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Bu tez ¢aligmasinin amaci, bazi yapay tatlandiricilarin Drosophila melanogaster’'de
mtDNA hasar1 ve kopya sayisi lizerine etkilerini degerlendirmektir. Yapay tatlandiricilar,
gidalar, igecekler, ilaglar ve hijyen iriinlerinin biiylik bir kismina eklenir. Dolayisiyla bu
bilesiklerin herhangi birinin toksik bir 6zelliginin olmas1 tiim popiilasyonda bir saglik riski
olusturabilecegi manasina gelir. Yapay tatlandiricilar tarafindan olusturulan niikleer DNA
hasar1 bazi arastiricilar tarafindan incelenmis fakat bu bilesiklerin mtDNA iizerinde nasil
bir etki gosterdigi bugiine kadar arastirilmamistir. mtDNA hasari, niikleer DNA’daki
delesyonlardan potansiyel olarak daha onemli olabilir. Cilinkii tiim mitokondrial genom,
intronlar olmaksizin ifade edilir. Ayrica, kanserlerde gozlenen mtDNA mutasyonlari giin
gectikce artmaktadir. Bu ¢alismada, mtDNA hasarmi 6lgmek icin kantitatif PCR metodu
kullanilmistir. Calismamizin sonuglarina gore Aspartam, istatistiksel olarak anlamli
derecede mtDNA hasar1 olusturmustur. Sakkarin+Siklamat, Sakkarin, Acesulfam K ve
Sukraloz uygulanan gruplardaki hasar ise istatistiksel olarak onemsizdir. Son yillarda
birgok mtDNA mutasyonlari, insan kanserlerinin farkli tiplerinde tanimlanmistir. Bu tez
calismasinin sonuglarina gore, aspartam, Drosophila’da mtDNA hasar1 olusturmustur. Bu
sonug, aspartamin insanlarda etkilerinin dikkatli bir sekilde aragtirilmasi gerektigini ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler: mtDNA hasari, mtDNA kopya sayisi, aspartam, sakkarin, siklamat,
acesulfam K, sukraloz, yapay tatlandiricilar, Drosophila
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SUMMARY
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The aim of the current study, detection of the effects of some artificial sweeteners
on mtDNA damage and copy number in Drosophila melanogaster. Artificial sweeteners
are added to a wide variety of food, drinks, drugs and hygiene products. A cancer-inducing
activity of one of these substances would mean a health risk to an entire population. DNA
mutations generated by some artificial sweeteners have been investigated by some
researchers but there is no information in the literature about the effects of these substances
on mtDNA. mtDNA damage could potentially be more important than deletions in nDNA
because the entire mitochondrial genome codes for genes are expressed. Also, somatic
mtDNA mutations have been increasingly observed in primary human cancers. In this
research, the QPCR method was used to measure mtDNA damage. Aspartame created
statistically significant mtDNA damage. There was no mtDNA damage in
Saccharine+Cyclamate, Saccharine, Aceculfam K and Sucralose application groups. In
recent years, many mtDNA mutations have been identified in various types of human
cancer. Aspartame created mtDNA damage in Drosophila according to this study. These
results indicate that the effects of aspartame in human should carefully detect.

Keywords: mtDNA damage, mtDNA copy number, aspartame, saccharine, cyclamate,
acesulfam K, sucralose, artificial sweeteners, Drosophila
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1. GIRIS

Yapay tatlandiricilar, gidalar, igecekler, ilaglar ve hijyen iirlinlerinin biiyiik kismina
eklenir. Bu sebeple Amerika ve Avrupa’da yasayan her bireyin bilerek ya da bilmeden
yapay tatlandiricilar kullandig1 farz edilebilir. Dolayisiyla bu bilesiklerin herhangi birinin
toksik bir 6zelliginin olmas1 tiim popiilasyonda bir saglik riski olusturabilecegi manasina
gelir. Bu bilesiklerin olasi saglik riskleri ile ilgili medyada ¢ikan haberler sebebiyle bugiin
birgok insan yapay tatlandiricilar: kullanirken endiselidir (Weihrauch ve Diehl, 2004).

Pek cok insan bu {iriinleri kilo verme amaciyla kullanmasina ragmen aslinda bu
tiriinlerin kilo aldirdigina dair pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Seker ve yiiksek fruktozlu misir
surubu obezite salgininin ana sorumlusu olarak goriilmektedir. Seker, cabuk emilebilen
karbonhidratlart bol miktarda saglayarak asir1 enerji alinimi, kilo alma ve metabolik
sendroma sebep olabilir. Diyet icecek endiistrisinin basarili pazarlama stratejisinin sonucu
yapay tatlandiricili drtinler kilo sorunu olan kisiler tarafindan saglikli olarak
diisiiniilmektedir. Sasirtic1 olansa epidemiyolojik verilerin bunun zittin1 sdylemesidir.
Biiyiik dl¢ekli bazi calismalar sonucunda yapay tatlandirict kullanimi ve kilo alma arasinda
pozitif baglant1 bulunmustur. Bunun dildeki tatli hissinin seker ya da yapay tatlandiricidan
geldigi fark etmeksizin igtahi arttirmasindan kaynaklandigi diistiniiliir (Yang, 2010).

2014 yilinda Nature dergisinde yayinlanan bir ¢alismaya gore yapay tatlandiricilar
bagirsak mikrobiyatasin1 degistirerek glikoz intoleransini indiiklemektedir (Suez ve
digerleri, 2014).

Bu tez ¢alismasinin amaci, bazi yapay tatlandiricilarin Drosophila melanogaster’de
mtDNA hasar1 ve kopya sayisi iizerine etkilerini degerlendirmektir. Yapay tatlandiricilar
tarafindan olusturulan niikleer DNA hasar1 bazi arastiricilar tarafindan incelenmis fakat bu
bilesiklerin mtDNA {izerinde nasil bir etki gosterdigi bugiline kadar arastirilmamistir.
mtDNA hasari, niikkleer DNA’daki delesyonlardan potansiyel olarak daha énemli olabilir.
Ciinkii tiim mitokondrial genom, intronlar olmaksizin ifade edilir. Ayrica, kanserlerde

gozlenen mtDNA mutasyonlari giin gectikge artmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sakkarin

Sakkarin en eski yapay tatlandiricidir. Johns Hopkins tiniversitesinden Constantine
Fahlberg tarafindan 1879°da kesfedilmistir. Sukrozdan yaklasik 300 kat daha tatlidir. Fakat
sonrasinda hafif ac1 bir tat birakir (Yang, 2010).

Sekil 2.1.’de molekiil formiilii gosterilen Sakkarinin 6nemli bir 6zelligi, tadinin
1siyla azalmamasidir. Endiistriyel iirtinlerde kullanim i¢in bu ¢ok O6nemli bir ozelliktir.
Gastrointestinal sistemde metabolize edilmez ve bu yiizden kan insiilin seviyesini
etkilemez. Giinliik tavsiye edilen alim miktar1 5 mg/kg viicut agirlig1 olarak belirlenmistir.
Ticari olarak satilmaya baglandigindan itibaren karsinojenik potansiyeli hakkinda
arastirmalar yogun olarak yapilmistir. 1970 ve 80’lerdeki c¢alismalar yiliksek dozda
sakkarinin ratlarda mesane kanserini indiikledigini gostermistir. Bunun tizerine FDA 1981
yilinda sakkarin igeren iriinlerin potansiyel insan karsinojeni olduguna dair bir uyari
etiketiyle satilmasina karar vermistir. Bununla birlikte daha sonrasinda, kemirgenlerde
kansere sebep olan mekanizmanin insanlardan farkli oldugu ve sakkarin ile ilgili ratlarda
goriilen karsinojenik etkinin insanlarda gegerli olmadigi ortaya ¢ikmistir ve iizerindeki

uyart etiketi kaldirilmistir (Shankar vd., 2013).
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Sekil 2.1. Sakkarinin molekiil formiilii (C7HsNO3S)

2.2. Aspartam

Aspartam, James Schlatter isimli bir kimyager tarafindan bir iilser ilaci {izerinde
calisirken kesfedilmistir. Aspartik asit ve fenilalanin aminoasitlerinin metil esteridir.
1965’te  kesfedilmesine ragmen FDA tarafindan 1981°e¢ kadar onaylanmamistir.

Aminoasitlerden yapilmis oldugu i¢in tamamen kalorisiz degildir. Gram1 4 kcal enerji
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verir. Aspartam sukrozdan 200 kat tathidir. FDA’ya gore insanlarda aspartamin giinliik
kabul edilebilir alim miktart 50 mg/kg viicut agirhgidir. Sakiz, diyet soda igecek
karigimlari, yogurt ve puding, hazir ¢cay ve kahve gibi birgok {iiriiniin tatlandirilmasinda
kullanilir. Pankreastan bir insiilin salinimina sebep olmaz.

Molekiil formiili Sekil 2.2.°de gosterilen Aspartam, gastrointestinal sistemde
fenilalanin, aspartik asit ve metanole metabolize edilir. Aspartamin giivenilirligi hakkinda
celigkili raporlar vardir. Endiistri tarafindan fonlanan c¢alismalarin tiimi, aspartamin
giivenilirligini teyit etmekte, fakat bagimsiz olarak fonlanan calismalarin %92’si
aspartamin saglik lizerine ¢esitli etkileri olabilecegini gostermektedir. Aspartam bugiin en
yaygin kullanilan ve en tartismali yapay tatlandiricilardan biridir (Shankar vd., 2013).

Hayvan c¢alismalarinin ¢ogu aspartamin herhangi bir kanser yapict etkisinin
olmadigini ileri siirmektedir. Niikleer DNA hasar1 calismalarinin bir kismi bilesiklerin
genotoksik olmadigini desteklemektedir. 1991 yilinda yaymlanan bir arastirma,
1980’lerden beri insanlarda beyin tiimdrlerinin insidansinin artisin1  aspartamin
kullanilmaya baslamasiyla iliskilendirmistir. Arastirmacilar hipotezlerini 320 rat iizerinde
yaptiklar1 bir calismayla desteklemislerdir. Calisma bilimsel topluluktan agir elestiriler
almistir. Olney ve arkadaslarinin ratlardan elde ettikleri bu sonuglar, sonraki ¢aligmalarda
dogrulanmamistir. 1999°da yaymlanan bir baska calismada bilim adamlari meme
kanserindeki artigla aspartam arasinda bir baglanti Onermigler fakat bu g¢alisma da
elestirilere maruz kalmistir (Weihrauch ve Diehl, 2004) Birka¢ calisma, aspartamin bas
agrilarimi tetikledigi ile ilgili sonuglar rapor etmistir. Hatta aspartamin alzheimer, dikkat
eksikligi, dogumsal anomaliler, kanser, diyabet ve lupusa sebep olabilecegini bile
diistinenler vardir. Hamile ratlarda aspartamin fetusta nefrotoksik oldugu ve viicut
agirhgini azalttigr kanitlanmistir (Shankar vd., 2013). Bir baska ¢alismada da aspartam
aliminin gastrik pankreatik ve endometrial kanserler gibi genel neoplazmlarin olusumunda

bir etkisi olmadig1 gosterilmistir (Bosetti vd., 2009).
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Sekil 2.2. Aspartamin molekiil formiilii (C14H1gN2Os)

2.3. Siklamat

1937°de Michael Sveda tarafindan kesfedilmistir. Genellikle sakarinle birlikte tadi
arttirmak i¢in harmanlanir. FDA’nin 1958’deki raporunda giivenli olarak tanimlanmasina
ragmen 1969°da karsinojenik potansiyeli oldugu gerekgesiyle yasaklanmistir. Daha sonra
yapilan ¢alismalar siklamat ve kanser arasindaki iligkiyi ¢iirlitmiis ve tekrar satis1 serbest
birakilmistir (Yang, 2010).

Sekil 2.3.’te molekiil formiilii verilen Siklamat, viicutta siklohekzilamin ad1 verilen
bir metabolite doniisiir. Rat ve kopeklerde bu bilesigin testikiilar atrofiye ve
spermatogenezde sorunlara sebep oldugu gosterilmistir. Daha sonra maymunlarda yapilan
bir ¢alismada siklamat grubunda ii¢ hayvan kansere yakalanmis, kontrol bireylerde ise
bdyle bir durum gozlenmemistir. Buna ragmen yazarlar, tiimorlerin farkli histolojileri ve
maymunlarda tiimorlerin siklikla gelistigi gerekgesiyle sodyum siklamatin karsinojenitesi

icin bu durumun kanit olamayacagi yorumunu yapmislardir (Weihrauch ve Diehl, 2004).
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Sekil 2.3. Siklamatin molekiil formiilii (CeH12NNaO3S)
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2.4. Acesulfam K

Karl Clauss tarafindan 1967°de kesfedilmistir. FDA kuru gidalarda kullanimini
1988’de kabul etmis ve 2003’te de genel bir tatlandirici olarak kullanimini onaylamistir.
Sukrozdan 200 kat tathidir. Is1 ile bozulmadigindan pisirilen, firinlanan iirinlerde de
kullanilmaktadir. Kabul edilebilen giinliik alimimi 15 mg/kg viicut agirligi olarak
belirlenmistir. Sekil 2.4.’te molekiil formiilii gosterilen ve bir organik asit ve potasyumdan
olusan acesulfam K, diger yapay tatlandiricilarla daha fazla seker benzeri tat elde etmek
i¢in kombinasyon halinde kullanilabilir. Viicutta metabolize edilemez ve degismemis halde
bobreklerden atilir. Acesulfam K’nin giivenilirligi konusunda bir uzlasi s6z konusudur

(Shankar vd., 2013).
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Sekil 2.4. Acesulfam K’nin molekiil formiilii (C4HsKNO4S)

2.5. Sukraloz

Sukrozun 3 hidroksil grubunun klorla yer degistirmesi yoluyla tiretilmistir ve bu
degisiklik tathilikta 600 kat artisa sebep olmustur. 1999°da kullanim1 onaylanmistir. FDA
onayli yapay tatlandiricilar igerisinde en popiileri 1500 triinde kullanilan sukralozdur.
Bunu 1103 tiriinle acesulfam K ve 974 iirlinle aspartam takip etmektedir (Yang, 2010).

Molekiil formiilii Sekil 2.5.’te sunulan Sukralozun tadi normal sofra sekerine ¢ok
benzer ve kullanim sonrasi agizda istenmeyen tat birakmaz. Yogun arastirmalar sukralozun
giivenilirligi konusunda c¢ok iyi sonuglar vermistir ve hamileler ile emziren annelerde
kullanimina bile izin verilmistir. Bu bilesik sukroza benzerligine ragmen viicut tarafindan
bir karbonhidrat olarak kabul edilmez ve sindirim siirecinde ¢ok az emilir. Bdylece

cogunlugu degismeden atilir. Is1 ile yapisinin degismemesi, yiiksek 1s1 ve asitli iiriinlerde



kullanimin arttirmaktadir. Bugiin 80’den fazla iilkede tatlandirici olarak kullanilmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda karsinojenik ve genotoksik olmadigi anlasilmustir. Insanlarda ve
hayvanlarda biyoetkinligi ve biyobirikimi yoktur.

Tim bu ozellikler sukralozun uzun vadeli kullanimda giivenilir oldugu fikrini
olusturmustur. Fakat yine de bazi negatif etkilere sahip olduguna dair arastirmalara
rastlanmaktadir. Ratlarda yapilan bir ¢aligmada 12 hafta sukraloz kullanan grupta faydali
bagirsak bakterilerinde anlamli bir azalma ve bunun sonucunda da kilo alim1 gozlenmistir.
Dahas1 mide-bagirsak sisteminde bazi durum degisiklikleri rapor edilmistir. Bununla
beraber bu sonuglar bilim diinyasinda genis bir kesim tarafindan -elestirilmis ve
caligmalarin giivenilirligi sorgulanmistir. Sukralozun migren agrilarini tetikledigine dair
bazi calismalara da literatiirde rastlanmaktadir. Kanadalilarda iltihabi kolon hastaliginin
insidansindaki artigin sebebi olarak bagirsak bakterilerini azaltmasi yoluyla sukralozun

sorumlulugunu ileri siiren bilim adamlar1 vardir (Shankar vd., 2013).

HO

Cl O
OH S
O

Sekil 2.5. Sukralozun molekiil formiilii (C12H19Cl30g)

Cl
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2.6. Mitokondrial Genom

Insanlarda mitokondrial DNA (mtDNA) 16569 baz ciftlik, cift iplikli, kapali
dairesel yapiya sahip bir DNA molekiiliidiir. 37 gen ihtiva eder. Bu genlerden 13 tanesi
mitokondrial elektron tagima zinciri i¢in gerekli olan polipeptidleri kodlar. 22 tRNA ve 2
tane de rRNA genleri vardir. Her organelde mtDNA molekiiliiniin 2-10 adet kopyas1 vardir
ve her hiicrede ¢ok sayida mitokondri bulunabilir. Mitokondrial DNA’nin iki ipliginden
biri agir (H), digeri hafif (L) iplik olarak adlandirilir. Agir (H) ve hafif (L) iplikler farkl



yonde transkribe edilir, replikasyon orjinleri farklidir ve farkli iiriinler kodlar (Ayhan vd.,

2004).

o=  Human mtDNA
16,569 bp

Sekil 2.6. insan Mitokondrial DNA’s1 genleri, agir ve hafif zincir replikasyon

orijinleri ve promotorlart (McKinney ve Oliveira, 2013)

2.7. Mitokondrial DNA Hasari

Mitokondrial hastaliklar ya mendeliyen ya maternal ya da her ikisinin bir
kombinasyonu olarak kalitilabilir. Aynt mtDNA mutasyonu ¢ok farkli fenotipler ortaya
cikartirken, farkli mutasyonlar benzer fenotipler meydana getirebilir. Patojenik olan
mitokondrial DNA mutasyonlar1 hem baz degisimi hem de yeniden diizenleme
mutasyonlarinin ikisini de kapsar.

Yagla birlikte mitokondrial DNA mutasyonlarinin artmasi, ilerleyen yaslarda
mitokondrial fonksiyonlarin azalmasina sebep olur. Somatik mtDNA mutasyonlarina
oksidatif hasarin sebep olabilecegi diisiinlilmektedir. DNA’nin lokasyonunun oksidantlarin
olustugu i¢ mitokondrial membranin yaninda olmasi, mitokondrial DNA’da koruyucu
histonlar ve DNA tamir aktivitesinin eksik olmasi, mitokondrial DNA’daki mutasyonlarin
ve oksidatif hasarin yiliksek olmasina sebep olmaktadir. Mitokondrial DNA polimeraz
enzimi niikleer kokenlidir. Bu enzimin yanlis eslesme yapma olasilig1 oldukga diisiiktiir ve
250.000 niikleotidde 1 niikleotiddir. DNA bu kadar yiiksek dogrulukta sentezlenmesine
ragmen, DNA polimeraz gamma, potansiyel sicak noktalar (hot spots) olarak bilinen
bolgelerde cerceve kaymasina sebep olur. Homopolimerik bolge olan hotspot’lardan en
onemlisi D-Loop bolgesidir. mtDNA mutasyonlarinin ¢ogu D-Loop bdlgesinde ve bu
bolgenin icindeki D-310 bolgesinde goriiliir (Ayhan vd., 2004).



Mitokondrial DNA mutasyonu sonucu ortaya ¢iktigr diislinlilen bir dizi insan
hastaliklar1 vardir. Bu hastaliklar arasinda Parkinson, prematiire yaslanma, kanser, diabetes
mellitus, alzheimer, epilepsi, duyma ve gorme kaybi, kas ve merkezi sinir sistemini
ilgilendiren sendromlar (MELAS, MERF, NARP, LHON, Miyopati) sayilabilir. Manik
depresyon gibi bazi bipolar efektif hastaliklarin da mtDNA hasar ile ilgili oldugu
distiniilmektedir.

Bazi c¢alismalarda kanser hiicrelerinde mtDNA mutasyonlarinin gerceklesmis
oldugu goriilmiistiir. Karaciger, akciger, prostat, tiroid, mide, mesane, meme, bas ve
boyun, pankreas, oral doku, 6zefagus, hematolojik malignansilerden 16semi ve lenfomada
mitokondrial DNA mutasyonlar1 tanimlanmistir. Tiimor olusumuyla ilgili olan
mutasyonlar, mtDNA’nin kodlayici olan ya da olmayan bolgelerine dagilmistir. Kodlayici
bolge mutasyonlarinin ¢ogu, kompleks I bolgesinde bulunmustur. Kodlayic1 olmayan D-
Loop bolgesinde de sicak noktalarin varligi tespit edilmistir (Ayhan vd., 2004).

Genellikle  karsinojenite  ¢alismalarinda,  niikleer = DNA  mutasyonlari
arastirilmaktadir. Fakat mtDNA’nin karsinogenezdeki rolii ile ilgili kanitlar arttikga,
mtDNA hasarlarina olan ilgi gittikce artmistir. Bu baglamda potansiyel karsinojenik
maddeler i¢in, sadece niikleer DNA hasar1 yapip yapmadigina degil, mtDNA da hasar
yapip yapmadigma da bakilmalhdir. Kanserin bazi tipleriyle, spesifik mtDNA

mutasyonlarinin iligkisi kanserin ortaya ¢ikartilmasinda belirleyici olarak kullanilabilir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.  Drosophila Kiiltiirleri

Standart misir unu besi yerinde, 25 °C inkiibatdrde dretilmistir. Yapay
tatlandiricilara maruz birakilacak sinekler igin ise, disi ve erkeklerin ciftlesmesinden
hemen sonra disi sinekler yapay tatlandiricili besi yerine alinmis ve bdylece deney grubu,

larvadan itibaren yapay tatlandirici iceren besi yerinde geligmistir.

3.2.  Olusturulan Deney Gruplari

Normal besi yerine seker yerine Sakkarin, Acesulfam K, Siklamat, Aspartam ve
Sukraloz koyulmus 5 adet deney grubu ve 1 adet kontrol grubu olmak iizere 6 adet grup
olusturulmustur. Uygulanan tatlandirict miktarlar asagidaki gibidir:

o Aspartam 72 mg/100 ml

o Na sakkarin + Na siklamat 12,5 mg+125 mg/100 ml

o Na sakkarin 50 mg/100 ml

. Sukraloz 16 mg/100 ml

. Acesulfam K 80 mg/100 ml

Her bir grupta 50 adet sinekle deneye baslanmis, deney sonunda her gruptan 10

adet larva i¢in (3. instar evresi) mtDNA Ol¢timleri yapilmustir.

Sekil 3.1. Drosophila kiiltiirleri ve bazi deney gruplari



3.3.  mtDNA Cahismalari

3.3.1. DNA Cahlismalari i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

DNA izolasyonu i¢in SIGMA Gen elute genomic DNA purification kit
kullanilmistir. Buna gore asagidaki islemler yapilmaistir:

1. Larva, 1,5 mI’lik ependorf tiipte, makasla kii¢lik pargalara ayrilir (buz igerisinde)

2. Her tiipe 180 pl Lizis soliisyonu T eklenir

3. Her tiipe 20 mg/mI’lik proteinaz K soliisyonundan 20 pul eklenir

4. Biitiin tiipler vortekslenir ve 55°C’da doku tamamen ¢6ziilene kadar tutulur (2-4

saat) 4 saatin sonunda Ornekler tekrar vortekslenir

)
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Sekil 3.2. DNA izolasyonu, lizat hazirlama asamasi

5. Tiiplere 20 pl RNaz A eklenir ve 2 dakika oda sicakliginda bekletilir
6. Tiiplere 200 pl Lizis soliisyonu C eklenir

7. Biitiin tiipler 15 saniye kadar vortekslenir ve karisimin iyice homojen hale

gelmesi saglanir
8. 70 °C’da 10 dakika inkiibe edilerek lizat elde edilir.
9. 500 pl kolon preparasyon soliisyonu her bir kolona eklenir ve 12000 rpm’ de 1

dakika santrifiij edilerek akan sivi uzaklagtirilir
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10. Baglanma i¢in lizat1 hazirlamaya yonelik olarak, lizata 200 ul saf etanol eklenir
ve 5-10 saniye vortekslenir

11. Genis agizli pipet ucu kullanilarak lizatin 500 pl’si hazirlanan kolona yiiklenir
ve 9300 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir, kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilir

12. 500 pl yikama soliisyonu kolona yiiklenir ve 9300 rpm’de 1 dakika dondiiriiliir,
kolon yeni bir toplama tiiptine alinir (ilk yikama)

13. 500 pl yikama soliisyonu kolona yiiklenir ve 10200 rpm de 3 dakika santrifiij
edilir, kolon yeni bir toplama tiipiine alinir (ikinci yikama)

14. Kolonun merkezine 100 ul elusyon soliisyonu (10 mM Tris-HCI pH: 9, 0,5 mM
EDTA) eklenir ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 9300 rpm’de 1
dakika santrifiij yapilir. Bu basamakta DNA kolondan elue edilir.

3.3.2. DNA’nin On Kantitasyonu

PCR ig¢in her tlipe 5 ng kalip koyulacagi i¢in, izole edilen DNA larin miktarlarinin
belirlenmesi gereklidir. Bunun i¢in, ¢ok hassas 6l¢iim yapilmasini saglayan Pico Green
floresan dsDNA kantitasyon boyasi kullanilarak, florimetrede 485 nm eksitasyon, 530 nm
emisyon dalga boylarinda 6l¢iim yapildi. Standart grafik, 100 ng/ pl’lik A DNA stogundan
20, 10, 5, 2,5 ve 1,25 ng/ ul’lik dilusyonlar hazirlanarak belirlendi.

3.3.3. PCR

Her bir 50 pl’ lik reaksiyon tiipiine 5 ng kalip DNA koyulur (On kantitasyon
sonuglaria gore seyreltilmis olan kaliplardan). Reaksiyonun spesifikligi acisindan hot start
ozellikli bir PCR enzimi olan, Thermo Phire hot start II DNA polimeraz kullanildi.
Reaksiyon karisimina % 4 DMSO eklendi.

100 bp lik kisa fragment i¢in primerler (sonuglart ayn1 zamanda mtDNA kopya
say1sini verir):

11426 5°- TAAGAAAATTCCGAGGGATTCA -3°
11525 5°- GGTCGAGCTCCAATTCAAGTTA -3’
10629 baz’lik uzun fragment i¢in primerler ise sunlardir:

1880 5°- ATGGTGGAGCTTCAGTTGATTT -3°
12508 5’- CAACCTTTTTGTGATGCGATTA -3°
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Termal kosullar uzun fragment i¢in asagidaki gibi belirlenmistir;

98 °C 1 dakika
98 °C 10 saniye
52 °C 45 saniye
68 °C 5 dakika (uzun amplifikasyonlar i¢in diisiik uzama sicakliklari tavsiye edilir)
68 °C 5 dakika olarak belirlendi (Koyu renkle yazilmis olan kisim, asil dongiidiir ve 21 kez
tekrarlanmr).
Termal kosullar kisa fragment i¢in asagidaki gibi belirlenmistir;
98 °C 1 dakika
98 °C 10 saniye
55 °C 45 saniye
72 °C 10 saniye
72 °C 2 dakika

(Koyu renkle yazilmis olan kisim, asil dongiidiir ve 21 kez tekrarlanir).

3.3.4. PCR Uriinlerinin Kantitasyonu

PCR’dan sonra, PCR fiiriinlerinin kantitasyonu i¢in de kuyucuklara 10 pul PCR
iriini, 90 pul TE ve 100 pl Picogreen soliisyonu koyularak, florimetrede 485 nm

eksitasyon, 530 nm emisyon dalga boylarinda 6l¢iim yapildi.

Sekil 3.3. PCR Sonras1t Amplikasyon Uriinlerinin Florimetrik Ol¢iimii
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3.3.5. mtDNA Hasar Miktarinin Hesaplanmasi

Bireydeki hasar miktarinin (lezyon frekansi) bulunabilmesi i¢in, Uzun fragment
amplifikasyonundan elde edilen sonug, kisa fragment amplifikasyonuna boliiniir. Boylece,
bireyin uzun fragment amplifikasyonundan ortaya ¢ikan sonuglar, mtDNA kopya sayisi

g6z onilinde bulundurularak normalize edilmis olur.

3.4. Istatistik

Verilerin istatistiksel analizleri, Minitab Release 13.0 istatistik programi

(www.minitab.com/products/minitab) kullanilarak, Mann Whitnet testi ile yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Deneysel calismalar sonucu elde edilen relatif amplifikasyon ve mtDNA kopya
sayist degerleri Tablo 4.1°de verilmistir. Diisiik relatif amplifikasyon, yliksek mtDNA
hasarinin gostergesidir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucu, aspartam’in anlamli

derecede mtDNA hasar1 olusturdugu ortaya ¢ikmuistir.

Tablo 4.1. Relatif amplifikasyon ve mtDNA kopya sayis1 degerleri.

Gruplar Relatif Amplifikasyon + SH mtDNA kopya sayis1 + SH

Kontrol 3,49+ 0,23 131,2+5,42
Aspartam 2,86+ 0,15% 158,1 + 3,88
Sodyum Sakkarin 3,04 +0,15 144,78 + 7,05
Sukraloz 3,33+0,18 147,22 + 5,63
Sodyum Sakkarin +

Sodyum Siklamat > 136.5:%3.78
Acesulfam K 3,22+0,20 144,2 £ 4,97

*[statistiksel olarak kontrol grubundan farklidir

Giinlimiizde yapay tatlandiricilar pek ¢ok gida maddelerine, iceceklere, ilaglara ve
hijyen tiriinlerine eklenmektedir. Gelismis iilkelerdeki her bireyin bilerek ya da bilmeyerek
bu maddelere maruz kaldigi farz edilebilir. Sakkarin, siklamat ve aspartam gibi birinci
nesil tatlandiricilara artik acesulfam K ve sukraloz gibi yeni nesil tatlandiricilar
eklenmistir. Insanlarm pek ¢ogu yapay tatlandirici kullammuyla ilgili kafa karigiklig
yagsamaktadir. Bunun sebebi de bu konuyla ilgili sonuglar1 birbiriyle g¢atisan bilimsel
caligmalar ve bunlarin medyaya {istiin korii yansitilmasidir (Weihrauch ve Diehl, 2004).
Gergekten de yapay tatlandiricilarin etkileri {izerine yapilmis pek cok calisma olmasina
ragmen ortaya ¢ikan farkli sonuglar sebebiyle yapay tatlandiricilarin giivenilirligi bilim
diinyasinda bile tartisma konusudur.

Bu tez calismasinin amaci, en ¢ok kullanilan 5 yapay tatlandiricinin mtDNA
tizerine etkilerini aragtirmaktir. Mitokondri genomunun mutasyonu ile baglantili oldugu
diistiniilen baz1 hastaliklar vardir. Bunlar kas ve merkezi sinir sistemini i¢eren sendromlar,
diabetes mellitus, kanser, prematiire yaslanma, parkinson, alzheimer, epilepsi, duyu kayb1
gibi rahatsizliklardir. Kanserlerin pek cogunda da mtDNA mutasyonlar1 tesbit edilmis ve

edilmeye devam etmektedir (Ayhan vd., 2004).
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Calismamizin sonuglarina gére Aspartam, Drosophila larvalarinda istatiksel olarak
anlamli derecede (p<0,05) mtDNA hasart olusturmustur. Yapay tatlandirici uygulanan
diger gruplardaki mtDNA hasar1 seviyesi kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
bulunamamistir (Sekil 4.1). mtDNA kopya sayist ise Aspartam uygulanan grupta, diger
gruplara gore artis gOstermis olsa da, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarinin mtDNA kopya sayis1 grafigi
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Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, yapay tatlandiricilarin niikleer DNA (nDNA)
tizerine etkileri aragtirtlmistir. Literatlirde yapay tatlandiricilarin mtDNA {iizerine etkileri
ile ilgili higbir bilgi yoktur.

Jeffrey ve Williams’in yaptig1 ¢calismada acesulfam K, aspartam, siklamat, sakarin
ve sukraloz nDNA hasar1 aktiviteleri agisindan ratlarda arastirllmis ve DNA hasart
yapmadiklar1 sonucuna varilmistir (Jeffrey ve Williams, 2000). Bir bagka c¢alismada
COMED testinde kemik iligi hiicrelerinde aspartam, acesulfam K ve sakkarinin DNA
hasarmi arttirdigi, bu hasar artisinin acesulfam K ve sakkarinde aspartamdan daha fazla
oldugu goriilmistiir. Bununla beraber ayni calismada yapilan Ames / Salmonella /
Microsome testinde higbirinin potansiyel mutajen olmadigr ileri siiriilmiistiir
(Bandyopadhyay vd., 2008). Farelerde COMED testi kullanilarak yapilan bir ¢alismada
siklamat, sakkarin ve sukralozun gastrointestinal organlarda DNA hasarini indiikledigi
tespit edilmis, acesulfam K ve aspartamin ise DNA hasarin1 arttirmadigi sonucuna
varilmigtir (Sasaki vd. 2002). Demir ve arkadaslariin yaptigi bir calismada ise acesulfam
K, aspartam, sakkarin ve sukraloz Drosophila’da COMED testi ile de degerlendirilmis ve
acesulfam K, sakkarin ve sukraloz genotoksik bulunmazken, aspartamin genotoksik etkisi
tespit edilmistir (Demir vd., 2014). Farelerde acesulfamK uygulayarak yapilmis sitogenetik
caligmalar mevcuttur. Bu caligmalardan birinde diisiik dozlarda (15 mg/kg viicut agirlig)
acesulfam K’nin kromozomal bozukluklara sebep olmadigi, bununla beraber yiiksek
dozlarda (60, 450, 1100, 2250 mg/kg) klastojenik ve genotoksik oldugu gozlemlenmistir.
Normal dozlarda degil ama yiiksek dozlarda DNA ile etkilesime girebildigi bazi
caligmalarda gosterilmistir. Bu dozlar giinliikk alim igin tavsiye edilen dozlarinda oldukga
iistiindedir (Whitehouse vd., 2008).

Bir bilesigin DNA hasar1 yapip yapmadiginin tespiti, genellikle o bilesigin
karsinojenik olup olmadigina dair silipheleri dogrulayabilir. Bu baglamda yapay
tatlandiricilarin genotoksisitesi ve karsinojenitesi ile ilgili ¢alismalar gegmisten beri yogun
olarak yapilmistir. 1977°de yayinlanan ve yapay tatlandiricilarla kanser arasindaki iliskiyi
ilk ortaya atan calismalardan biri olan makalede, yapay tatlandiricilarin, 6zellikle
sakkarinin kullaniminin erkeklerde mesane kanseri riskini arttirdigi ortaya atilmistir (Howe
vd., 1977). Morrison ve Buring’in yaptigi ve 1980’de yayinlanan ¢alismada bunun tersi
sonuglar bulunmus ve yapay tatlandiricilarin kullaniminin alt idrar yolu kanserleri riskini
arttirmadigr  gosterilmistir (Morrison ve Buring, 1980). Bu caligmadan 2 ay sonra
yayinlanan bir bagka ¢aligma, mesane kanserinde yapay tatlandiricilarin bir risk olmadigin

ileri stirmiistiir (Hoover, Strasser, 1980). 1980 yilindan yayinlanan bir bagska makalede ise
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yapay tatlandirici kullanimi ile mesane kanseri arasinda bir iliski olmadigi ortaya
¢ikarilmigtir (Wynder ve Steliman, 1980).

Sakkarinle yapilan ¢alismalar hem pozitif hem de negatif sonuglar vermistir. Iki
jenerasyonlu yapilan ¢alismalarda %5 ya da %7,5 oraninda sakkarin igceren diyetlere maruz
birakilan gruplarda Ozellikle erkeklerde mesane kanseri riskinin siklikla arttigt
goriilmiistiir. Sakkarin metabolize edilmez, niikleofiliktir, fakat DNA’ya baglanmaz. Yani
tipik bir karsinojen gibi davranmaz. Bununla beraber antibadi iiretimini baskiladig
gosterilmistir. ki nesilli ¢alismalar bilesiklerin potansiyel etkilerini arastirmak igin
faydalidir. Fakat sakkarinle yapilan caligsmalarin ¢ogu maruz birakilan tek bir nesli
incelemek i¢indir (Whitehouse vd., 2008).

Weihrauch, derlemesinde ratlarda sakkarinle ilgili yapilmis 50’den fazla c¢alismay1
incelemis ve birinci nesil ratlarin bir ¢alisma disinda higbir grubunda anlamli derecede
daha fazla neoplazmlar gozlenmedigini tespit etmistir. Bu pozitif ¢ikan caligmada
kullanilan ratlar, siklikla mesane paraziti olan Trichosomoides crassiconda igerebildikleri
icin caligma sonuglar1 siipheli karsilanmistir. Maymunlarda yapilan calismalarda da
sakkarinin karsinojenik etkisi gdzlemlenmemistir (Wiehrauch ve Diehl, 2004).

Siklamat metabolize olarak siklohekzilamine doniistiiriiliir. Bu metabolitin, ratlarda
ve kopeklerde testikiiler atrofi ve spermatogenezde sorunlara yol actigi gorilmiistiir.
Maymunlarda yapilan bir ¢alismada siklamat grubunda ii¢ tane hayvanda malignansiler
goriilmiistiir. Diger {li¢iinde de 1yi huylu tlimoérler goriilmis, yazarlar yine de bu durumun
sodyum siklamatin karsinojenitesinin bir kaniti olmadigi yorumunu yapmustir. Ciinki
siklamat grubunda goriilen tiimorler, farkli organlarda farkli histolojilere sahiptir ve ayrica
maymunlarda tiimor goriilme siklig1 oldukga yiiksektir (Weihrauch ve Diehl,2004).

Normal dozlarda acesulfam K’nin giivenilirligi agisindan genis ¢apli bir uzlasi
vardir (Shankar vd., 2013). Sukralozun toksikolojik ¢alismalar1 ise bu molekiiliin oldukga
giivenilir oldugunu gostermistir. Fakat diger bazi1 yapay tatlandiricilarda oldugu gibi
migrene sebep olabilecegi ile ilgili tartigmalar vardir (Whitehouse vd., 2008). Sukralozun
karsinojenik ve genotoksik olmadigini rapor eden pek cok ¢alisma mevcuttur (Brusik vd.
2010; Shankar vd. 2013). Bagirsaklardan emilmedigi i¢in biyobirikimi ve biyoreaktivitesi
yoktur ve uzun vadeli kullanimda giivenli oldugu diisiiniilmektedir. Fakat bagirsaklardaki
faydali bakterilerin azalmasina sebep oldugu ve bunun sonucunda da kilo alimina sebep
oldugu bazi calismalarda gosterilmistir (Shankar vd., 2013). Yapay tatlandiricilarin kilo
alimina sebep olduguna dair ¢aligmalar olmasina ragmen tam tersi ¢alismalar da mevcuttur.

Sukroz ve yapay tatlandiricilarin kiyaslandigr bir calismada viicut agirhigi ve yag kitlesi
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acisindan sukroz grubunun ¢ok daha fazla artis gosterdigi tespit edilmistir (Raben vd.,
2002).

Aspartam en tartigmali yapay tatlandiricilardan biridir. Karsinojenik potansiyeli
olduguna dair bazi caligmalar vardir. Sofritti ve arkadaslarinin 2006’da yaptiklar1 bu
konudaki ilk ¢aligsmalarinda, aspartamin ratlarda multipotansiyel karsinojenik etkileri ilk
kez deneysel olarak gosterilmistir. Bu ¢alismada kabul edilebilir gilinliik alim miktarindan
daha az bir giinliik dozda bile (20 mg/kg viicut agirligl) aspartamin bu etkileri gosterdigi
gozlemlenmistir (Soffritti vd., 2006). Soffritti ve arkadaglarinin 2007 yilindaki ¢aligsmalari
da bu molekiiliin, giinliikk kabul edilebilir alim dozlarina yakin dozlarda karsinojenitesini
gostermistir. Caligma ratlarda yapilmig ve aspartam uygulanan gruplarda malignant
tiimdrlerin, lenfoma ve 16semilerin, erkek ve disilerde anlamli derecede arttig1 ve disilerde
meme kanseri insidansinin yiikseldigi goriilmistiir (Soffritti vd., 2007).

Belpoggi ve arkadaslari da 2006 yilinda yaymlanan ¢alismalarinda aspartamin,
malignant timdr tagiyan hayvanlarin insidansinda artisa, ayrica lenfoma ve 16semilerde
artisa sebep oldugunu gostermislerdir (Belpoggi vd., 2006). Aspartamin anjiyogenezi
indiikledigi ve bu ylizden kanserlerde ve kanser siiphesi olan vakalarda kullanimin arzu
edilmeyen sonuglar ortaya ¢ikarabilecegi de diistiniilmektedir (Yesildal vd., 2015).

2010 yilinda yayinlanan bir ¢alismada erkek farelerde aspartamin doza bagli olarak
karaciger ve akciger kanserlerini indiikledigi ortaya ¢ikarilmis fakat disi farelerde bu etkiyi
gostermedigi gézlenmistir (Soffritti vd., 2010).

Aspartamin dana timusu DNA’s1 ile invitro baglanma ¢alismalarinda, bu molekiiliin
DNA’ya yiiksek baglanma afinitesi oldugunu gosteren sonuglar elde edilmistir. Bu
baglanma interkalatif tipte degildir. Bu etkilesimin daha ¢ok DNA oluguna baglanma
seklinde oldugu diisiiniilmektedir (Kashanian vd., 2013).

AlSuhaibani, yaptigi caligmada aspartam ile muamele edilen farelerin kemik
iliginde doza bagli olarak artan kromozom bozukluklar1 gozlemlemis, bu aberasyonlar
disiik  konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli  bulunmazken yiiksek
konsantrasyonda anlamli bulunmustur (AlSuhaibani, 2010).

Renciizogullar1 ve arkadaglari, aspartamin sadece yiiksek konsantrasyonda
kromozom aberasyonlarin1 ve mikronukleus formasyonunu indiikledigi ve mitotik indeksi
azaltma yoluyla sitotoksik etkiler gosterdigini bulmustur. Salminella, TA98 ve TA100
soylarinda mutajenik olmadigi yine ayni ¢aligmada gosterilmistir (Rencilizogullart vd.,
2004).
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Aspartamin genotoksik, sitotoksik, karsinojenik etkisi pek ¢ok c¢alismada
gosterilmesine ragmen 2006 yilindan 6nce yazilmis bazi derlemelerde aspartamin zararsiz
oldugu bildirilmistir. Weihrauch ve Diehl, 2004 yilinda yazdiklar1 dermelerinde hayvan
caligmalarinin aspartamin yiiksek dozlarda bile herhangi bir kanser indiikleyici etkisi
olmadigini gosterdigini ileri stirmislerdir.

Aspartamin gen ekspresyonu iizerinde etkisi olduguna dair bir ¢aligma 2007’de
yayimlanmistir. Bu ¢alismaya gore aspartam, farelerde ozellikle limforetikiiler organlar
olan kemik iligi ve bdbrekte, hem onkogen hem de tiimor siipresor gen ifadelerini
arttirmaktadir (Gombas vd., 2007).

Aspartamin ratlarda oksitatif stres olusturdugu, Ozellikle de karacigerde lipid
peroksidasyonunu arttirdigi gézlemlenmistir. Yine karaciger dokusu ve bobrek dokusunda
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz enzim aktivitesini azalttig1 gézlemlenmistir. Rediikte
glutatyon (GSH) seviyeleri bu farelerde diiserken, glutatyon-S-transferaz (GST)
aktivitelerinin ise arttig1 bulunmustur (Mourad, 2011).

Aspartamin giivenilirligi hakkinda celiskili ve karisik sonuglar vardir. Endiistri
tarafindan fonlanan caligmalarin tiimii aspartamin giivenilir oldugunu ortaya koyarken,
bagimsiz fonlanan arastirmalarin %92’si aspartamin saglik iizerine olumsuz etkileri

oldugunu rapor etmistir (Shankar vd., 2013).
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5. SONUC

Yapay tatlandiricilarin mtDNA {izerine etkileri daha 6nce hi¢ ¢alisiimamistir. Bu tez
calismast bu acidan bir ilktir. Calismamizin sonuglarina gore Aspartam, Drosophila
larvalarinda istatiksel olarak anlamli derecede (p<0,05) mtDNA hasar1 olusturmustur.
Yapay tatlandiric1 uygulanan diger gruplardaki mtDNA hasar1 seviyesi kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Aspartamin mtDNA iizerindeki etkileri
metanol araciligiyla olabilir. Cilink{i aspartam viicuda alinip metabolize edildikten sonra,
olusan metabolizma iiriinlerinden biri metanoldiir. 2012 yilinda yayinlanan c¢aligmasinda
Mutlu, metanoliin Drosophila’da mtDNA hasarini indiikledigini bulmustur (Mutlu, 2012).

Mitokondride gergeklesen elektron tasima sistemi ve oksidatif fosforilasyon
olaylar1 ile hiicresel enerjinin ¢ogu firetilir. Ayrica mitokondri, apoptozisin merkezi
diizenleyicisidir. Memelilerde mitokondri aktivitelerinin diizenlenmesi i¢in gerekli genler,
niikleer DNA ve mitokondri DNA’sinda toplanmis 1000 kadar gendir. Her bir memeli
hiicresi, ylizlerce mitokondri ve binlerce mtDNA igerebilir. Hiicrede yeni bir mtDNA
mutasyonu olustugunda, mtDNA’nin karisik bir hiicre i¢i popiilasyonu olusur ve buna
heteroplazmi denir. Mutant mtDNA yiizdesi arttiginda, mitokondrial enerjetik kapasite
azalir, ROS {iretimi artar ve hiicrenin apoptozise ugrama olasiligr da yiikselir. Mitokondrial
fonksiyon kaybma en duyarli organlar, beyin, kalp, iskelet kasi, endokrin sistem ve
bobrektir (Wallace, 2002).

Mitokondride niikleotid eksisyon tamirinin bulunmamasi, mtDNA’y1 mutajenlere
daha duyarli bir hale getirir (Pettepher vd., 1991). Mitokondrial DNA’daki hasarlar,
potansiyel olarak, nDNA’daki delesyonlardan daha 6nemli olabilir. Ciinkii mitokondrial
genomda intron bdlgeler yokken, nDNA’da genis intron bolgeler vardir. Ayrica, mtDNA,
nDNA’nin aksine, kesintisiz olarak replike olur ve ndronlar ve kardiyomyositler gibi
tamamen farklilagsmis hiicrelerde bile cogalmaya devam eder. Bu ylizden somatik mtDNA
mutasyonlari, hiicresel fonksiyonlar lizerinde nDNA mutasyonlarindan daha fazla zararli
etkilere sahip olabilir (Liang ve Godley, 2003).

Yapay tatlandiricilar, gidalar, igecekler, ilaglar ve hijyen iirlinlerinin biiyiik kismina
eklenir. Bu sebeple gelismis iilkelerde yasayan her bireyin bilerek ya da bilmeden yapay
tatlandiricilar kullandig1 farz edilebilir. Dolayisiyla bu bilesiklerin herhangi birinin toksik
bir 6zelliginin olmasi tiim popiilasyonda bir saglik riski olusturabilecegi manasina gelir. Bu
tez calismasinin sonuglarina gore aspartam, Drosophila larvalarinda mitokondrial DNA

hasar1 yapmaktadir. Bu durumun toplum sagligi agisindan bir risk olusturabilecegini
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diistinmekteyiz. Dolayisiyla aspartam kullanan insanlarin, mtDNA hasar1 yoniinden
degerlendirilmesi, insanlar tizerindeki olas1 toksisitesinin ortaya ¢ikartilmasi agisindan bir

gerekliliktir.
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