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One Cikanlar

» Laktitol tatlandiricilar sinifina dahil bir gida katki maddesidir.

« Laktitoliin olas1 genotoksik etkisi comet testi ile insan lenfositlerinde degerlendirilmistir.

« Laktitoliin sitotoksisitesi MTT testi ile BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde incelenmistir.
» Sonugta laktitoliin dnemli bir genotoksik ve sitotoksik etki sergilemedigi tespit edilmistir.
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Makale Bilgileri Oz

Laktitol bir poliol (seker alkolii) olup tatlandirict olarak kullanilan bir gida katki maddesidir. Tathlar,
Gelis: 13/10/2022 sakizlar, hamur isleri ve ekmekler gibi sik tiiketilen gidalarda bulunmakla birlikte bazi farmasétiklerde de
Kabul: 16/11/2022 bulunmaktadir. Kullammlar siirekli artan gida katki maddelerinin saghga olan etkileri de ¢okca
tartisilmaktadir. Genotoksisite, biyolojik, fiziksel veya kimyasal herhangi bir ajanin DNA hasarina neden
olabilme potansiyeli olarak tanmimlamir ve séz konusu hasarin mutasyona neden olabilecegi kabul

Anahtar Kelimeler edilmektedir. Sitotoksisite testleri, maddelerin ¢esitli dokulara ya da hiicrelere toksisitesini belirlemek igin

kullanilir. Bu ¢alismada, laktitoliin genotoksik ve sitotoksik etkisini degerlendirmek amaciyla comet ve MTT
Laktitol, testleri kullanilmistir. Comet testi saglikly iki dondrden alman kan drneklerinden izole edilen lenfositlerde,
Genotoksisite, MTT testi ise BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Hiicrelere laktitoliin
Sitotoksisite, (125 pg/mL sadece MTT testinde), 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 ug/mL’lik konsantrasyonlariyla comet
Comet, testinde 1 saat, MTT testinde 24 saat muamele edilmistir. Sonugta laktitoliin onemli bir genotoksik ve
MTT sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir. Ancak bu sonuglarin farkli test yontemleri ve hiicre gruplari ile

desteklenmesi gereklidir.

Investigation of Genotoxic and Cytotoxic Effects of Lactitol

Highlights

» Lactitol is a food additive included in the sweeteners class.

* The possible genotoxic effect of lactitol was evaluated in human lymphocytes by the comet assay.

* The cytotoxicity of lactitol was investigated in BHK-21 An 31-baby hamster kidney cells by MTT test.
* As a result, it was determined that lactitol did not exhibit a significant genotoxic and cytotoxic effect.

Article Info Abstract
Lactitol is a polyol (sugar alcohol) and a food additive used as a sweetener. It is included in common foods

such as sweets, chewing gums, pastries, and bread, but also other some pharmaceuticals. The health effects
of food additives, whose use is constantly increasing, are also widely discussed. Genotoxicity is defined as

1sejeyen euundery

Received: 13/10/2022 the ability of any biological, physical, or chemical agent to cause DNA damage, and it is accepted that such
Accepted: 16/11/2022 damage can cause mutation. Cytotoxicity tests are used to predict the toxicity of substances to various
tissues or cells. In this study, comet and MTT tests were used to evaluate the genotoxic and cytotoxic effects
Keywords of lactitol. Comet test was performed with lymphocytes isolated from blood from two healthy donors, and
MTT test was performed on BHK-21 An 31 baby hamster kidney cells. Cells were treated with (125 ug/mL
Lactitol, only in MTT test), 250, 500, 1000, 2000, and 4000 ug/mL concentrations of lactitol for 1 hour in the comet
Genotoxicity, test and 24 hours in the MTT test. As a result, it was determined that lactitol did not show a significant
Cytotoxicity, genotoxic and cytotoxic effect. However, these results need to be supported by different test methods and
Comet, cell groups.
MTT
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1. GIRIS

Gida ve beslenme, insanoglunun uzun yillardir teknolojik ve bilimsel ilerlemeler 15181nda gelistirdigi ve
tizerinde calistigi en 6nemli konulardan biri olmustur. S6z konusu ilerlemeler i¢inde belki de en ¢ok
tartisilan1 gidalara eklenen kimyasal bilesenlerdir. Vitaminler, karbonhidratlar, proteinler, yaglar ve
mineraller gidalardaki dogal bilesenler olup, bunlara ek olarak gidalar1 igsleme asamalarinda istege bagh
olan veya olmayan sekilde eklenen baz1 kimyasal maddeler de vardir. Bu kimyasal bilesenlere gida katki
maddeleri adi verilmektedir. Gida katki maddeleri, aromay1 korumak, tadini, gériiniimiinii veya diger
niteliklerini gelistirmek i¢in gidaya eklenen maddelerdir [1-3]. Bunlardan biri veya birkagi paketlenmis
gidalarda mutlaka bulunmaktadir.

Islevlerine gore ¢ok sayida ve farkli dzellikte gida katki maddesi sinifi bulunmaktadir. Bu simflardan
birini olusturan tatlandiricilar binlerce gida iiriiniinde bulunan ve diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan
gida katki maddelerinden birisidir. Tatlandirict igeren birgok gida liriinii arasinda ozellikle diyabetik
ve/veya obez kisiler icin iretilen yiyecek ve igecekler, tatlilar, sakizlar, hamur isleri ve ekmekler
bulunmaktadir. Ayrica dis macunlar1 ve Oksiiriik suruplari gibi diger kisisel bakim ve farmasotik
iiriinlerde de kullanilmaktadir [4]. Bu tiir gida katki maddeleri dncelikle gida endiistrisinde sekersiz diisiik
kalorili gidalarin islenmesi i¢in kullanilmaktadir. Cogu, bir kez alindiklarinda herhangi bir glisemik
etki/insiilin reaksiyonu indiiklemedigi i¢in, insan beslenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica
sekerden farkli olarak kalori degerleri yoktur ya da diisiiktiir ve dis plagi mikroflorasini olumsuz
etkilemezler [4, 5].

Polioller (seker alkolleri) tatlandiricilarin bir grubu olup dogal tatlandiricilari igerir. Bunlar en sik
kullanilan tatlandirici sinifi olup, hiicre icine girmek igin insiiline ihtiyag gostermezler, bu nedenle
diyabetli hastalarin kullanimlarina uygundur. Ancak giinliik asir1 alimin (yetiskin bir insan ortalama 70 kg
kabul edilerek 50-60 @) karacigerde glikoza donistiigii de ifade edilmektedir. Poliollerin belirli
miktarlarin iizerinde tiiketiminin olusturacag laksatif etkinin bilinmesi, bunlarin gidalarda kullanimlarim
kisitlayan bagka bir konudur [6, 7].

Laktitol (E966) bir disakkarit poliol (seker alkolii) olup, sekerden daha az (0,3-0,4 kat) tathidir. Kan sekeri
diizeyine etkisi dnemsenmeyecek kadar azdir. Bu tatlandirici ile iiretilen {irlinlerin lezzetli oldugu ve
tilketimi sirasinda begenilmeyen bir tat birakmadigi bildirilmektedir. Ayrica laktitol ilaglar gibi
farmasétik {irlinlerde de ek komponent niteliginde kullanilmaktadir. Bunlarin diginda, laktozun yerine
prebiyotik olarak fonksiyonel gida iirlinlerinde, 6zel beslenmeye yonelik gidalarda ve bazi tedaviye doniik
uygulamalarda da kullanilmaktadir [8, 9].

Genotoksisite, fiziksel, kimyasal veya biyolojik herhangi bir etkenin DNA’da hasara neden olma
potansiyeli olarak tanimlanmakta ve s6z konusu hasarin mutasyona neden olabilecegi kabul edilmektedir.
Onarillmamis genetik hasarlar, genetik materyalde kalici degisikliklere (mutasyonlar) yol agabilir. Bu
durum ozellikle kritik genlerde meydana gelirse kansere dahi yol agabilir. Bu nedenle, her mutajen
potansiyel olarak kanserojen olarak kabul edilir. Mutajenite, insan saghgi tizerindeki 6nemli sonuglart
nedeniyle, tiim {irlinlerin etkilerinin belirlenmesinde gerekli olan bir risk degerlendirmesidir. Bu nedenle
birgok kimyasal iiriin gibi gida katki maddelerinin giivenilirliklerinin degerlendirilmesi amaciyla
gelistirilen test stratejileri igin kilit bir noktadir [10]. Hiicrenin biitiinliigiini etkileyerek genetik materyale
zarar veren herhangi bir ajan genotoksin olarak adlandirilmaktadir. Genotoksinler dogrudan ya da dolayl
hasar olusturmak suretiyle DNA'nin yapisimi degistirebilir. DNA eklentileri, oksidasyon ve alkilasyon
gibi olaylar ¢ogu kimyasalin genotoksik etkisinin mekanizmasini olusturmaktadir. Bu hasarlar DNA
onarim mekanizmalari ile genomik DNA'dan uzaklastirilir. Ancak, onarilamamis hasarlar kromozomal
kararsizliga veya hiicre 6liimiine yol acabilir. S6z konusu bu hasarlarin kanserogeneze de hizmet ettigi
bilinmektedir[10,11].
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Comet testi, tek tek hiicrelerde DNA zincir kiriklarini 6lgmek igin kullanilan bir genotoksisite test
yontemidir. Kiicilk parcalara ayrilmis DNA'nin bir agaroz matrisi boyunca elektroforez altinda
bozulmamis DNA'dan daha hizli gé¢ etmesi ilkesine dayanir. Testin ¢ok yonliiligii ve duyarliligi, cok
cesitli deneysel kosullar altinda ¢ok sayida farkli organizmadan elde edilen hiicrelerde kimyasal veya
fiziksel ajanlarin neden oldugu DNA hasarin1 degerlendirmek i¢in uygulanmasina yol agmistir. Comet
testi insan biyo-izlem ¢alismalarinda DNA'ya zarar veren ajanlara maruz kalmanin bir biyolojik belirteci
olarak ve gesitli sentinel organizmalarda ekotoksikolojik ¢aligmalarda kullanilir. Kontrollii laboratuvar
kosullarinda uygulanan bu test, kimyasallarin etki seklinin anlasilmasina katkida bulunmakta ve risk
degerlendirmesi hakkinda bilgi vermektedir [12, 13].

Bir¢cok kimyasal ajan hiicrelere farkli seviyelerde zarar vererek sitotoksisiteye neden olmaktadir. S6z
konusu ajanlarin biyolojik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, bunlarin toksik olup olmadiginin tespit
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla in vitro hiicre kiiltiiriinde sitotoksisite testleri yapilmaktadir.
Uygulanan bu testler kisa zamanda bir¢cok ajanin aktivitesinin incelenmesine izin vermekte ve ileriye
doniik yapilmasi gereken degerlendirmeler igin temel veriler sunmaktadir. Maddelerin gesitli dokulara
toksisitesini tahmin etmek i¢in kullanilan ilk in vitro biyoanaliz yontemleri arasinda olan sitotoksisite
testleri, giivenlik degerlendirmesi i¢in ¢ok Onemli araglardir. Sitotoksisitenin veya hiicre canliliginin
degerlendirilmesinde kullanilan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi en
¢ok tercih edilen kolorimetrik testlerden biridir [14]. Test hizli, glivenilir ve uygulamasi kolay olup diinya
capinda birgok laboratuvarda tercih edilmektedir [15, 16].

Bu calismanin amaci, genotoksik ve sitotoksik etkileri yoniinden ¢ok sinirli degerlendirmeye sahip olan
laktitoliin genotoksik etkisini insan periferal lenfositlerinde comet testi ile, sitotoksik etkisini ise BHK-21
An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde MTT testi ile degerlendirmektir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyaller

Test maddesi olan laktitol (Katalog No: 81025-04-9), Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmis ve steril
distile suda ¢oziilerek kullanilmistir. Laktitoliin kimyasal yap1 formiilii Seki/ 1°de gosterilmistir. DMSO
(Katalog No: 67-68-5), EDTA (Katalog No: 6381-92-6), Tris (Katalog No: 77-86-1), Triton X-100
(Katalog No: 9002- 93-1), diisiik erime 1sili agar (Katalog No: 9012-36-6), normal erime 1sili agar
(Katalog No: 9012-36-6), EtBr (Katalog. No: 1239-45-8) ve H,0, (Katalog No: 7722-84-1)
Applichem'den, NaOH (Katalog No: 1310-73-2), Tris (Katalog No: 77-86-1), PBS (Katalog No: L1825)
ve Biocoll (Katalog No: L 6115) Merck'ten temin edilmistir. Dulbecco’s Modified Eagle Medium with
phenol red (DMEM) (Katolog No: F0445), fetal bovine serum (FBS) (Katolog No: S0613),
penicillin/streptomycin (Katolog No: A2213), trypsin (Katolog No: L2163) Biochrome’den, Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide (Katolog No: M2128) Sigma’dan temin edilmistir. Calisma, Amasya
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 11.06.2020-42 tarih ve sayil1 izni
ile gerceklestirilmistir.

_OH
H}?o HO—{—H
O O=——/H
« H,0
M/ owton C
~OH

Sekil 1. Laktitoliin kimyasal yapisi [17]
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2.2. Comet Testi

Bu arastirmada, Singh ve arkadaslarimin [18] comet teknigi bazi degisikliklerle uygulanmistir [13, 19].
Sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi bir hastalig1 olmayan, genotoksik bir etkene maruziyeti
olmayan, saglikli ve 25-30 yaslar1 arasinda iki kadin goniilliiden periferal kan 6rnekleri temin edilmistir.
Soguk ortamda 100 pL kan, PBS ile karstirilarak siispanse edilmis ve ardindan Biocoll kullanilarak
lenfositler izole edilmistir. Izole lenfositlerde tripan mavisi canlilik testi gergeklestirilerek, hiicre canlilik
orani > %97 olarak saptanmistir. Laktitoliin DNA’da bir hasar olusturup olusturmadigini belirlemek i¢in
izole lenfositler bes farkli konsantrasyon (250, 500, 1000, 2000 ve 4000 pug/mL) ile tek bagina 1 saat
muamele edilmistir. Ayrica, kiiltiir ortamina bir pozitif kontrol (100 uM, H20,) ve bir negatif kontrol
(distile su) dahil edilmistir. inkiibasyon sonunda, santrifiij islemi gerceklestirilerek siipernatant atilmis ve
hiicreler PBS ile resiispanse edilmistir. Bu agsamadan sonra, lenfositler temiz ependorflar i¢ersinde diisiik
erime 1sili agarla karigtirlmistir. Bu lenfosit-agar karisimlari onceden yiiksek erime 1sili agar ile
kaplanmig lamlar iizerine yayilarak lamelle kapatilmigtir. Preparatlar buzdolabinda bekletildikten sonra
lameller kaldirilmig ve lysing soliisyonu ile en az 1 saat muamele edilmistir. Daha sonra elektroforez
tamponunda beklemeye alinan preparatlara (pH>13) 25 V, 300 mA’da 20 dakika elektroforez islemi
uygulanmigtir. Takiben 0,4 M Tris (pH=7,5) tamponunda nétralize edilen lamlar, EtBr ile boyanarak
Olympus marka floresan mikroskopta 40X objektifte incelemeye alinmustir. Her bir dondr ve
konsantrasyon i¢in 100 hiicre olmak iizere toplam 200 hiicre Comet 6lgiim programi (Comet Assay 1V,
Perceptive Instruments Ltd., UK) kullanilarak degerlendirilmis ve hiicrelerin hasar dereceleri iki farkli
comet parametresi (kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti) bakimindan analiz edilmistir, ek olarak
istatistiksel degerlendirmede t-testi kullanilmustir.

2.3. MTT Testi

Laktitoliin potansiyel sitotoksik etkisi BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde (HUKUK,
Ankara) 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile analiz edilmistir. MTT
testi Mossman’in [20] metoduna gore baz1 modifikasyonlarla [16] takip edilmistir. BHK-21 An 31 yavru
hamster bobrek hiicreleri %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin ve 2mM L-glutamin
iceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) igerisinde nemlendirilmis, %5 CO2/ %95 hava,
37°C’de 75 cm? ya da 25 cm? kiiltiir flasklarinda gelistirilmistir. Analiz igin hiicreler 96 kuyucuklu
plakalara almarak her bir kuyucuga 5x10° hiicre gelecek sekilde ekilmistir. BHK-21 An 31 hiicreleri,
Laktitoliin alt1 farkli konsantrasyonu (125, 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 pg/mL) ile 24 saat boyunca
muamele edilmistir. Silire bitiminde tiim kuyucuklara MTT soliisyonu ilave edilmigtir. Formazan
kristalleri olusana kadar (yaklasik 2-4 saat) inkiibe edilmistir. Takiben tiim kuyucuklara ¢oziicii ¢ozeltisi
olarak dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenerek kristallerin ¢éziinmesi saglanmigtir. Tiim uygulamalar igin
absorbans (ABS) degerleri Elisa okuma cihazinda (Molecular Devices, M5) 570 nm dalga boyunda
belirlenmistir. Tiim islemler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden,
tiim uygulamalar i¢in ortalama absorbans ve nisbi canlilik (% canlilik) degerleri hesaplanmustir. Istatistiki
degerlendirme SPSS 15.0 bilgisayar programi kullanilarak One Way ANOVA-Dunnet testi ile
gerceklestirilmistir. P<0,05 *in altindaki degerler kontrole gére anlamli kabul edilmistir.

3. BULGULAR
3.1. Comet Testi

Laktitoliin izole lenfositlere uygulamasinin DNA hasari iizerine etkileri iki 6nemli comet parametresi olan
comet kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti agisindan degerlendirilmistir. Buna gore, laktitoliin izole
lenfositlere 1 saatlik muamelesi sonucunda, test edilen tiim konsantrasyonlarda comet kuyruk yogunlugu
ve kuyruk momentini istatistiki olarak 6nemli diizeyde artirmadigi belirlenmistir (Sekil 2 ve Sekil 3). Bu
veriler 1g1ginda, laktitoliin test edilen konsantrasyonlar i¢in dnemli 6lglide DNA hasarina neden olmadigi
sonucuna vartlmistir. Resim 1°de, laktitol uygulamasi sonucunda gdzlenen DNA hasar1 Ornekleri
sunulmustur.
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Kuyruk yogunlugu (%)
12

10

Kontrol Pozitif kontrol 250 500 1000 2000 4000
(H202)

Konsantrasyonlar (pug/mL)
O Kontrol = Pozitif kontrol 250 =500 =1000 =2000 m4000

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

Sekil 2. Insan periferik kan lenfositlerinde laktitol’iin comet kuyruk yogunluguna etkileri

Kuyruk momenti

35

2.5

15

[uny

0.5 . -

I
Kontrol  Pozitif kontrol 250 500 1000 2000 4000
(H0,)

Konsantrasyonlar (pg/mL)

O Kontrol = Pozitif kontrol 250 =500 =1000 =2000 m=4000

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

Sekil 3. Insan periferik kan lenfositlerinde laktitol iin comet kuyruk momentine etkileri
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Resim 1. Laktitol muamelesi sonucu insan lenfositlerinde meydana gelen DNA hasarinin comet testi ile
gortintimii a) hasarsiz DNA, b) hasarlit DNA

3.2. MTT Testi

Laktitoliin ¢esitli konsantrasyonlarinin BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerine 24 saat
uygulanmasi sonucunda elde edilen MTT analizi sonuglar1 Sekil 4’te 6zetlenmistir. Uygulama sonucunda
elde edilen hiicre canlilik degerleri Seki/ 5°te sunulmustur. Laktitoliin 125, 250, 500, 1000, 2000 ve 4000
ug/mL konsantrasyonlarinda kontrole gore istatistiksel agidan anlamli olmadigi belirlenmistir (Sekil 4).
Laktitoliin BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde hiicre canliligini hafif diizeyde diisiirdiigi,
ancak bu diislisiin 6nemli olmadigi belirlenmistir (Sekil 5). Sonug olarak, laktitoliin BHK-21 An 31 yavru
hamster bobrek hiicrelerine 6nemli diizeyde sitotoksik etkiye yol agmadig1 gdzlenmistir.

3.000

2.500

2.000

1.500

1.000

Absorbans mean

0.500

0.000

Kontrol 125 250 500 1000 2000 4000
W24 saat| 2.087 1.901 1.754 1.827 1.999 2.066 1.767

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4. Laktitoliin BHK-21 An 31 yavru hamster bébrek hiicreleri iizerine absorbans degerleri
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120
100 + \)’W\
~ 80 -
S
= 60 -
E
O 40 -
20 -
0 Kontrol 125 250 500 1000 2000 4000
‘-0—24 saat 100 91.10366 | 84.028 | 87.54193 | 95.79939 | 98.99377 84.65
Konsantrasyonlar (pg/mL)

Sekil 5. Laktitoliin BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicreleri iizerine hiicre canlilik degerleri

4. TARTISMA

Sorbitol ve galaktozdan olusan laktitol, laktozun hidrojenasyonu ile iiretilen bir disakkarit polioldiir.
Laktitol, besleyici bir tatlandirict olarak tanimlanir. FAO/WHO Ortak Gida Katki Maddeleri Uzman
Komitesi [21] tarafindan "ADI belirtilmemis" sinifina dahildir. Bu disakkarit poliol, sakkarozdan %48-40
daha diisiik kalorili, hafif tathh bir tada sahip oldugundan genellikle diisiik kalori degerine sahip bir
tatlandirict olarak kullanilmaktadir. Ayrica laktitol bir prebiyotik olarak minerallerin biyoyararlanimin
artirabilmekte ve probiyotiklerin ¢ogalmasim tesvik edebilmektedir [9,20]. Bu ¢alismada laktitoliin
olusturabilecegi DNA hasari insan lenfositlerinde comet testi ile, olas1 sitotoksik etkisi ise MTT testi ile
BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde degerlendirilmistir. Sonugta, her iki hiicre tipinde de
onemli genotoksik ve sitotoksik bir etkiye neden olmadig1 gézlenmistir.

Bu c¢alismada genotoksisitesi ve sitotoksisitesi incelenen laktitoliin insan lenfositlerinde daha Once
yapilmig bir ¢alismasina rastlanmamigtir. 1983 yilinda JECFA laktitoliin S. typhimurium TA98, TA100,
TA1535, TA1537 ve TA1538 suslarinda mutajenik olmadigini rapor etmistir [21]. Bu calisma diginda
laktitoliin genotoksik etkilerinin incelendigi baska bir calismaya ulagilamamistir. Ancak diger
tatlandiricilarin  farkli hiicrelerle genotoksisitesinin ve sitotoksisitesinin degerlendirildigi calismalar
bulunmaktadir.

Bir poliol olan eritritol, Salmonella typhimurium TA98, TA1537, TA100, TA1535 ve Escherichia coli
WP2 uvrA suglarinda uygulanan Ames testinde mutajenik etkiye neden olmamistir. In vitro kromozomal
anormallik (Cin hamsteri akciger fibroblast hiicrelerinde) ve mikroniikleus testi (L5178Y tk+/-
hiicrelerinde) 1250, 2500 ve 5000 g/mL konsantrasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmis ve herhangi bir
mutajenite tespit edilmemistir. Eritritol’tin  L5178Y tk+/- hiicrelerinde ayni konsantrasyonlarla
gergeklestirilen comet testinde calisilan en yiiksek iki konsantrasyonda DNA hasarinda artisa neden
oldugu goriilmiistiir. flaveten, 1250, 2500 ve 5000 g/mL konsantrasyonlarmin oral olarak verildigi erkek
ICR farelerinin kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus frekansinda bir degisiklik goriilmemistir. Elde
edilen ¢iktilar degerlendirildiginde eritritoliin bakteri hiicre sistemlerinde mutajeniteye ve in vitro veya in
vivo memeli hiicre sistemlerinde de kromozom hasarina sebep olmadigi belirtilmistir [22].
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Bir diger tatlandirici gida katki maddesi olan maltitoliin olas1 genotoksik etkisi insan periferal
lenfositlerinde mikroniikleus, kardes kromatid degisimi ve kromozomal anormallik testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Calismada lenfositler maltitoliin 1,25; 2,5 ve 5 mg/mL konsantrasyonlari ile 24 ve 48
saat boyunca muamele edilmistir. Kardes kromatit degisimi ve kromozomal anormallik frekanslar
uygulanan higbir konsantrasyon ve muamele siiresinde, kontrole kiyasla istatistiksel olarak
etkilenmemistir. Ancak konsantrasyondan bagimsiz olarak tiim muamele siirelerinde mikroniikleus
sikligin1 artirmistir. Ayrica hicbir uygulamada replikasyon indeksi ve mitotik indeks etkilenmemistir.
Sonugta, maltitoliin genotoksik etkisinin zayif oldugu ve insan lenfositlerinde in vitro kosullarda
sitotoksik etki gostermedigi belirtilmistir [23].

Bir tatlandirici olan steviol Ames testinde mutajeniteye neden olmamistir [24-26]. 125, 250, 500 ve 1000
mg/kg steviol verilen MS/Ae farelerinden alinan kemik iligi eritrositlerinde mikroniikleus frekansi
etkilenmemistir [24]. En fazla 200 mg/kg dozunda kullanilan steviol fare kemik iligi ve karaciger
hiicrelerinde yine mikroniikleus artigina neden olmamistir [27]. Cok benzer sekilde, kemirici (rat, fare ve
hamster) kemik iligi eritrositlerinde (4000 ve 8000 mg/kg) mikroniikleus testinde genotoksik etki tespit
edilmemigtir [28]. Stevioliin 1, 2, 4, 8 ve 16 pg/mL konsantrasyonlarda insan lenfositlerinde kromozomal
anormallik ve mikroniikleus olusumunu indiiklemedigi belirtilmistir [29]. Fare karaciger hiicreleri ve
kemik 1iligi eritrositlerine en fazla 250 mg/kg olacak sekilde verilen steviosid, mikroniikleus sikligin
degistirmemistir [27]. En yiiksek doz olarak 2000 mg/kg steviol verilen BDF1 ve ddY farelerinin ¢esitli
organ ve dokularinda gerceklestirilen comet testinde DNA hasarinda artis gozlenmemistir [30-31].
Yapilan bu gozlemlere karsin steviosidin S. typhimurium TA98 susunda mutajenik etkiye neden oldugu
(50 mg/petri) [32], TM677 susunda ise ileri mutasyon testinde pozitif etkiye neden oldugu goriilmiistiir
[33]. Stevioliin CHL (Chinese Hamster Lung) hiicre hattinda kromozomal aberasyonlar: artirdigi ve gen
mutasyonu testinde mutajenik etkiye sebep oldugu gozlenmistir [24]. Wistar ratlar kullanilarak (4 mg/mL
oral) steviosidin dalak, karaciger, beyin ve kan hiicrelerinde comet testi ile DNA hasarina sebep oldugu
rapor edilmigtir [34].

Rebaudiosid A, tatlandiricilardan olup genotoksisitesi metabolik aktivasyon bulunan ve bulunmayan
sartlarda in vitro ve in vivo olarak incelenmistir. Cin Hamster V79 hiicrelerinde kromozomal aberasyon
(en fazla 5000 pg/mL’lik konsantrasyon), S. typhimurium ve E. coli ile Ames ve L5178Y+/- hiicreleri ile
fare lenfoma testleri uygulanmis ve hi¢birinde mutajeniteye neden olmadigi goriilmiistiir. Farkli bir
calismada farelere en yiiksek doz olarak 750 mg/kg verilen rebaudiosid A, hayvanlarin kemik iliginde
mikroniikleus olusumunu artirmamis ve en yiiksek doz olarak 2000 mg/kg verilen ratlarda da
programlanmamis DNA sentezi testinde yine genotoksisiteye neden olmamistir. Sonugta rebaudiosid
A’nin uygulanan konsantrasyonlarda genotoksik etki gostermedigi ve kullanima uygun olabilecek bir
tatlandirict oldugu belirtilmistir [35]. Baska bir ¢alismada Rebaudiosid A’nin etkisi insan kolon kanser
HT-29 ve T84 hiicre hatlarinda farkli konsantrasyonlarda (%0, 9%0.001, %0.05, %0.1, %0.3, %0.5 ve %1)
MTT testi ile degerlendirilmis ve sonugta farkli miktarlarda Rebaudiosid A eklendiginde (%1 harig)
hiicresel canlilik ve proliferasyonda belirgin bir degisiklik gdzlenmedigi bildirilmistir [36].

Yapay bir tatlandiric1 olan aspartamin (3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, ve 100 mg/L) primer insan kan
hiicrelerinde sitotoksik etkisi MTT testi ile, genotoksik etkisi ise kromozomal anormallik testi ile
degerlendirilmistir. Sonugta hiicre canliliginda konsantrasyona bagli énemli diisiise yol agan aspartamin
kromozomal anormallik frekansinda ise artisa neden oldugu goriilmiistiir [37].
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Van Eyk (2015), Asesiilfam-K’nin Caco-2, HT-29 (kolon) ve HEK-293 (bobrek) hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisini 1, 4, 10, 20 ve 50 mM konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saatlik muamele siirelerinde
MTT testi ile degerlendirmistir. Hiicre canliligimin, kullanilan tiim hiicre hatlarinda konsantrasyona ve
muamele siiresine bagli olarak 10 mM’dan biiylik konsantrasyonlarda azaldigi tespit edilmistir.
Asestilfam K’nin yiiksek konsantrasyonlardaki sitotoksik etkisinden dolay1 dikkatle kullanilmas1 gerektigi
vurgulanmigtir [38]. Asesiilfam K’nin insan karaciger karsinoma HepG. hiicrelerinde MTT analizi
sonucunda 48 saatlik uygulamada 120 ve 240 pg/mL konsantrasyonlarinin hiicre canliligini 6nemli
diizeyde diisiirdiigiinii belirtmislerdir. Ayrica bu tatlandiricinin hem 24 hem de 48 saatlik muamele
siiresinde mitotik indeksi 60, 120 ve 240 pg/mL konsantrasyonlarda anlamli diizeyde diisiirdiigii
gozlenmistir [39]. Sonug olarak, genellikle ¢alisma ¢iktilarimizin literatiir 6rnekleri ile uyumlu oldugu
gozlenmektedir. Ancak farkli fonksiyonel gruplara ait tatlandiricilarla yapilan genotoksisite ve
sitotoksisite calismalarinda pozitif sonuglarin rapor edildigi de goz ardi edilmemelidir.

Glinlimiize kadar tatlandiricilarin saglik acgisindan yapilan degerlendirmelerine bakildiginda, bu
maddelerin ADI (kabul edilebilir giinliik alim miktar1) degeri altinda kalan tiiketimi agisindan risk
degerlendirmesinde yeterli kanit olmadig1 sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, ¢eliskili sonuglara sahip
son epidemiyolojik ve deneysel caligsmalar, bu katki maddelerinin giivenligi konusundaki tartismay1
yeniden canlandirmistir [40-43]. Bu baglamda, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) dahil olmak
iizere bircok saglik otoritesi tatlandiricilart yeniden degerlendirmektedir. Kanserle ilgili olarak yapilan
tim degerlendirmeler, 6zellikle insanlarda ek ¢alismalara ihtiya¢ oldugu konusunda hemfikirdir [44].
Yine de tatlandiricilarin sayisi ve kullanimi artmis ve siklikla tartisilmalarina ragmen iiretimleri siirekli
¢ogalmistir. Giiniimiizde birgok tatlandirici, seker yerine kullanilmaya baslamigtir. Giindelik kullanima
bakildiginda tatlandiricilarin kullanildigi diriinler yalnizca diyabet hastalart ya da metabolik bozukluklari
bulunanlar igin degil, viicut agirhgmi dengede tutmak ve kalori kontrollii bir beslenme bigimi isteyen
titketicilere de hitap etmektedir. Kisacasi tatlandirict bulunduran gidalart diyetine dahil eden kisi sayist
oldukga fazladir. Bu nedenle bu kimyasallar, doz-cevap iligkisi ve viicutta birikim gibi olasi tehlikeler de
gdz Oniinde bulundurulmak suretiyle kullanilmalidir. Calismamizdan ¢ikan sonug, laktitoliin uygulanan
konsantrasyonlar ve siirelerde in vitro insan lenfositlerinde genotoksik ve BHK-21 An 31 yavru hamster
bobrek hiicrelerinde sitotoksik hasar olusturmadigini gostermektedir. Ancak bu sonuglar farkli test
sistemlerinde ve hiicre gruplarinda ileri analizler ile desteklenmelidir.
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