, 2017). Genotoksisite testlerinde kullanilan giincel
yontemler kromozomal anormallik testi (KA), kardes kromatit degisimi (KKD) testi,
mikroniikleus (MN) ve comet testi olarak siralanabilir. Bu testlerden elde edilen pozitif bir
sonug, sadece DNA ile dogrudan etkilesimi; zincir kirilmalarina, mutasyona veya eklentilere
neden oldugunu gostermez; ayni zamanda oksidatif stres, topoizomeraz inhibisyonu ve
kromozom segregasyonunun bozulmasi gibi dolayli mekanizmalarla da iligkili olabilir

(Hasselgren ve digerleri, 2019).

Bu c¢aligmada insan periferal lenfositlerinde YFMS ve FR’un genotoksik etkileri
kromozomal anormallik (KA), kardes kromatit degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve
comet testleriyle incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; gidalarda tatlandirict olarak
yaygin kullanilan YFMS ve FR’un (24 saatlik uygulama hari¢) insan periferal lenfositlerinde
kromozomal anormallik frekansinda o6zellikle yliksek konsantrasyonlarda 6nemli artislara
neden oldugu tespit edilmistir. Bu iki tatlandirict madde tarafindan en sik olusturulan
anormallik tipleri yapisal anormallikler olan kromatit kirigi ve kardes kromatitlerde
birlesmedir. Bununla birlikte bu iki tatlandirict kromozom kirigi, kromatit degisimi,
fragment ve poliploidi olusumuna da sebep olmustur. Bunun yani sira, YFMS$ nun disentrik
kromozom ve endoredublikasyon gibi sayisal anormalliklerin olusumuna yol agtig1

gozlenmistir.

Periferal kan lenfositlerindeki kromozomal anormallikler, hem genotoksik karsinojenlerin
erken biyolojik etkilerini gostermekte hemde kanserojenik risk belirtegleri olarak
degerlendirilmektedir (Vodenkova ve digerleri, 2015). Genetik materyalde olusan hasarlar
tamir edilemediginde ortaya ¢ikan yiiksek kromozomal anormallik frekans: ile farkli kanser
tiirleri arasinda anlaml bir korelasyon goriilmektedir (Yilmaz ve Ugar, 2014; Sezginer ve
Dane, 2016; Niazi ve digerleri, 2021). Kimyasallarla ve ultraviyole radyasyonla indiiklenen
mutajenler, DNA'da dolayli olarak ¢ift zincir kirilmalarina neden olarak kromozomal
anormalliklere yol agabilmektedir. Kromozomal anormallikler 6zellikle ¢ift zincir kiriklar:
sirasinda olusan 6nemli degisikliklerden biridir (Jain ve digerleri, 2018b: 69, 92). DNA nin
yapisinda meydana gelen kirilma, kromozomlarin anormal bir sekilde ayrilmasi, replikasyon
mekanizmasindaki hatalar veya DNA sentezinin engellenmesi gibi olaylar ksenobiyotiklere
bagl olarak ya da kendiliginden meydana gelebilmektedir (Kalefetoglu-Macar ve Macar,
2020: 96, 114). lyonlastirict radyasyon gibi gesitli genotoksik ajanlara hiicre dongiisiiniin

GO ve G1 evresi boyunca maruz kalan canli hiicrelerde, kromozom kirilmasin1 ve
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fragmentlerin yeniden diizenlenmesini takiben genellikle homolog olmayan ug¢ birlesmesi
nedeniyle kromozomal anormallikler goriilebilmektedir. Iki ayri kromozom iizerinde
indiiklenen iki kirik olusumu, iki sentromer iceren bir disentrik kromozoma neden olabilir
ya da her iki kromozomun bir sentromere sahip oldugu karsilikl translokasyonla ile asentrik
bir fragment olusabilir (Cajiao, Carante, Rodriguez ve Ballarini, 2017). Kromatit degisimleri
ise kromozomlar arasi (interkromozom) degisimler olup tipik olarak triradyal veya
quadriradyal kromozomlar olarak goriiliir (Satoh, Hatanaka, Yamamoto, Kuro-0 ve Sofuni,
2002). Kromatit tipi anormallikler, hiicre dongiisiiniin S veya G2 fazi1 sirasinda yetersiz
onarilan ¢ift zincir kiriklart nedeniyle olusurken, kromozom tipi anormallikler GO ve G1 faz1
sirasinda olusmaktadir (Mosesso ve Cinelli, 2019: 79, 104). Kimyasal veya fiziksel
mutajenlere maruz kalan hiicrelerde ortaya ¢ikan yapisal kromozomal anormallikler,
onarilmamis veya yetersiz onarilmis ¢ift zincir kiriklarinin yani sira telomer islev bozuklugu
ile de iligkilidir (Bolzan, 2020). Yapisal anormallikler DNA sentezinin inhibisyonundan,
dogrudan DNA kirilmasindan, hasarli DNA replikasyonundan, ya da diger
mekanizmalardan (spontan ¢ift zincir kiriklari, topoizomerazlar, replikasyon hatalari)
kaynakli olabilmektedir (Albertini ve digerleri, 2000; Jain ve digerleri, 2018: 45, 65). Sayisal
kromozomal anormallikler ise, kromozom sayisindaki degisiklikleri (esas olarak, andploidi)

ve kromozom kararsizligini ifade etmektedir (Kou, Wu, Ren ve Yang, 2020).

DNA ¢ift zincir kiriklari, genomik kararsizliga, kromozomal degisikliklere ve hatta hiicre
oliimiine yol agabileceginden, onarilmadiginda veya yanlis onarildiginda hiicre i¢in ciddi bir
tehdit olusturmaktadir. Kromozomal anormallik olusumunun molekiiler mekanizmasi hala
belirsizdir, ancak son teoriler kromozomal anormallik olusumunun nasil gerceklestigini
aciklamaya caligmaktadir. Iki 6nemli teori vardir: 1) “Kirilma ve yeniden birlesme” teorisi
2)“Degis-tokus teorisi”. Kirilma ve yeniden birlesme teorisi, kromozomdaki kirilmalarin a)
yeniden birlesebilecegini ve orijinal yapiy1 olusturabilecegini (restitiisyon), b) diger kiriklara
yeniden katilarak degisim tipi aberasyonlara yol acabilecegini aciklar. Degis-tokus teorisine
gore anormallikler, tek bir DNA ipligindeki ¢ift zincir kirigimin rekombinasyonel tamiri

sonucunda olusabilir (Jain ve digerleri, 2018a: 69, 92).

Bu calismada uygulanan bir diger genotoksisite testi de kardes kromatit degisimi testidir.
YFMS ve FR’un insan lenfositlerine uygulanmasi sonucunda tiim konsantrasyonlarda ve
uygulama siirelerinde, kardes kromatit degisimi frekansin1 kontrole gore istatistiksel olarak

onemli diizeyde arttirdig1 belirlenmistir. Ayrica YFMS un 24 saatlik uygulamada % 10; 15
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ve 20 konsantrasyonlarinda, 48 saatlik uygulamada ise % 7,5; 10; 15 ve 20
konsantrasyonlarinda mitotik indeksi azalttigi tespit edilmistir. FR her iki uygulama
stiresinde 250; 500; 1000 ve 2000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda mitotik indeksi kontrole
gore Onemli oranda diigirmistiir. Ayrica bu iki tatlandiricinin da replikasyon indeksi

iizerinde herhangi bir etkisi olmadig1 saptanmustir.

KKD test yontemi ile bir kromozomun kardes kromatitlerinin homolog lokuslarindan
kirilmasi ve ardindan kirilan parcalarin simetrik sekilde yer degistirip birlesmesi ile ortaya
cikan kardes kromatit degisimlerine yol acan mutajenler belirlenmektedir (Salawu ve
digerleri, 2018). Bu teknik gen amplifikasyonu, nokta mutasyonlarin indiiksiyonu ve
sitotoksisite ile baglantilidir (Benzer, 2020). Hiicre DNA’sinda radyasyon, ultraviyole 151k,
ilag, kimyasal gibi genotoksik ajanlar tarafindan hasar meydana geldiginde KKD oraninin
arttigr gorilmistir (Kanmaz, Okur, Dilli, Yesilyurt ve Oguz, 2017). KKD frekansindaki
artis dislik dlizeylerdeki genotoksik ajanlara maruziyet ile de ortaya ¢iktigindan
kromozomal etkilenmenin hassas bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Kanmaz ve
digerleri, 2017). Ayrica KKD testi, genotoksik etkenler tarafindan indiiklenen ¢ift zincir
kiriklar1 seklindeki DNA hasarini tespit etmek icin kullanilan 6nemli bir yontemdir. DNA
cift zincir kiriklar1 homolog rekombinasyon gibi mekanizmalarla onarilir ya da apoptoz

yoluyla hiicre 6liimiine neden olur (Salawu ve digerleri, 2018).

Mitotik indeks (MI), hiicresel bélinme sikhigini tahmin etme ve cesitli ajanlarin
sitotoksisitesini degerlendirmek icin kullanilan giivenilir bir parametredir (Ozkara, Akyail,
Eren ve Erdogmus, 2014). Birgok ajan sitotoksik etkiye yol agarak mitotik indekste diisiis
meydana getirebilmektedir. Mitotik indekste gozlenen bu azalmalar genellikle DNA
sentezindeki bir inhibisyondan veya G2 fazinin engellenmesinden kaynaklanmaktadir

(Grafia, 2018: 231, 240).

Calismada YFMS ve FR’un genotoksik etkisini degerlendirmek i¢in diger bir test yontemi
olan mikroniikleus (MN) testi kullanilmistir. Bu test ile biniikleat hiicrelerde mikroniikleus
frekans1 belirlenmistir. Ayrica hiicre proliferasyon belirteci olan niikleer boliinme indeks
degerleri de hesaplanmistir. YFMS uygulamasinda % 15 ve 20 olan yiiksek iki
konsantrasyonda MN frekansinda artig gortilmiistiir. FR uygulamasinda ise 250; 1000 ve
2000 pg/mL konsantrasyonlarinda MN frekansini anlamli diizeyde artirdig: tespit edilmistir.
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Buna karsin her iki tatlandiricinin niikleer boliinme indeksi iizerine herhangi bir etkisinin

olmadigi belirlenmistir.

Mikroniikleus testi ile kromozom seviyesinde (DNA onarim, kromozomal kararsizlik,
niikleer boliinme orani, nekrotik ve apoptotik hiicrelerin insidans1) DNA hasar1 giivenilir,
hizli ve genis spektrumlu olarak tespit edilmektedir (Kang ve digerleri, 2013). Diger
genotoksisite testleriyle karsilastirildiginda daha hizli ve kolay bir yontemdir (Fenech ve
digerleri, 2020). Bu yontem kromozom yapisini degistiren ve kromozomlarda ayrilma
hatasina neden olan kimyasallarin potansiyel genotoksik etkilerini degerlendirmektedir
(Kang ve digerleri, 2013). MN’lar; DNA onarimindaki stokastik hatalar veya endojen
genotoksinler, DNA metabolizmasindaki genetik kusurlarin neden oldugu kromozomlarin
yanlis ayrilmasi ile ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle, belirli bir hiicrede MN'nin varligi,
hiicrelerde 6nemli bir genomik kararsizliga ve modifikasyona yol agan genom hasarina isaret
etmektedir (Kirsch-Volders, Fenech ve Bolognesi, 2018). Mikroniikleus olusumlari,
insanlarda yaslanma dahil olmak iizere ¢ok cesitli gelisimsel ve dejeneratif hastaliklarla
iligkili genom patolojisinin en O6nemli biyobelirte¢lerinden biri olarak kabul edilmistir.
Ayrica yapilan son calismalar, artan MN frekansinin kanser riski ile iliskili oldugunu

gostermistir (Fenech ve digerleri, 2020).

Bu arastirmada tatlandirici olarak kullanilan iki farkli tatlandiricinin izole insan
lenfositlerinde DNA hasar1 olusturup olusturmadigini belirlemek icin comet testi
uygulanmigtir. YFMS kuyruk yogunlugunu, kuyruk uzunlugunu ve kuyruk momentini
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda kontrole gore istatistiksel olarak O6nemli diizeyde
artirmistir. FR, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentini en diisiik konsantrasyon (62,5
pug/mL) hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda kontrole gore onemli diizeyde artirmustir.
Kuyruk uzunlugunda ise 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinda anlamli artisa neden

olmustur.

Comet teknigi (tek hiicreli jel elektroforez), okaryotik hiicrelerde fiziksel ve kimyasal
ajanlarin neden oldugu DNA zincir kiriklarini 6lgmek icin yaygin olarak kullanilan basit,
¢ok yonlii, hizli ve duyarli bir yontemdir (Azqueta ve Collins, 2013; Maronpot, Hobbs ve
Hayashi, 2018). Hiicrelerde kuyruk uzunlugunda meydana gelen artis DNA kiriklarinin
oldugunun bir gostergesidir. Ayrica kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentinde artis
meydana gelmesi olusan DNA hasarin1 gostermektedir (Kilig-Toprak ve digerleri, 2019).
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Comet testi, bir¢ok memeli hiicresinde birtakim ajanlar tarafindan olusan DNA hasarimin
belirlenmesi haricinde DNA onarim bozuklugunun saptanmasini amaglayan cesitli
arastirmalarda da kullanilmaktadir (Goney, 2016). Hiicresel DNA, radyasyon, reaktif
oksijen (ROS) ve nitrojen tiirleri (RNS) gibi ¢evresel faktorler dahil olmak iizere kimyasal
ajanlar tarafindan siirekli olarak hasara ugrar. Yapilan ¢aligmalarda birgok dnemli hastaligin
etiyolojisi ile DNA hasar1 arasinda bir iligki oldugu tespit edilmistir (Gyori ve digerleri,
2014).

Tez calismasinda sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenen YFMS gidalarda tatlandirici
olarak yaygin kullanilan bir maddedir. YFMS’ nun HepG2 hiicre hattinda MTT testi ile
sitotoksitesi ve insan lenfosit hiicrelerinde KA, KKD, MN ve comet testleri ile
genotoksisitesi incelenen bir caligsmaya rastlanmamistir. Elseehy, (2015) yapmis oldugu bir
calismada YFMS nun genotoksik etkisini Allium testi ile aragtirmigtir. Bu ¢alismada kok

uclar1 bes farkli konsantrasyon (0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; mL/L) ile muamele edilmistir. YFMS
ile muamele edilen koklerde en yiiksek iki konsanrasyonun (1 ve 2 mL/L) mitotik boliinmeyi
engelledigi tespit edilmis ve konsantrasyonun artmasina (0,25 ve 0,5 mL/L) baglh olarak
mitotik indeksin azaldigi belirtilmistir. Ayrica YFMS uygulanan koklerde cesitli tiplerde;
vagrant (ileri veya geri kalmig) kromozom, gecikmeli kromozom, yapiskanlik, c-mitoz,
kopri, bozulmus metafaz gibi kromozomal sapmalar tespit edilmistir. Bu tip kromozomal
sapmalarin, YFMS konsantrasyonunun artmasi sonucunda meydana geldigi belirtilmistir
(Elseehy, 2015). Bu calisma disinda YFMS’nun sitotoksik ve genotoksik etkilerinin

arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

FR giinlimiizde gidalarda tatlandirict olarak yaygin kullanilan bir diger maddedir. FR’un
HepG?2 hiicre hattinda MTT testi ile sitotoksik ve insan lenfosit hiicrelerinde KA, KKD, MN
ve comet testleri ile genotoksik etkilerinin incelendigi calismaya rastlanmamistir. Bu
maddenin olas1 genotoksik etkisini farkli hiicrelerde farkli test teknikleri ile inceleyen sinirl
sayida c¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir arastirmada, FR’un % 0,5- 5 arasi
konsantrasyonlarda in vitro fare motor néron hiicre hattinda (NSC-34) 48 saat muamele
stiresinde MTT testi ile hiicre canlilig1 {izerine etkisi arastirilmistir. Ayrica, Caenorhabditis
elegans ile in vivo olarak % 1 ve 5 konsantrasyonlari ile metabolik aktivite XF24 Seahorse
testi kullanilarak FR un mitokondri {izerindeki etkileri incelenmistir. Uygulama sonucunda
% 0,5 ve 1 konsantrasyonlarinda FR hiicre canliligi etkilememis olup, % 4 ve 5

konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla hiicre canliligini azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica %
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5 konsantrasyonun Caenorhabditis elegans iizerinde yasam siiresini azalttigi gézlenmistir.
Sonug olarak bu calismada yiiksek konsantrasyonlarda FR maruziyetinin hiicre canliligini,
mitokondriyal fonksiyonu ve yasam siiresini olumsuz etkiledigi belirtilmistir. Bakir (Cu) ve
demir (Fe) elementleri, elektron tasima zincirinin 6nemli bilesenlerindendir. Yiiksek fruktoz
ile beslenme Cu eksikligine ve yiiksek demir yiiklenmesine yol acan bakir tasiyicis1 CTR-
I’in azalmasina neden olmaktadir. Bu mekanizma mitokondriyal islev ile dogrudan
baglantilidir. Diger bir olasilik, ROS olusumu ve oksidatif stres yanitinin olmamasidir

(Lodha ve digerleri, 2020).

Ug farkl1 sekerin genotoksik etkisinin incelendigi bir calismada % 30 FR, % 30 Sukroz ve
% 30 Glikoz seker konsantrasyonlari ratlara 35 giin boyunca uygulanmistir. Kolon ve
karacigerdeki mutasyon oranlar1 ve DNA eklenti diizeyleri belirlenerek comet testi ile DNA
hasar1 incelenmistir. Uygulanan bu ii¢ sekerin, kolonda DNA zincir kiriklarina neden
olmadigi tespit edilmistir. Ayrica ii¢ seker enerji alimmni ve kolondaki mutasyon oranini
artirmis ancak mutasyon oranindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Bununla
birlikte bu ti¢ sekerin kolon ve karacigerdeki DNA eklenti seviyelerini de benzer dlciide
arttirdigr belirtilmistir (Hansen ve digerleri, 2008). Bir baska calismada, Swiss farelerde
hamilelik (21 giin) ve emzirme (21 giin) donemlerinde FR tiikketiminin genotoksik ve
biyokimyasal parametreler lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Farelere % 10 ve 20’lik
konsantrasyonlarda FR verildikten sonra comet testi ile DNA hasari, MN testi ile de
klastojenik ve andjenik etki degerlendirilmistir. Elde edilen veriler sonucunda uygulanan her
iki konsantrasyonun DNA hasar1 meydana getirdigi belirtilmistir. Ayrica uygulanan % 10
konsantrayonun kontrole gére mikroniileus sikligimi artirdigr belirtilmistir. Dolayisiyla
FR’un asir1 tiiketiminin hamilelik ve emzirme donemlerinde lipid, glisemik ve oksidatif stres
gibi sistemik ve patolojik degisikliklere yol agarak DNA hasarina neden olabilecegi ileri
striilmiistiir (Magenis ve digerleri, 2020). Macgregor ve digerleri (1989), 1sitilmis 0,67 M
FR ve 0,67 M lisin (seker/amimoasit) karigimini iki farkli grup olan pH: 7 ve pH: 10 olmak
lizere ayarlayarak fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus testi ile klastojenik etkilerini
incelemislerdir. Bu karisim 0,5 ml/30 g viicut agirlig1 konsantrasyonunda 8 giin boyunca
farelere gavaj yoluyla uygulanmistir. Ayrica pH: 7 i¢in 3,12; 6,25; 12,50 ve 25,00 mM ve
pH: 10 i¢in 1,60; 3,12; 6,25 ve 12,50 mM konsantrasyonlar1 kullanilarak Ames testinde
Salmonella typhimurium suslar1 (TA100, TA2637, TA98 ve TA102) ile mutajenik etki ve
Cin hamster ovaryum (CHO) hiicrelerinde kromozomal anormallik testi ile genotoksik etki

degerlendirilmistir. Isitilmis FR ve lisin karistminin mikroniikleus frekansinda iki farkli
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grupta anlamli bir artisa neden olmadig1, ancak diger uygulama grubunda (pH: 7 i¢in 3,12;
6,25; 12,50; 25,00 mM ve pH: 10 i¢in 1,60; 3,12; 6,25; 12,50 mM) FR’un 12,50 ve 25,00
mM (pH: 7) olan yiiksek konsantrasyonlarda ve 1,60 mM (pH: 10) konsantrasyonunda
kromozomal anormallik oranini anlamli diizeyde arttig1 ve ¢alismada kullanilan suslarda
mutajenik etki gosterdigi belirtilmistir (Macgregor ve digerleri, 1989). Tez calismasinda
kullanilan 250, 1000 ve 2000 pg/mL konsantrasyonlar sirastyla 1,38; 5,55 ve 11,10 mM’lara
denk gelmektedir. Dolayisiyla Macgregor ve digerleri, (1989) tarafindan yapilan ¢alismada
pH: 7 (3,12; 6,25; 12,50; 25,00 mM) i¢in kullanilan konsantrasyonlardan daha diistiktiir.

Buna ragmen KA oraninda anlamli diizeyde artisa neden olmuslardir.

Bagka bir calismada, FR’un 2,5; 5; 10; 20 ve 40 mM konsantrasyonlarinin insan dalak B
lenfoblast (WIL2-NS) hiicrelerine 9 giinlik muamelesinin etkileri sitokinez blok
mikroniikleus (CBMN-Cyt) sitom testi ile incelenmistir. FR ile muamele sonucunda CBMN-
Cyt testi biyobelirtegleri olan mikroniikleus (MN), niikleer tomurcuk (NT) ve niikleoplazmik
koprii (NPK) tespit edilmistir. Konsantrasyon artiginina bagli olarak niikleer bdliinme
indeksinde onemli diislis gozlenmis olup; buna karsin mikroniikleus, niikleer tomurcuk,
niikleoplazmik koprii frekanslarinda anlamli diizeyde artig saptanmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen veriler sonucunda yiiksek FR aliminin genomik kararsizliga neden olarak hiicrelerde
yaslanmaya yol acabilecegi belirtilmistir (Deo ve digerleri, 2020). Tez calismasinda 1,38;
5,55 ve 11,10 mM’lara sirastyla karsilik gelen 250, 1000 ve 2000 pg/mL konsantrasyonlari
Deo ve digerleri, (2020) tarafindan yapilan galigmada kullanilan konsantrasyonlardan daha

disiiktiir ve MN frekansini anlamli oranda artirmislardir.

Tatlandirict maddelerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin degerlendirildigi farkli
caligmalar mevcuttur. Bir tatlandirici olan stevia ile yapilan ¢alismada, insan periferal
lenfosit hiicrelerinde kromozomal anormallik ve mikroniikleus testleri kullanilarak
genotoksik etkisi incelenmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat boyunca Stevia’nin 1, 2, 4, 8 ve 16
pg/mL konsantrasyonlarinda muamele edilmistir. Arastirma sonucunda her iki uygulama
stiresinde tiim konsantrasyonlarda kromozomal anormallik ve mikroniikleus frekansinda
kontrole gore bir anlamli bir degisiklik goriilmedigi belirtilmistir (Ugar, Yilmaz, Yilmaz ve
Kilig, 2017). Ayrica 2020 yilinda yapilan bir ¢calismada, BALB/c faresi kemik iliginde
Steviol glikozitlerinin (470, 620, 940 ve 1880 mg/kg) genotoksik etkileri kromozomal
anormallik testi ile incelenmistir. Stevia’nin 470 mg/kg konsantrasyonu hari¢ diger tiim

konsantrasyonlarda kromozomal anormallik frekansi kontrole gore istatistiksel olarak
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anlamli oranda artirdig1 tespit edilmistir. Steviol glikozitlerin, oksidatif hasar1 ve
kromozomal anormallik sikligin1 diisiik diizeyde arttirdigi sonucuna varimistir (Yilmaz,

Ugar ve Yilmaz, 2020).

Seker alkolleri icerisinde yer alan ve gidalarda kullanilan bir diger dogal tatlandirici katki
maddesi olan Xylitol’iin, 125,00; 250,00; 500,00; 1000,00 pg/mL konsantrasyonlari
kullanilarak 24 ve 48 saat boyunca insan periferal kan lenfositlerinde muamele edilerek
kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatit degisimi (KKD), sitokinez blok
mikroniikleus sitom (CBMN-Cyt) ve comet testleri ile in vitro genotoksik etkileri
incelenmistir. Ayrica, bu calismada xylitol’iin mitotik indeks (M), replikasyon indeksi (R1)
ve niikleer boliinme indeksi (NBI) iizerine etkileri de arastirilmistir. Calisma sonucunda en
yiiksek iki konsantrasyonda (500,00 ve 1000,00 pg/mL) kromozom anormallik frekansini,
kardes kromatit degisimi frekansin1 (KKD), sitokinez blok mikroniikleus sikligin1 ve comet
kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentini konrole gore 6nemli diizeyde
artirdig1 belirtilmistir. Ayrica replikasyon ve niikleer boliinme indekslerinde anlamli bir
degisiklik olmadig1 goriilmiisken, mitotik indeksin 24 saatlik uygulamada en yiiksek iki
konsantrasyonda ve 48 saatlik uygulamada tiim konsantrasyonlarda kontrole gére anlamli
diisiis gosterdigi bildirilmistir. Sonug olarak Xylitol’iin, 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda
klastojenik, andjenik, mutajenik ve sitotoksik etkilere neden oldugu saptanmistir (Avuloglu-

Yilmaz, 2018).

Yapay tatlandirici olarak kullanilan sodyum siklamat ve sodyum sakkarin yapilan bir
aragtirmada hem ayr1 ayr1 hem de kombine olarak hiicrelere 48, 72 ve 168 saat uygulanarak
Allium cepa L. ve farelerde mikroniikleus testi ile genotoksik 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 konsantrasyonlari secilmis ve iki madde hem tek basina hem de kombine olarak
(10,00+20,00 mg; 15,00+40,00 mg ve 30,00+80,00 mg) kullanilmistir. Calismanin sonunda
uygulanilan her iki tatlandirict maddesi ve bunlarin kombinasyonlar1 konsantrasyona ve
uygulama siiresine bagl olarak kullanilan iki test sisteminde de sitotoksik ve mutajenik etki
gostermistir. Ozellikle hiicrelere kombine olarak uygulanan tatlandiricilarin 168 saatlik
muamele sonucunda en fazla toksik etki gosterdigi saptanmistir (Oliveira ve digerleri, 2017).
Bir diger aragtirmada Allium cepa L. testi kullanilarak sakkarinin belirlenen % 0,25; 0,5 ve
1 konsantrasyonlart 3, 6 ve 12 saat siire boyunca kok uglarina uygulanilarak genotoksik

etkisi incelenmistir. Sakkarin ile muamele edilen kok uclarinda konsantrasyon ve uygulama
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siiresine bagli olarak mitotik indeksi (MI) diisiirerek ve kromozomal anormallik frekansini
artirarak genotoksik etkiye neden oldugu bildirilmistir (Das, Hazra, Sengupta, Hazra ve
Chattopadhyay, 2021).

Gidalarda siklikla kullanilan bir diger yapay bir tatlandirict olan Aspartamimn MTT testi ile
sitotoksik ve kromozomal anormallik testi ile genotoksik etkisi incelenmistir. Aspartamin
belirlenen 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlari insan periferal lenfosit
hiicrelerinde 48 saat muamele edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, aspartamin hiicre
canliligr lizerinde konsantrasyona bagli olarak diisiik bir etki gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica, Aspartam’in lenfosit hiicreleri izerinde MTT testi ile belirlenen ICso degeri (287.342
mg/L) kromozomal anormallik frekansinda artisa neden olarak genotoksik etkili oldugu
bulunmustur (Cadirci, Ozdemir-Tozlu, Tiirkez ve Mardinoglu, 2020). Aspartam’in in Vivo
olarak isvigre Albino farelerinin kemik iligi hiicrelerinde 3,5; 35 ve 350 mg/kg
konsantrasyonlar1 oral yol ile uygulanarak kromozomal anormallik ve kardes kromatit
degisimi testi ile genotoksik etkisi incelenmistir. Aspartam ile muamele sonucunda kardes
kromatit degisim frekansinda kontrole gore anlamli bir artis olmadigi goézlenmistir.
Kromozomal anormallik frekansinda ise 35 ve 350 mg/kg konsantrasyonlarinda doza bagh
olarak anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir. Ayrica Aspartam’m MIi diisiirmedigi
belirtilmistir. Aspartamin diisiik konsantrasyonda onemli Olglide genotoksik olmadigi
bildirilmistir (AlSuhaibani, 2010). Aspartam ile yapilan bir diger genotoksisite ¢alismasinda,
Allium cepa L. testi kullanilarak kromozomal anormallik ve MI orami incelenmistir.
Aspartamin belirlenmis olan 400; 600; 800 ve 1000 mg/mL konsatrasyonlar1 72 saat
boyunca kdk uglarma uygulanmistir. Calismanin sonunda, Aspartamin MI oranini en diisiik
konsantrasyon hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda azaltarak sitotoksik etki gosterdigi;
kromozomal anormallik frekansini ise tiim konsantrasyonlarda artirarak genotoksik etki

gosterdigi saptanmustir (Vasileva, Stoyanov, Chayleva, Staykova ve Ivanova, 2021).

Silva, Moya, Leon, Velasco, ve Flores (2018), yaptiklar1 bir calismada yapay tatlandirict
olarak kulanilan Asesiilfam potasyumun (ASE-K) insan periferal lenfosit hiicrelerinde hem
tek basma ve hem de Aspartam (AS) ile kombine halinde genotoksik etkilerini
incelemislerdir. % 0,5 ve 5 uygulama dozlar1 olarak secilmis ve comet testi
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore tek basina uygulanan ASE-K'un diisiik
konsantrasyonda (% 0,5) genotoksik etki olusturmadigi sonucuna varilmistir. Ayrica

AS+ASE-K kombinasyonunda tiim konsantrasyonlarin énemli genetik hasar olusturdugu
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gozlenmistir (Silva ve digerleri, 2018). van Eyk (2015), ACE-K'nin insan kolon karsinoma
hiicreleri (Caco-2 ve HT-29) ve insan embriyonik bobrek (HEK-293) hiicre hatt1 iizerindeki
etkilerini 1, 4, 10, 20 ve 50 mM konsantrasyonlarinda MTT ve comet testi kullanarak
arastirmistir. Hiicreler, 24, 48 ve 72 saat boyunca ASE-K ile muamele edilmistir.
Calismanin sonuglarima gore, ACE-K ile muamele edilen hiicreler, tiim inkiibasyon
stirelerinde ve test edilen tiim hiicre hatlarinda DNA fragmantasyon oranini diisiik diizeyde
etkilemistir. Ayrica artan konsantrasyon ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicre
canliliginin azaldig: belirtilmistir (van Eyk, 2015). Najam ve digerleri, (2017), ACE-K'nin
lenfosit hiicreleri iizerinde 100, 200, 400, 800 ve 1600 pg/mL konsantrasyonlarinda tek
basia ve Sitagliptin ile kombinasyon halinde 100+190, 200+380, 400+760, 800+1520 ve
1600+3040 pg/mL konsantrasyonlarinda in vitro genotoksik etkisini comet testi ile
mutajenik etkisini ise Ames testi ile degerlendirmistir. ASE-K ile muamele sonucunda
kontrol ile karsilastirildiginda konsantrasyona bagli olarak 6nemli oranda DNA hasarina yol
actig1 belirlenmistir. Ayrica ASE-K ile tek basina 800 pg/plate ve 1600 pg/plate
konsantrasyonlarinda ve SitagliptintASE-K kombinasyonunun 760+400 pg/plate ve
1520+800 pg/plate konsantrasyonlarinda mutajenik etki gosterdigi belirtilmistir (Najam ve
digerleri, 2017).

Tatlandiricilarin ve metabolitlerinin DNA kirilmalarina neden oldugu mekanizma hakkinda
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Tatlandirict kullanimi kaynakli olan DNA hasarlarinin
olusum nedeninin, DNA replikasyonu, transkripsiyonu, rekombinasyonu ve onariminda rol
oynayan proteinlerde serbest radikaller (reaktif oksijen tlirleri=ROS) tarafindan olusturulan
geri donlisii olmayan hasarlar olabilecegi belirtilmistir (Lin, Zhang, Chen ve Qing, 2007;
Findikli ve Tiirkoglu, 2014). Fruktoz tiikketimi serbest radikal iiretiminin artmasi ve
antioksidan seviyesinde azalma ile oksidatif hasar olusumunu kolaylastirarak zararli etki
gosterebilmektedir. Oksidatif stres, metabolik degisikliklerin gelisiminde anahtar bir rol
olarak kabul edildiginden Fruktoz’un oksidatif stres {izerindeki belirgin etkisi, insiilin
direnci ve metabolik sendromun patofizyolojisindeki roliinii agiklayabilmektir. Bununla
uyumlu olarak, yiiksek Fruktoz igeren diyetle beslenen ratlarda, hem lipid hem de protein
bileseninde mitokondriyal oksidatif hasar ile birlikte insiilin direnci ve antioksidan
aktivitesinde azalma bulunmustur. Mevcut sonuglar, Fruktoz ve metabolitlerinin sitotoksik

etkisine 151k tutmaya yardimce1 olabilir (Cioffi ve digerleri, 2017).
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YFMS ve FR’un obezite lizerindeki etkisini arastiran birka¢ ¢alisma bulunmaktadir. 2010
yilinda yapilan bir ¢aligmada YFMS$’nun viicut agirhigi, viicut yagr ve dolasimdaki
trigliseritler iizerindeki hem kisa hem de uzun vadeli etkilerini incelemislerdir. ilk
uygulamada erkek Sprague-Dawley ratlart % 8 YFMS ve % 10 siikroz ile 8 hafta (kisa
vadeli) boyunca beslenmistir. Calisma neticesinde YFMS uygulanan ratlar, % 10 sukroza
gore ayni sayida toplam kaloriyi tiikketmelerine ragmen 6nemli 6l¢iide daha fazla viicut
agirhgina sahip olmustur. ikinci uygulamada YFMS'un viicut agirligi ve obezojenik
parametreler ile cinsiyet farkliliklar1 tizerindeki uzun vadeli etkilerini incelemislerdir. 6 ve 7
ay boyunca YFMS uygulanan hem erkek hem de disi ratlarda, siikroz ve kontrol gruplarina
kiyasla viicut agirligi ve trigliserit seviyelerinde anlamli 6l¢giide artis gozlenmistir. Bu veriler
asirt YFMS tiiketiminin obezite insidansina katkida bulunabilecegini gostermektedir
(Bocarsly, Powell, Avena ve Hoebel, 2010). Bir diger ¢alismada, YFMS ve FR ile beslenen
ratlarda, Na+/K+- ATPaz aktivitesi ile glukoz transporter (GLUT) 2, adiponektin, resistin
ve diger biyokimyasal belirtegleri 3 grup olusturarak aragtirmislardir. Kontrol grubuna % 70
karbonhidrat, % 20 protein ve % 10 yag igeren normal diyet verilmistir. Ikinci grupa yiiksek
FR igerikli % 70 karbonhidrat (% 87 FR ve %13 YFMS), %20 protein ve %10 yag] ve son
grupa yiiksek stikroz igerikli [%70 karbonhidrat (% 87 Siikroz ve % 13 YFMS), %20 protein
ve %10 yag] yem ile 8 hafta boyunca verilmistir. Bu stiregte kilo takibi yapmislar. YFMS ve
stikroz ile beslenme kontrol grubu ile karsilastirildiginda HbAlc, GLUT2 ve Glukoz
diizeyleri degerlerinde istatistiksel olarak anlamli degisiklige neden olmamistir. Ancak hem
YFMS hem de siikroz ile beslenme sonucunda adiponektinde ve kilo aliminda anlamli bir
artis oldugu tespit edilmistir. FR ile zengin beslenme durumunda ise karaciger Na+/K+-
ATPaz aktivitesi degerlerinde anlamli azalma meydana geldigi belirtilmistir (Aksoy,
Giirbilek, Cetinkaya ve Topgu, 2016). Bes aylik Wistar ratlarina 7 hafta boyunca YFMS-55
ve silikroz verilmistir. Kilo alimi, yag depolama, leptin, glikoz ve insiilin seviyeleri
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Standart yem (grup 1), % 10 Siikroz (grup 2) ve % 10
YFMS (grup 3) verilen olmak iizere 3 farkli grup olusturulmustur. Uygulama sonunda tiim
gruplarin gilinliik alinan enerji miktarinin, glikoz ve insiilin seviyelerinin benzer oldugu
ancak siikroz ve YFMS ile beslenme sonucunda kilo aliminda ve yag depolamada benzer
miktarlarda artig gosterdikleri belirtilmistir. Ayrica Siikroz ile muamele edilen grupta diger
gruplara oranla kan plazmasinda daha yiiksek leptin seviyesi tespit edilmistir (Sadowska ve
Rygielska, 2019). Light, Tsanzi, Gigliottr, Morgan, ve Tou (2009), 28 giinliik disi Sprague-
Dawley ratlarina 8 hafta boyunca kontrol olarak distile su, % 13 YFMS-55, % 13 FR % 13

Glikoz ve % 13 Siikroz vermisler ve bu tatlandiricilarin yaglanma ve metabolik
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bozukluklarin gelisimi iizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Sonucta YFMS-55, FR,
Siikroz ve Glikoz’un kontrole kiyasla daha fazla enerji alimina neden oldugu belirtilmistir.
YFMS-55 ile beslenen ratlar glikoza ve konrole kiyasla daha fazla viicut agirligina ve yag
kiitlesine sahip olmuslardir. YFMS-55, FR ve Siikroz arasinda 6nemli farklilik ve metabolik
bozukluk gézlenmemistir (Light ve digerleri, 2009).

Obezitenin temel nedeni fiziksel hareketin azalmasi ve yliksek enerjili diyet ile beslenmenin
artmasi ile beraber ortaya ¢ikan enerji dengesizliginden kaynaklanmaktadir (Tekin, Cicek ve
Konyaligil, 2018). Obezite prevalansinin giiniimiizde giderek artis gostermesi, Tip 2 diabet,
hipertansiyon ve koroner arter hastalig1 saglik sorunlarini da beraberinde getirmektedir. Bu
hastaliklarin birlikte gelismesi metabolik sendrom olarak ifade edilmektedir (Hekimoglu,
2007). Metabolik sendrom gelisiminde gen mutasyonlarinin 6nemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Polimorfik genlerin ekspresyonundaki degisiklikler insiilin direnci,
obezite ve hipertansiyona neden olabilir (Gozel ve Kiling, 2018). FR, metabolik sendrom
egiliminin artmasinda 6nemli bir faktordiir. Yapilan klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar, FR
tiketimi ile metabolik sendromun gelisimi arasinda anlamli bir iliski oldugunu

gostermektedir (Ang ve Yu, 2018).
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6. SONUC VE ONERILER

Giiniimilizde enerji vermeyen ya da daha az enerji igeren tatlandiricilar, diisiik maliyeti,
yiiksek tatlandirma giicii gibi ¢esitli kimyasal ve fiziksel 6zellikleri dolayisiyla sekerlerin
yerini alarak gidalarda siklikla tercih edilmektedir. Gida sektoriinde tatlandiricilarin bu denli
yogun olarak kullanilmaya baslanmasi insan sagligi {lizerinde endiseleri de beraberinde
getirmektedir. Ozellikle uygun fiyatli olmalar1 ve yogun tatlilik icermelerinden dolay1 diger
tatlandiricilara gore gidalarda kullanimlari daha cazip olan YFMS ve FR’un obezite,
dislipidemi, tip 2 diyabet, nonalkolik karaciger yaglanmasi, hipertansiyon, kalp damar
hastaliklar1 gibi ¢esitli saglik sorunlari agisindan bir risk olusturabilecegi ve bu hastaliklarin
birlikte ilerlemesinin metabolik sendrom gelisimi {izerinde etkili olabilecegi
belirtilmektedir. Bu nedenle bu tip tatlandiricilarin kullanildig1 gidalardan uzak durmak ve

miimkiinse dogal gidalara yonelmek saglik acisindan 6nemli katkilar saglayacaktir.

Her iki tatlandirict da giiniimiizde pek ¢ok gidada kullanildigindan, ¢agimizin en 6nemli
sorunlarindan biri olan obezite ile de iliskilendirilmektedirler. Yapilan ¢aligmalar bu yonde
yeni deliller ortaya koymaktadir. Bu nedenle bu tatlandiricilarin 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlariin ve kullanildig1 gida siniflarinin yeniden gozden gegirilmesinde yarar

vardir.

YFMS ve FR ile ilgili farkli aragtirmalarin sayist giderek artmasina ragmen literatiirde bu
tatlandiricilarin genotoksik etkileri ile ilgili net sonuglar ortaya konulmamaistir. Genotoksik
etkilerin bagimsiz laboratuvarlar tarafindan arastirilmasi son derece dnemlidir. Kullanilan
farkli testler sayesinde s6z konusu maddenin hem genotoksik potansiyeli hem de bu etkinin
ortaya cikisinda rol oynayan mekanizmalar aydinlatilabilmektedir. Gidalarda siklikla
kullanilan tatlandiricilarin insan saglig1 tizerindeki olasi etkileri g6z oniine alindiginda uzun
stireli ve farkli test sistemlerinde gerceklestirilmis sitotoksik ve genotoksik etkilerinin

arastirildig1 deneysel ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢alismada giintimiizde kullaniminin uygun olup olmadigi konusunda halen net bir sonuca
varllamayan YFMS$’nun ve birtakim aragtirmalar neticesinde tiiketiminin insan sagligi
lizerinde endise yaratabilecegi diisliniilen FR’un HepG2 hiicre hattinda sitotoksik etki ve

insan periferal lenfosit hiicrelerinde genotoksik etki olusturduklar1 saptanmistir. YFMS nun
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daha once gidalarda kullanilan % 10’luk kota ¢alismamizda sitotoksik ve genotoksik etkili
bulunmustur. YFMS, FR’a kiyasla 6zellikle yiiksek konstrasyonlarda daha fazla sitotoksik
ve genotoksik etki sergilemistir. Bu nedenle YFMS nun yliksek oranlarda kullanilmamasina
onem gosterilmelidir. Ozellikle riskli gruplarda YFMS ve FR iceren asir1 sekerli yiyecek ve
icecek tiiketimi sinirlandirilmali ve her tiirlii tatlandiric1 tiikketiminin  azaltilmasi
saglanmalidir. Toplumda dogal iirlin tercihine yonelten dengeli ve saglikli beslenme

konusunda bilgilendirme yapilmalidir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, in vitro kosullardaki genotoksik potansiyellerini
gosterdiginden benzer testler ile in vivo genotoksik etkilerinin de incelenmesi uygun
olacaktir. Bu nedenle 6zellikle in vivo genotoksisite ¢alismalarina ve ayrica epidemiyolojik
caligmalara ihtiya¢ vardir. Boylece bu iki tatlandiricinin genotoksik etkilerinin kdkeninde

yer alan mekanizma ya da mekanizmalar daha net olarak agiklanabilecektir.
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