YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

IN VITRO SARTLARDA ASPARTAM VE D VITAMINI’NE MARUZ
BIRAKILAN INSAN KAN HUCRELERININ BIYOKIMYASAL VE
TITRESIM SPEKTROSKOPIK YONDEN ARASTIRILMASI

Ayse BUYUK

YUKSEK LiSANS TEZI

Damsman: Prof. Dr. Hatice BAS

Ikinci Damisman: Dr. (")gr. Uyesi Hatice ARI

HAZIRAN — 2024

YOZGAT




T.C.
YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

IN VITRO SARTLARDA ASPARTAM VE D VITAMINI’NE MARUZ
BIRAKILAN INSAN KAN HUCRELERININ BiYOKIMYASAL VE
TITRESIM SPEKTROSKOPIK YONDEN ARASTIRILMASI

Ayse BUYUK

YUKSEK LiSANS TEZI

Damisman: Prof. Dr. Hatice BAS

kinci Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Hatice ARI

HAZIRAN- 2024

YOZGAT



YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI

LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

LIiSANSUSTU TEZ ONAY FORMU

T.C.
YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

Enstitiimiiziin Biyoloji Anabilim Dali Tezli Yiiksek Lisans Programi 0Ogrencisi Ayse
BUYUK’iin hazirladigi “In vitro Sartlarda Aspartam ve D vitamini’ne Maruz
Birakilan insan Kan Hiicrelerinin Biyokimyasal ve Titresim Spektroskopik Yonden
Arastirllmas1” baslikl tezi ile ilgili tez savunma sinavi, Lisansiistii Egitim-Ogretim ve
Smav Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri geregince 11/06/2024 Sali giinii saat 11:00°da

yapilmis, tezin onayina oy birligi ile karar verilmistir.
Baskan : Prof. Dr. Halil Erhan EROGLU
Jiiri Uyesi  : Prof. Dr. Hatice BAS
(Danmisman)
Jiiri Uyesi  : Prof. Dr. Fahriye ERCAN
Jiiri Uyesi  : Dr. Ogr. Uyesi Hatice KARABODUK

Jiiri Uyesi ~ : Dr. Ogr. Uyesi Hatice ARI

ONAY:

Bu tezin kabulii, Enstitii Y6netim Kurulu’nun ........ I /.....tarthve ...... sayil1 Enstitii

Yonetim Kurulu Karari ile onaylanmustir.
........ [evooiid e
Prof. Dr. Umit BUDAK

Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Miidiirii

KYT-FRM-110/00



TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmast durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarin bagka bir
yerden almmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu {iniversite veya baska bir tiniversitedeki baska bir tez ¢aligsmasi
olarak sunulmadiginm1 beyan eder, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak

kayiplarini1 kabullendigimi beyan ederim.

Ayse BUYUK

11/06/2024



ON SOZ

Calismalarim boyunca bana destek olup her daim yol gosterip, 151k tutan, yardimini
esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Hatice BAS’a ve Raman spektroskopisi
calismalarinda yardimer olan ikinci damsmamim Dr. Ogr. Uyesi Hatice ARI’ya, tiim bu
stiregte maddi ve manevi destegini stirekli hissettiren annem, babam, ablam ve agabeyime,
tez yazimi siiresince her sekilde destegini esirgemeyen Zeynep YUREKLI’ye ve Duygu
SOYLU’ya, 6gretmen arkadaslarima igtenlikle tesekkiir ediyorum.

Ayse BUYUK

11/06/2024



OZET

YUKSEK LISANS TEZI

IN VITRO SARTLARDA ASPARTAM VE D VITAMINI’NE MARUZ
BIRAKILAN INSAN KAN HI"JCRELE_RiNiN BiYOKIMYASAL VE
TIiTRESIM SPEKTROSKOPIK YONDEN ARASTIRILMASI

Ayse BUYUK
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LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
BiYOLOJIi ANABILIiM DALI

TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Hatice BAS
IKINCI DANISMAN: Dr. Ogr. Uyesi Hatice ARI

Gida katki maddeleri; gidalarin iiretimleri, hazirlanmalari, ambalajlanmalar1  ve
depolanmalar1 esnasinda gidaya dayaniklilik, yogunluk ve renk vermek amaci ile
kullanilmaktadirlar. Aspartam siikrozdan 200 kat daha tatli olmasindan ve gidaya verdigi
tatlilik; kalori igeriginin sadece %5°’1 ile sagladigindan dolayr bu 6zellik onu daha essiz ve
tutulan bir tatlandirict haline getirmistir. Aspartam viicuda girdiginde kanserojene ve
ndrotoksine doniisebilmektedir. D vitamini; viicutta uzun siire depolanan ve yag igerisinde
¢cozlinen bir vitamindir. Ayrica endojen kaynakli olarak elverisli biyolojik ortamlarda
sentezi yapilabilen hormon ve hormon 6nciilii bir sterol yapidir. Bu ¢alismada, insan kan
hiicreleri iizerine in vitro kosullarda aspartamin ve D vitamininin antioksidan enzim
aktiviteleri [siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon peroksidaz (GPx)], glutatyon rediiktaz (GR), malondialdehit (MDA), glutatyon
(GSH) seviyesi ve asetilkolinesteraz (AChE) aktiviteleri tizerindeki etkileri, ayrica osmotik
frajilite, DNA fragmantasyonu, canlilik tayini, titresim spektroskopik yontemlerden biri
olan Raman spektroskopisi ile aspartamin ve D vitamininin eritrosit ve 16kosit hiicreleri
tizerine etkileri de arastirilmistir. Aspartam muameleli grupta AChE ve antioksidan enzim
aktivitelerinin, GSH seviyesi ile canlilik yiizdesinin istatistiksel olarak azaldigi; DNA
fragmantasyonu, MDA seviyesi ve osmotik frajilite degerlerinde ise arttig1 goriilmiistiir.
Bunun yaninda aspartam ile beraber D vitamini uygulanan grupta aspartama karsi
koruyucu bir etkinin oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak aspartamin insan kan hiicreleri
tizerinde toksik etki olusturdugu, D vitamininin ise koruyucu etkileri oldugu ortaya
konulmustur. Kan hiicrelerine ait Raman siddetlerinde aspartam ilavesi ile azalma, D
vitamini ilavesiyle ise artis gozlenmektedir.

2024, xiv + 95 Sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

BIOCHEMICAL AND VIBRATIONAL SPECTROSCOPIC
INVESTIGATION OF HUMAN BLOOD CELLS EXPOSED TO
ASPARTAM AND VITAMIN D IN VITRO CONDITIONS

Ayse BUYUK

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
SCHOOL of GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: Prof.Dr. Hatice BAS
CO-SUPERVISOR: Asst. Prof. Dr. Hatice ARI

Food additives; They are used to give food durability, density and color during the
production, preparation, packaging and storage of foods. Aspartame is 200 times sweeter
than sucrose and the sweetness it imparts to food; Since it provides only 5% of the calorie
content, this feature has made it a more unique and popular sweetener. Aspartame can turn
into a carcinogen and neurotoxin when it enters the body. Vitamin D; It is a fat-soluble
vitamin that is stored in the body for a long time. In addition, it is a hormone and hormone
precursor sterol structure that can be synthesized endogenously in favorable biological
environments. In this study, antioxidant enzyme activities of aspartame and vitamin D
[superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST),
glutathione peroxidase (GPx)], glutathione reductase (GR), malondialdehyde on human
blood cells in vitro conditions were investigated. (MDA), glutathione (GSH) level and
acetylcholinesterase (AChE) activities, as well as osmotic fragility, DNA fragmentation,
viability determination, Raman spectroscopy, one of the vibration spectroscopic methods,
and the effects of aspartame and vitamin D on erythrocyte and leukocyte cells were also
investigated. In the aspartame-treated group, AChE and antioxidant enzyme activities,
GSH level and vitality percentage decreased statistically; It was observed that DNA
fragmentation, MDA level and osmotic fragility values increased. In addition, it was
observed that there was a protective effect against aspartame in the group administered
vitamin D together with aspartame. As a result, it has been revealed that aspartame has a
toxic effect on human blood cells, while vitamin D has protective effects. A decrease in the
Raman intensities of blood cells is observed with the addition of aspartame, and an
increase is observed with the addition of vitamin D.

2024, xiv + 95 Sayfa
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SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Ag¢iklamalar

°C : Santigrat Derece

Ca : Kalsiyum

Cl : Klor

HCI : Hidroklorik Asit

H20: : Hidrojen Peroksit

NO : Nitrik Oksit

25(OH)D : Ergokalsiferol

25-OH- Ds : 25-hidroksikolekalsiferol
1,25(OH): D : Kolekalsiferol

24,25(OH):D : 24,25 dihidroksikolekalsiferol
7DHC : 7-dehidrokolesterol
Kisaltmalar Aciklamalar

ACh : Asetilkolin

AChE : Asetilkolinesteraz

ABD : Amerikan Birlesik Devletleri
ADI : Kabul Edilen Giinliik Tiiketim Miktar1
ALT : Alanin Aminotransferaz
ANOVA : Tek Yonlii Varyans Analizi

ASP : Aspartam

Xii



AST

AP

CAT

CDNB

DNA

DTNB

EDTA

FAO

FDA

GGT

GKM

GPx

G6PD

GR

GSH

GSSG

GST

IR

LCA

LPO

MDA

NADPH

NOX

NRF2

PKU

RNT

: Aspartat Aminotransferaz

: Aspartil Fenilalanin

: Katalaz

: 1-Chloro-2,4-Dinitrobenzen

: Deoksiriboniikleik Asit

: 5,5’-Ditiyobis-(2-Nitrobenzoik Asit)

: Etilen Diamin Tetraasetik Asit

: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

: Gama Glutamil Transpeptidaz

: Gida katki maddesi

: Glutatyon Peroksidaz

: Glikoz 6 Fosfat Dehidrogenaz

: Glutatyon Rediiktaz

: Glutatyon

: Glutatyon Disiilfit

: Glutatyon-S-Transferaz

: Infrared Spektroskopisi

: Litokolik Asit

: Lipit Peroksidasyonu

: Malondialdehit

: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
: NADPH Oksidaz

: Niikleer Faktor Eritroid 2 Tliskili Faktor
: Fenilketoniiri

: Reaktif Nitrojen Tiirleri
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ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD : Siiperoksit Dismutaz

TBA : Tiyobarbitiirik Asit

TCA : Trikloroasetik Asit

Uuv : Ultraviyole Isinlar

UVB : Ultraviyole B Isinlar1
VDBP : Vitamin D Baglayici Protein
VDR : Vitamin D reseptorii

VDRE : Vitamin D Cevap Elemani
XO : Ksantin Oksidaz

WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS
20. yiizyilda her alanda oldugu gibi gida sanayisi alaninda da c¢ok Onemli gelismeler
yasanmistir. Diinya niifusundaki hizli artis, insanlarin hayat standartlarin1 daha da
yiikseltme istegi ve kentlesme hazir yiyeceklere olan istegi arttirmistir. Bu olay gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde 6nemli atilimlara sebep olmustur. Endiistri alanindaki hizl
gelismelere paralel olarak, gida katki maddelerinin (GKM) kullanimi her gegen giin
artmaya devam etmektedir (Tasl1 vd., 2018). Boylelikle, isleme tabi tutulmus {iriinler daha

da c¢esitlenmis olup iretilmeleri sirasinda kullanilan gida katki maddelerinin sayisini da

hizl bir sekilde arttirmistir (Cakmakgt & Celik, 1994).

GKM; gidalarin iiretimleri, hazirlanmalari, ambalajlanmalar1 ve depolanmalar1 esnasinda
gidaya dayaniklilik, yogunluk, renk vermek ve dogal rengi korumak amaciyla kullanilan
maddelerdir (Tasli vd., 2018). Giiniimiize bakildiginda 2000’den fazla katki maddesi
kullanildig1 goriilmektedir (Cakmaker & Celik, 1994).

Insanlik tarihinde gida katki maddelerinin kullanilmaya baslanmasinin tarihsel gelisiminde
iki etkinin oldugu anlasilmistir. Bunlardan birincisi, teknolojinin gelismesine paralel olarak
gidalarin saklanma yontemlerinin gelistirilmesine duyulan ihtiyag; ikincisi ise, gidanin
insanlarin goziindeki mevcut kalitesinin daha da iyi olarak algilanmasini saglamaktir

(Altug, 2001).

Giiniimiizde GKM’lerin besin maddeleri igerisinde kullamimi ve bunun sonucunda
insanlarin bunlar1 tiikketmesiyle alintmi zaman igerisinde artmistir. Yakin zamana kadar,
yapay tatlandiric1 maddelerin yiiksek enerji vermeden hos bir tat sunmalariyla saglikli
beslenmeyi destekleyebilecegi savunuluyordu. Fakat bu goriisiin aksine yapilan hayvan
modellerindeki beslenme ¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilere gore yapay tatlandirict
maddelerin kullanimi enerji dengesinde olusturdugu diizensizlikler sonucunda bazi saglik

sorunlarinin ortaya ¢ikmasina sebep oldugu goriilmiistiir (Pehlivan & Koksal, 2020).

Seker ve sekerli gidalarin fazla tiikketilmesi bazi saglik sorunlarini ortaya ¢ikarmistir. Bu
gidalarin, dis ciirlimelerinde artisa, obeziteye, kan sekerinde ve serum trigliseritlerinde
artmaya ve seker hastalarinda zararli etkilere neden oldugu belirlenmistir. Biitiin bu

gelismeler sonucunda yapay tatlandiricilara olan yonelim artmustir (Yakici, 2006).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO), Birlesmis Millletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) gibi

uluslararast kuruluslar bu konuya agirlik vererek iilkelerdeki GKM kullanimini denetim



altina alarak konuyla ilgili yasal ¢oziimlemeler getirmislerdir. Laboratuvarlarda yapilan
deneyler ve toksikolojik testler ile GKM’lerin ADI (Kabul Edilen Giinliik Tiiketim
Miktar1) degerleri belirlenmektedir (Yurttagiil & Ayaz, 2008). Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA), gidalarda kullanilan yapay tatlandiricilar ile ilgili saglik oOrgiitlerinden
gelen uyarilara dikkat etmekte ve yapilan caligmalari takibe alarak tiim bu asamalar

sonucunda kullanimlar1 hakkinda karara varmaktadir.

Bir GKM’nin yasal olarak kullanilmasina izin verilmis olsa da bazi sartlara uyarak
kullanilabilmektedir. Kullanilmasina izin verilmis olan gida katki maddesi; sadece izin
verilen gida igerisinde, belirlenmis olan en uygun doz araliginda ve belirlenen en yiiksek
doz miktar1 asilmadan kullanmilmasi gerekmektedir. Gidada bulunan herhangi bir hatay:
ortmeden veya tiiketiciyi kandirmadan kullanilmali ve kullanildig1 gida iizerindeki
etiketine kullanim dozu yazilmis olmalidir (Yilmaz, 1999; Erdogan, 2007). Fakat yapilan
tiim diizenlemelere ve smirlamalara ragmen, giiniimiizde kullanimi ¢ok fazla olan ve tam
olarak netlesmemis metabolik etkileri olan tatlandiricilar hakkinda daha fazla deneysel

caligmalara gereksinim duyulmustur (Pehlivan & Koksal, 2020).

Bu tez calismasinin amaci, GKM’lerden biri olan aspartamin (ASP) insan 16kosit ve
eritrositleri {izerine olan etkisinin in vitro kosullarda incelenmesidir. Bir diger amaci ise,
ASP’nin olas1 zararli etkilerine karsi antioksidan 6zelligi olan D vitamininin insan kan

dokusu iizerindeki muhtemel etkilerinin titresim spektroskopik yontemi ile arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Katki Maddelerinin Tanimi ve Kullanimi

Katk1 maddesi terimi latincede “katmak™ anlamina gelen “addere” kelimesinden tiiretilerek
kullanilmaya baglanmistir (Arslan, 2011). Tiirk Gida Katki Maddeleri Y 6netmeliginde,
gida katki maddeleri “Tek basina besin olarak kullanilmayan veya gidanin 6zgiin bileseni
olarak faydalanilmayan, tek basina besleyiciligi olan veya olmayan, teknolojik bir hedef
dogrultusunda gidanin iiretimi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, taginmasi veya
depolanmasi gibi asamalarda gidaya eklenmesi sonucu kendisi ya da yan iriinleri,
dogrudan ya da dolayl1 olarak o gidanin bileseni olan maddeler” olarak tanimi yapilmistir

(Erden Calisir & Caliskan, 2003).

GKM’lerin kullanim amaci gidalarin raf d6mriinii uzatmak, besin maddesinin dogal rengini,
aromasini, goriintiisiinii korumak, gida kalitesinin yiikselmesini saglamak, tiiketici i¢in
besini daha c¢ekici hale getirmek, hazirlama esnasinda gidanin niteligini korumak,
istenmeyen degisikliklere engel olmak ve besleyici degerini korumaktir (Boga & Binokay,

2010).
GKM'lerinin kullanilmalarinda dikkat edilmesi gereken hususlar bulunmaktadir:

e GKM!lerin higbiri, hangi amagla kullanilirsa kullanilsin insan saglig1 iizerine zarar
verici olmamalidir.

e GKM’leri katildig1 besinlerin besleyiciligine zarar vermemeli, besin degerini
diistirtmemeli ve degistirmemelidir.

e Kullanilacak GKM’nin analiz sonuglar1 ve kullanilma oran1 bilinmelidir.

e (Gidanin igindeki vitaminlerin dogal yapisin1 bozmamali ve besinlerin emiliminde
azalmaya neden olmamalidir.

e GKM, katildig1 gidalarin igerisinde esit bir sekilde yayilmig olmali ve {iriinlin mali
degerini artirmamalidir.

e Kullanilacak GKM’leri hakkinda in vitro ve in vivo deneyler yapilmis olmali ve
ozellikleri bilinmelidir.

e (Gidaya ne miktarda katilabilecegini belirtmis olmali, belirtilmis miktardan fazlasi
konulmamali ve iiretimleri esnasinda, katki maddesi katilan gidalarin denetimi
devamli yapilmalidir.

e Kullanilan GKM’nin ismi ve miktar1 gidanin etiketinde belirtilmelidir.



e Kullanilan GKM’nin, gidanin bozuklugunun géziikmesini engelleyici ve tiiketiciyi
aldatict olmamalidir.

e Katki maddelerinin hangi gidalar igerisine, ne oranda ve hangi hedefler
dogrultusunda katilabilecegi GKM kodeksinde aciklanmis olmalidir.

e Diyet gidalara ve 0Ozellikle ¢gocuk mamalarina ilave edilmesi diisiiniilen katki
maddesinin, katilma sartlar1 ve kullanilma oranlar1 hususi olarak izne tabi olmalidir

(Bagct, 1997; Erden Calisir & Caliskan, 2003).

Giiniimiizde 8000’in iistiinde katki maddesi bulunmakta olup, Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) bu gida katki maddelerinden 2800 tanesinin kullanimina izin vermistir.
Avrupa Birligi ’nin kullanimini onayladigi katki maddelerinin sayisi ise yaklasik 297

tanedir (Giiltekin, 2011).

Cok fazla GKM bulundugu i¢in; igerik, amac¢ ve kullanim sekline gore farkl sekillerde
siniflandirilmaktadirlar. Tablo 2.1°’de GKM’ler simiflandirilmistir.

Tablo 2.1. Gida Katki maddelerinin siniflandirilmasi

1.Kaliteyi koruyarak raf 6mriinii uzatanlar (Koruyucular)

1.1. Antioksidanlar (BHA, BHT, propilgallat...)

1.2. Antimikrobiyaller (nitrit, benzoik asit, sorbik asit, kiikiirt dioksit...)

2.Hazirlama ve pisirme ozelligini gelistirenler

2.1. Topaklanmay1 6nleyenler (magnezyum oksit, magnezyum karbonat, silikon dioksit...)

2.2. pH ayarlayicilar (asetik asit, propionik asit, kalsiyum karbonat...)

2.3. Stabilizorler, kivam arttiricilar (kalsiyum asetat, kalsiyum karbonat...)

2.4. Emiilsiyon yapicilar (lesitin, mono ve digliseritler...)

3. Aroma, lezzet, tad ve renk gelistiriciler

3.1. Lezzet arttiricilar (MSG, inisitol)

3.2. Lezzet vericiler (aroma maddeleri)

3.3. Yapay tatlandiricilar (aspartam, sakarin, asesulfam K, neoherperidin DC...)

3.4. Renklendiriciler (tartarazin, kurkumin, annotto, b-karoten...)

4. Besin Degerini Koruyucu, Gelistiriciler (besin égeleri)

4.1. Diyette eksik olabilecek besin 6gelerini ekleme (A, D vitaminleri)

4.2. Isleme sirasinda kaybolan besin dgelerini yerine koyma (B1, B2, niasin)

(Kaynak: Boga & Binokay, 2010)



Avrupa Birliginde kullanilmasi kabul edilen GKM i¢in “Europe” kelimesinin ilk harfi olan
E harfinden yararlanilarak numaralandirma yapilmaktadir. E kodu, toksikolojik ydnden
incelemeleri tamamlanmis ve kullanilabilir miktar araligi belirlenmis GKM’ye gore verilen
uluslararasi pratik bir kodlama yontemidir (Y 6riikk & Danyer, 2016). "E" numara sistemi ile

GKM'nin temel islevlerine gore siniflandirmasi Tablo 2.2 ‘deki gibidir:

Tablo 2.2. Katki maddeleri ve E kodlar1

Gida Katki Maddesi E Kodu
Renklendiriciler E100-199
Koruyucular, Antimikrobiyaller E200-299
Antioksidanlar, Fosfatlar E300-399
Emiilsifiyer ve Stabilizatorler E400-499
Asit - baz saglayicilar, Topaklanmay1 Engelleyici Ajanlar E500-599
Lezzet Arttiricilar E600-699
Tatlandiricilar, Yiizey Kaplama Ajanlari, Gazlar E900-999
Degisik Katkilar E1000-1399
Modifiye Nisastalar E1400-1499
Yapay Lezzetler ve Lezzet Coziiciiler E1500-1525

(Kaynak: Erden Calisir & Caliskan, 2003; Kiiciikoner, 2011)

2.2. Gida Katki Maddeleri ile flgili Yapilan Calismalar

Gida katki maddeleriyle yapilan bir calismada katki maddelerinin kullanilmasina bagl
olarak insan saghigma etki edecek bazi yan etkilerin olabilecegi tespit edilmistir. Bunlar;
mide bulantisi, kusma, ishal, migren, anafilaksi, egzama, Trtiker, irritabl bagirsak
sendromu, rinit, anjioodem, eksfolyatif dermatit, hiperaktivite ve diger davranis

bozukluklaridir (Tuormaa, 1994).

Olney ve Ho’ nun (1970) lezzet arttirici olarak kullanilan glutamik asit ile yaptigi bir
caligmada glutamik asitin beyin hiicrelerinde hasara sebep olabilecegi gdézlenmistir. Bu
nedenle glutamik asiti norotoksik madde olarak degerlendirmislerdir. Glutamik asitin
yetigkin kisilerde gogiiste agri, uyusukluk ve yanma gibi belirtileriyle seyreden Cin

Lokantas1 Sendromuna neden oldugu tespit edilmistir (Schaumburg vd., 1969).



Ward ve arkadaslarinin (1990) hazir jole karisimlarinin, i¢ecek tozlarinin, sekerlemelerin,
hazir keklerin, kurabiyelerinve alkolsiiz iceceklerin icerisinde renklendirici olarak
kullanilan Tartrazin ile yaptiklar1 c¢alismada, tartrazinin kullanilmasiyla ¢ocukluk

hiperaktivitesi arasinda iliski goriilebilecegi ortaya konulmustur.

Sodyum benzoat ve potasyum benzoat sucukta, salamda, cipslerde, hazir kofte harglarinda,
hazir soslarda, meyve sularinda ve sekerlemeler de koruyucu olarak kullanilmaktadir.
Sodyum benzoat ve potasyum benzoat ile yapilan caligmalar sonucunda bu koruyucu

maddelerin genotoksik etkilerinin olabilecegi ortaya konmustur (Zengin vd., 2011).

Yapilan bir ¢alismada kalsiyum propiyonatin, Allium cepa’nin kromozomal anormallik
frekansin1 kontrole kiyasla 6nemli miktarda arttirdigi ve mitotik indeksi 6nemli oranda

azalttig1 gozlemlenmistir (Tirkoglu, 2008).

Yapilan bagka bir calismada McCann ve arkadaslarinin (2007), gida boyasi olarak
kullanilan allura red’in igerisinde bulundugubir azo boya karisiminin ¢ocuklarda goriilen
hiperaktiviye etkisini arastirmiglardir. Calisma verileri, ii¢, sekiz ve dokuz yas c¢ocuklarda
yapay renklendirici olarak kullanilan gida boyalarinin hiperaktiviteyi artirdigini ortaya

koymustur.

Benzoik asit ve tuzlari ile yapilan bir ¢calismada ise bu tuzlarin genotoksik etkileri farelerde
sekiz farkli organda komet testi yontemi ile arastirilmistir. Arastirmacilar uygulanan
dozlardaki benzoik asit ve tuzlarmin DNA hasarna neden olmadigini belirtmislerdir

(Sasaki vd., 2002).

Sicanlarda yapilan bir baska ¢aligmada, 20-30 mg/kg sunset yellow uygulamasinin ishale
ve kor bagirsakta genislemeye neden olurken; kan, karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda

herhangi bir zarara yol agmadig1 goriilmiistiir (Atli, 2010).

2.3. Gida Tatlandiricilar: ve Siniflandirilmasi

Tatlandiricilar, iiretilme sekillerine gore dogal ve yapay tatlandiricilar olarak
gruplandirilirken, kalori verme 6zelligine gore ise besleyici (yliksek kalorili) ve besleyici
olmayan (diistik kalorili) tatlandiricilar olarak gruplandirilmaktadirlar (Carocho vd., 2017).
Bitkisel olan dogal kaynaklardan elde edilenler (glukoz, fruktoz, sakkaroz vb.) dogal
tatlandirici, sentezlenerek elde edilen ve dogal maddelerle benzerligi olmayanlar yapay

tatlandirict olarak siniflandirilmaktadir (Altug & Elmaci, 2009). Kalori vermeyen veya kan



sekerini ylikseltmeyen, ancak seker tadinda olan maddelere “yapay tatlandiricilar”
denilmektedir (Best & Nelson, 1993). Cok kiiciik miktarda kalori almadan istenilen tadin
saglanabilmesiyle, sekere alternatif gida katki maddesi olarak ¢ok yaygin kullanildigindan,
diyabet hastalar1 ve kilo almak istemeyenler tarafindan ¢okga ilgi gérmektedirler. Yapay
tatlandiricilarin kilo kontroliinii saglama ve obezite konusunda faydali olduklar1 kabul
edilirken, tatlh gida yeme istegini artirarak asir1 beslenme ve kilo aliminada neden
olduklarin1 gosteren caligmalar bulunmaktadir (Bellisle & Drewnowski, 2007; Fowler,

2016).

Giiniimiizde, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan yapay, diisiik enerjili veya
enerji vermeyen, gidalarda tatlandirict olarak kullanilmak tizere alti tatlandiriciya onay
verilmistir. Bu tatlandiricilar sakarin, aspartam, asesiilfam potasyum, sukraloz, neotamin

ve advantam’dir (Pehlivan & Koksal, 2020).

Ulkemizde ticari amagla fazlaca kullanilan yapay tatlandiricilar sakarin, siklamat,
asesiilfam potasyum, aspartam ve neohesperidin dihidrokalkondur. Yogun tatlandirici
ozelliginden dolayr yillar Oncesinden beri kullanilan sakarin ve siklamatin yapilan
toksikolojik ¢alismalarda yiiksek dozlarda kullanilmasi durumunda bazi saglik sorunlariyla
iliskilendirilmesinin sonucunda bu iki tatlandiricinin 6neminin azalmasina sebep olmustur.
Bu iki tatlandiriciya alternatif olarak aspartam ve asesiilfam potasyum gelistirilmis olup
diyabetik bireylerin gilinliik ihtiyaclarimin yani sira, diyet {riinlerinin iretiminde de

gereksinimi karsilamak iizere gida sanayisinde kullanilmaya baslanmistir (Y akici, 2006).

Yillar oncesinde sentezlenmesine karsin Aspartamin (Asp) tat verici 0zelligi 1965 yilinda
tesadiifen Schlatter tarafindan anlagilmistir (Baser, 1995). Diinya ¢apinda 200 milyondan
fazla insan aspartami yapay tatlandirici olarak tiiketmektedir. Kuru i¢ecek karigimlari,
cignenebilen c¢oklu vitaminler, kahvaltilik tahillar, pudingler ve dolgular, karbonath
icecekler gibi yaklasik 6000 gida iiriiniiniin igerisinde besleyici olmayan tatlandirici olarak
kullanilmaktadir (Choudhary vd., 2016). FDA aspartamin 1981'de kuru gida iiriinleri
icerisinde kullanilmasina onay vermistir (Kizilaslan, 2017). Avrupa Birligi tarafindan gida
katk1 maddesi olarak E951 kodu verilmistir (Altun, 2014). Dipeptit olan aspartamin
piyasaya siiriilmesiyle o yillarda diinyadaki tiim karbonhidrat olmayan tatlandiricilar satig

dis1 kalmistir (Baydar & Sahin, 1997).



2.4. Aspartamin Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri

Aspartam; aspartat ve fenilalanin aminoasitlerinden olusan dipeptidin metil esteri olup,
beyaz ve kokusuz kristal bir yap1 gosterir (Sekil 2.1.). Asp kuru halde kararlidir, ancak
1stya ¢ok dayanikli degildir. Isitma islemine tabii tutuldugunda tad: kaybolur. Bu yilizden
pisirmeye uygun degildir (Magnuson vd., 2007). Gram basina 4 kkal veren Asp’nin
glisemik indeksi sifirdir (Isgdren & Sungur, 2019). Tath bir lezzete sahip olmasindan
dolay1 gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan ticari sentetik bir tatlandiricidir. Siikrozdan
200 kat daha tatlidir buna karsin gidaya verdigi tathilik kalori igeriginin sadece %5’1 ile
saglandigindan aspartami diger tatlandiricilara gore daha {stiin ve popiiler kilmistir

(Baydar & Sahin, 1997).

COO”

"H3N

aspartil-fenilalanin metil ester

Sekil 2.1. Aspartanmun yapisal formiili

Kimyasal adi: Aspartil fenilalanin metil ester

Kimyasal formiilii: C14HsN2Os

Molekiil agirligi: 294,31

[zoelektrik noktast: pH 5,2 “dir.

Dalton ve rotasyon derecesi:1 M HCl i¢inde (a)p?2 = 2,3° ’dir.
Yogunluk: 0,15-0,40 g/mL

Erime noktasi: 196 °C

Bozulma sicakligi: 215 °C “dir (Yakici, 2006).

Aspartam suda neredeyse tamamen, alkolde ise kismen ¢oziinebilir. Asp 25 “C’de su
icerisinde kolaylikla ¢oziiniir (Sekil 2.2.) (Altun, 2014). Ayrica yliksek sicaklikta (>30 °C)

ve asidik ortamlarda ester bagi hidroliz olarak aspartil fenilalanin ve metanoliin olustugu



goriilmektedir (Baydar & Sahin, 1997). Asp, metanol i¢inde cok az ¢oziiniir ancak etanol,
kloroform ve heptan i¢inde ¢6ziinmez. Ayrica yagda igerisinde de ¢oziinmez. Asp’nin notr
pH’daki ¢oziiniirliigiine bakilacak olursa pH 3-4 arasindaki ¢oziiniirliigiiniin yaris1 kadar
oldugu goriiliir. Farkli pH derecelerinde ¢oziiniirliik degiskenlik gostermis olup, pH 2,2°de
(20 mg/mL, 25°C’de) maksimum ¢oziiniirlik ve pH 5,2°de (13,5 mg/mL, 25°C’de)
minimum ¢dziiniirlik oldugu gézlenmistir (Yakici, 2006). Asp, diisiik pH'li meyve sular
gibi iceceklerin igerisinde kullanilmasi uygun degildir ve uzun siireli 1siya maruz
birakilacak pastorizasyon islemlerine karsi dayaniksiz bir yapidadir (Budak & Tezcan,

2019).

e f Aspartammn sudaki ¢ozimiirkigi

1%

0%

s>
0 10 20 30 40 50
Sicakhk °C

Sekil 2.2. Aspartamin sudaki ¢oziinlirliigi (Kaynak: Yakici, 2006)

Ester baglari, nem, pH ve sicaklik gibi bazi kosullar altinda hidrolize ugramaktadir ve
aspartamin hidroliz edilmesi sonucunda aspartil fenilalanin (AP) ya da diketopiperazin gibi
siklohidrolize iirlinler olugmaktadir. Diketopiperazin halkasinin agilmasi sonucunda olusan
aspartil fenilalanin daha sonra hidrolize ugrayarak kendisini olusturan aminoasitlere ayrigir
(Sekil 2.3.). Asp’nin hidroliz edilmesiyle olusan bu iiriinlerin higbirinin tatli olmadig1 ve
asp’nin stabilesini kaybetmesinin sonucunda iiriinlerde tathilik kaybinin oldugu ifade
edilmistir (Homler, 1984; Ripper vd. 1986). Kisacas1 aspartamin dayaniklilig sicaklik, pH
ve nem gibi etkenlerden etkilenmektedir (Baydar & Sahin, 1997).



ASPARTAM

/ hidroliz \

DIPEPTIT METANOL
dipeptidaz

ASPARTIK ASIT  FENILALANIN

FORMALDEHIT
transaminaz fenilalanin hidroksila ¢

, T TIROZLIN

sitrik asit siklusu tirozin hidroksilaz
CcO,

COs+H
CO, katekolaminler Dy HE0

Sekil 2.3. Aspartamin par¢calanma mekanizmasi (Kaynak: Sevindik, 2017)

Aspartamin ticari olarak kullanilan {i¢ farklh sekilde formlar1 bulunmaktadir. Bunlar toz
formu, graniil formu ve ince graniil formudur. Bu formlarin hepsi ayni ¢oziiniirliik
0zelligine sahip olmalarina karsin, toz formunda olan aspartam graniil formda olanina gore
daha hizli ¢oziinmektedir. Ortam kosullarina bagl olarak ¢oziinme siiresi 5-30 dakika

arasinda degisim gostermektedir.

Aspartam diger yapay tadlandiricilara gore daha avantajlidir. Bu avantajlar su sekilde

siralanabilir:

* Seker tadindadir.

» Agizda sonradan gelen bitter gibi aci bir tat birakmamaktadir.

* Proteinlerin en kii¢iik birimi olan amino asitlerin birlesmesiyle olusmaktadir.

* Viicut igerisinde dogal yolla metabolize edilmektedir.

* 100 “lin lizerinde iilkede kullanimina onay verilmistir.

* Biitiin diisiik kalorili tatlandiricilar diistintildiiglinde i¢lerindeki en giivenilir olanidir.
» Sitkrozdan 200 kat daha tatli yapidadir (Baydar & Sahin, 1997).

* Diisiik kaloriye sahiptir.

* Dogal ve yapay tatlandiricilar ile toplu bir sekilde kullanilabilir. Diger tatlandiricilarla
sinerjik etki gosterdigi ortaya konulmustur (Homler, 1984).
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« Igecekler, sekerlemeler, tablet tatlandiricilar ve siit iiriinleri gibi bircok gidanin

hazirlanmasinda kullanilmaktadir.
* Gida igerisindeki bilegenleriyle reaksiyon vermemektedir.
* Dis ciirlimesine yol agmamaktadir.

Yukarida aspartamin belirtilen tim bu avantajlarinin yaninda en 6nemli avantaji tat
kalitesinin kusursuzlugu, duyusal agidan siikrozun tadina ¢ok benzer bir tada sahip olmasi,
agiza alindiginda agizda bitter gibi aci, metalik veya kimyasal bir tat birakmamasi ve

kuruluk hissi olusturmamasidir (Altun, 2014; Arslan, 2011).

Aspartamin karbonath gazli icecekler, siit, yogurt, milkshake, icecek tozlari, naneli nefes
acicilar, cerezler, kurutulmus triinler, sert ve yumusak sekerler, sakiz, ¢ikolata, dnceden
tatlandirilmis ¢ay ve kahveler, dondurma, puding, ¢ignenebilen vitaminler ve tablet tipi
tatlandiricilar igerisinde FDA tarafindan belirlenen ¢ok genis alanlarda kullanimina izin

verilmistir (Yakici, 2006).

ABD'de aspartamin 1974'te kullanilmasina onay vermesinden sonra giivenilirligi uzun siire
boyunca tartisma konusu olmustur. Ancak yapilan aragtirmalar sonucunda aspartamin bir
zararinin  olduguna dair kanit bulunmamistir. FDA tarafindan 1981'de kuru gida
mamiillerinde kullanilmasinin ilk onayindan simdiye kadar, aspartamin giivenligi, cesitli
siyasi ve tibbi miinakasalara, Birlesik Devletler kongre durusmalarinda ve internet
sahtekarliklar1 gibi durumlara konu olmustur (Rowe, 2009). Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesinin, 2013 yilinda tekrardan degerlendirmesi sonucunda aspartam ve iirlinlerinin
belirli diizeylerde maruz kalinmasi durumunda insan tiiketimi i¢in giivenli oldugunu tibbi
degerlendirmelerde dogrulamaktadir (Kizilaslan, 2017). FDA’nin belirledigi ADI degeri
50 mg/kg/giin’diir (Shankar vd., 2013). Belirtilen miktarda kullanilmasi durumunda kanser
yapici, norotoksik veya herhangi baska bir karsit etkiye neden olduguna ait kanit

bulunmadigi beyan edilmistir (Magnuson vd., 2007).

2.5. Aspartam ile Ilgili Yapilan Calismalar

Aspartam son zamanlarda yapilan c¢alismalarda ilgi duyulan bir konu olmustur. Genel
anlamda giivenli kabul edilmesine karsin murin modeller tizerinde yapilan arastirmalarda
kanser, tip II diyabet ve sinir hiicrelerinde hasara yol ac¢tig1 goriilmiistiir (Ashok vd., 2013;

Fagherazzi vd., 2013). Aspartamin hidrolizi sonucunda agiga cikan metanoliin beyin
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hiicrelerinde, lokomotor fonksiyonlarda degisiklige, doku ve hiicreler lizerinde oksidatif
strese sebep olabilecegi bildirilmistir (Ashok vd., 2017). Aspartam viicuda alindiginda
kanserojen ve norotoksik etkiler gosterebilmektedir. Amerikan Saglik Bakanligi’na bagh
FDA'’ya bildirilen gida katk1 maddelerine ait yan etkilerin %75 ini aspartamin olusturdugu
belirlenmistir. Aspartamin neden oldugu ve yapilan arastirmalar sonucunda belgelenen
belirtilerden bazilari; bas agrist ve donmesi, migren ataklari, nobet gecirme, viicutta
uyusma, mide bulantisi, kaslarin ani ve beklenmedik sekilde kasilmasi, deride dokiintii,
kilo alimi, uykusuzluk, goérmede bozukluk, isitme kayiplari, yorgunluk, nefes darligi,
konusma bozuklugu, vertigo, tat kayiplari, hafiza sorunlar1 ve degisik eklem agrilaridir
(Bereket, 2012). Aspartam kullanildiginda sindirim sistemi icerisinde aspartat, fenilalanin
ve metanole kadar ayristirilir. Fenilalanin meydana gelmesi fenilketoniiri hastalar1 igin
zararli etki ortaya c¢ikarir (Mackey & Berlin, 1992). Fenilketoniiri (PKU) hastalari
fenilalanin amino asitini metabolize edemediklerinden dolay1 fenilalanini fazla miktarda
almamalar1 gerekmektedir. Aspartam viicutta fenilalanin amino asitine doniismesinden
dolay1 fenilketoniiri hastalarinin giinliik fenilalanin tiiketimleri ile aspartam tiiketimlerini
beraber degerlendirerek fazla miktarda almamaya dikkat etmelidirler (Magnuson vd.,
2007). Bu durum g6z oniinde bulundurularak aspartam iceren besin maddelerinin iizerinde

fenilketoniiri hastalarina 6zgii bir uyar1 yazisit bulunmaktadir.

Yapilan bir c¢alismada, iilkemiz ve diinya genelinde c¢okc¢a kullanilan aspartam ve
asesiilfam K’nin, siganlarin testis dokusu tizerine etkilerinin 151k ve elektron mikroskobu
ile aragtirilmast hedeflenmistir. Bir grup hayvana 200 mg/kg gilinliik doz aspartam; diger
gruptaki hayvanlara ise 300 mg/kg giinlilk doz aspartam 8 hafta siireyle veriliyor. 200
mg/kg giinliik doz aspartam verilen sicanlarin testis dokularinin 151k mikroskobik
sonuglarina bakildiginda, seminifer tiibiillerde dejenere olmus kisimlarin oldugu ve
interstisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerin sayisinda ise azalma oldugu goriilmiistiir.
300 mg/kg giinliikk doz aspartam verilen diger gruptaki siganlarin testis dokularimin 11k
mikroskobik sonuglarinda seminifer tiibiil epitelinde dejenerasyon ve dokiilmelerin mevcut
oldugu, kimi tiibiillerin ise vakuoliz bir gériiniis aldig1 goriilmiistiir. Ustelik birgok tiibiiliin
liimen kisminda immatur spermatojenik hiicre y1ginina rastlanmistir. Membrana propriada
kalinlagsmanin oldugu ve diizensizlik dikkatleri ¢ekerken, interstisyel alanda genislemenin

ve 6demin belirginligi tespit edilmistir (Sencar & Kuyucu, 2020).

Aspartamim deney hayvanlar1 lizerine zararli etkilerinin incelendigi bir diger calismada;

250 mg/kg, 500 mg/kg ve 1000 mg/kg giinlik doz aspartam tliketilmesinin karaciger

12



enzimlerinden olan alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
diizeylerini etkileyici derecede arttirdig1 belirlenmistir (Abhilash vd., 2011; AbdElIwahab
vd., 2017; Alkafafy vd., 2015).

Bir baska calisma ise sicanlarin serebral korteksi {lizerine yapilmistir. Calisma ile
sicanlarda serebral kortekste 2, 4 ve 6 haftalik siirelerle 40 mg/kg giinliik doz aspartam oral
yolla verilerek oksidatif stres iizerine etkisine bakilmistir. Azalan lipid peroksidasyonu,
glutatyon ile nitrik oksit seviyeleri ve siiperoksit dismutaz, glutatyon-s-transferaz, katalaz
enzimlerinin aktiviteleri saptanmistir. Elde edilen sonuglara gore aspartamin alinimu ile
oksidatif stresin azalmasi tedavi siiresine bagli olabilecegi ifade edilmistir. Kisa siire
aspartam alinimi oksidan bir etkiye sahip olmazken, siganlardaki serebral kortekste 4 ve 6

haftalik aspartam alinimi oksidatif stresi azalttig1 goriilmiistiir (Iman & Neveen, 2011).

Schwartz, yaptig1 bir ¢alisma ile aspartamin kullanilmasinin meme ve prostat kanseri

goriilme siklig1 arasinda iliski bulundugunu saptamistir (Schwartz, 1999).

2.6. Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE)

Dokularda fosfolipidlerle bilesik halinde ya da serbest halde bulunan asetilkolinesteraz
(AChE), asetilkolini hidrolizleyebilen nonspesifik bir enzimdir. 1938 yilinda ilk defa
elektrik baliginin elektrik organindan ekstraksiyon yontemiyle saflastirilmistir. AChE
karacigerde, eritrositlerde, sinir u¢larinda, beynin gri cevherinde ve dalakta varligi tespit
edilmistir. Biiylik bir ester olan asetilkolin sinir hiicreleri arasinda nérotransmitter madde

olarak gorev yapmaktadir (Giiven, 2000).

AChE’nin birincil biyolojik rolii; asetilkolinin sinaptik bosluga saliverildiginde
olusturdugu sinirsel impulsu hizli bir sekilde sonlandirmasidir. AChE, asetilkolinin (ACh)
asetat ve kolin molekiiliine hidrolizini saglayarak sinaptik boslukta olusan ACh’yi ortadan

kaldirmaktadir (Sekil 2.4.) (Schumacher vd., 1986).

H,C

o CHs
AChE HaC
H3C O\)J\ + \
+ J— . N
\N/\/ CHS _ /+\/\
- o) OH
HsC |
CH;
kolin

asetilkolin asetik asit

Sekil 2.4. ACh’nin AChE tarafindan hidrolizi (Kaynak: Schumacher vd., 1986)
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AChHE, her biri 80 kDa molekiiler agirligi olan ve etki noktalar1 ayr1 dort alt birimden
olusmus bir proteindir. Asetilkolinin hidroliziyle lokal reseptdrlerin devamli uyarilmasi ve

kas ya da sinirlerin paralizi engellenmektedir (Vale, 1998).

Asetilkolin (ACh), sinir ve noromuskiiler sistemlerdeki esas norotransmitter maddedir
(Kirby  vd., 2000). Ksenobiyotikler, canlilarda  toksisite = mekanizmalarini,
asetilkolinesterazi (AChE) inhibisyona ugratarak da gerceklestirebilirler. Inhibisyon
sonucunda sinapslarda fazlaca ACh birikmesiyle nikotinik ve muskarinik reseptorlerinin
aktiviteleri artar ve kolinerjik sistem devamli olarak uyarilir (Hazarika vd., 2003). AChE
aktivasyonundaki inhibitor etki, ksenobiyotiklerin ayni zamanda, sinir hiicrelerinde olan
enerji metabolizmasi gibi 6nemli hayati siiregleri etkiledigi de goriilmiistiir (Nath &
Kumar, 1999). AChE’nin inhibisyonunun 6l¢iilmesi, ksenobiyotiklerle etkilenmenin ortaya

konulmasinda kullanilan faydali bir biyobelirtectir (Adams, 2002).

2.7. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran
kimyasal maddelere verilen isimdir. Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks
yapilt organik bir molekiil olabilmektedir. Kimyasal ve biyokimyasal tepkimelerin hepsi
atomlarin  dig  yoriingelerinde  bulunan elektronlarin  seviyesinden baglayarak
gerceklesmektedir (Kiling & Kiling, 2002). Bu maddeler yiiksek enerjili, kararsiz ve
eslesmemis elektron bulundurmalarindan dolayi, baska maddeler ile reaksiyona girerek
kararlt olma egilimi icerisindedirler. Bu radikaller eksik olan elektronlarini tamamlamak
icin genellikle hiicre igerisinde bulunan birgok molekiile (DNA, Protein, Lipid vb.) saldir1
yaparak elektronlarini tamamlayip kararli bir yapiya ulasabilmek amaciyla bu yapilarin

zarar gormesine yol acarlar (Akkus, 1995).

Serbest radikallerin metabolizma igerisindeki yogunlugu azaldiginda bazi yararli etkiler
ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar savunma sistemine katki saglama, hiicresel sinyalleri aktive
etme, bazi maddelerin biyosentez reaksiyonlarina katilarak gelisimlerini uyarma gibi
etkilerdir. Serbest radikallerin canli organizmada yogunlugu arttiginda zararh etkileride
ortaya ¢ikmaya baglar. Hiicre igerisindeki organellerin zarlarinda bulunan lipit,
karbonhidrat ve proteinlerle ayrica DNA ile etkilesime girerek oksidatif zararlara sebep
olurlar. Bu yiizden metabolizmada olusan oksidan diizeyindeki artis bir¢ok hastalik ortaya

cikarabilir (Mangan, 2019). Serbest radikallerin sebep olduklar1 zararm, bagisiklik
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sisteminde zayiflamaya, kalp damar hastaliklarina, katarakta, ¢esitli kanser tiirlerine, sinir
sisteminde dejeneratif hastaliklara neden oldugu bilinmekle beraber yaslanmay: tesvik
ettigine dair bilgiler de bulunmaktadir (Diplock, 1998). Bu sebeplerden dolayr canlida

oksidan ve antioksidan diizeyinin dengeli bir sekilde bulunmasi gerekir (Mangan, 2019).

Serbest radikaller oksijen kaynakli olabildikleri gibi nitrojen kaynakli da olabilmektedirler.
Bu serbest radikallerden oksijen kaynakli olanlarina reaktif oksijen tiirleri (ROT) ismi
verilirken, nitrojen kaynakli olanlarma ise reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ismi verilmistir
(Valko vd., 2007). Insanda meydana gelen solunum reaksiyon zincirinde oksijenden dolay1
stiperoksit, singlet oksijen, hidroksil gibi baz1 reaktif oksijen tiirleri (ROT) aciga
cikmaktadir. Metabolik reaksiyonlar sonucunda agiga ¢ikan siiperoksit (O2¢”), hidroksil
(*OH), alkoksil (ROe¢), peroksil (ROQe¢) ve nitrik oksit (NOe*) gibi oksijen merkezli serbest
radikallerin yani sira singlet oksijen ('O2), hidrojen peroksit (H2O2) ve hipoklorit (HOCI)
gibi radikal olmayan tiirlerde ROT olarak bilinen bilesiklerdendir (Stahl & Sies, 1993).
Serbest radikaller metabolizma igerisine disaridan alinabilecegi gibi endojen olarakta
iretilebilmektedirler. Mitokondri organelinde enerji iiretimi esnasinda olusabildigi gibi
bazi hormonlarin neden oldugu stres reaksiyonlarinin sonucunda da olusabilmektedirler

(Sakihama vd., 2002).

Endojen kaynakli olarak, elektron transport sistemiyle aerobik solunum esnasinda
katalizlenen oksijenler yan iiriin olarak, lipit peroksidasyonu, mitokondriyal sitokrom
oksidaz ve ksantin oksidaz gibi ¢esitli kaynaklardan, yangi durumunda serbest birakilan
sitokinler sayesinde makrofajlarin ve notrofillerin iiretmesiyle, immiin sistemin patojenlere
yanit olarak ve otooksidasyon reaksiyonlar1 gergeklesirken nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz ve ksantin oksidaz (XO) gibi enzimler ile sitokrom P450
sisteminde agiga cikan elektron kagaklar1 sebebiyle serbest radikaller iiretilir. Ayrica
eksojen kaynakli olarakta UV i1simnlar, X-ray, mikrodalga ve gama 1sinlari, sigara ve alkol
tiilketimi, kloroform gibi su kirletici maddeler, bocek ilaglar1 ve parfiimler vb. gibi

etkenlerde serbest radikal olusturur (Karabulut & Giilay, 2016).

2.8. Lipit Peroksidasyonu

Ksenobiyotiklerin sebep oldugu oksidatif stresin asil hedefi hiicre zarlaridir. Hiicre
zarlarinda bulunan lipitlerin peroksidasyonu doku hasarina neden olan kacinilmaz
siireclerden biridir (Possamai vd., 2007). Ksenobiyotiklerin zardaki fosfolipidlerde bulunan

poliansatiire yag asidi zincirinde degisikliklere sebep olduklar1 bu olaya lipid
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peroksidasyonu (LPO) denir. LPO, enzimler ve reseptorler gibi proteinlerin fonksiyonlari
iizerinde zarar verici etkiler gosterirler. Hiicre zarlarinda meydana gelen LPO, zarlarin
yapisal bitlinliiklerinde bozulmalara ve zarda fonksiyon kayiplarinin olmasina neden
olmaktadir (El-Gendy vd., 2010). Ksenobiyotik toksisitesinde rol oynayan énemli olay lipit
peroksidasyonudur (Ognjanovic vd., 2010).

Serbest radikaller, hiicre zarlarinin fosfolipit tabakalarindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerine saldir1 yaparak LPO’nun son iirlinii olan malondialdehiti (MDA) olustururlar
(Sekil 2.5.) (Mansour & Mossa, 2009). Olusan MDA, zarda bulunan bilesiklerde ¢apraz
baglanmalara ve bu bilesiklerde polimerizasyona sebep olarak bunun sonucunda zar
yapisinda, iyon gecislerinde ve enzim aktivitelerinde bir¢cok degisiklige yol agmaktadir
(Akkus, 1995). Ortaya ¢ikan bu durumlardan dolayt MDA’ nin genotoksik, mutajenik ve
karsinojenik oldugu ortaya siiriilmektedir (Mercan, 2004). Ayrica aldehit tlirevleri
icerisinde yer alan MDA’ nin fosfolipitler, niikleik asitler ve proteinlerdeki amino grup ile
reaksiyona girmesi sonucunda bu molekiillerin yapisinda bozulmalar olmaktadir (Krishnan
& Kodrik, 2006). MDA, LPO’nun son iiriinii oldugundan artan MDA, LPO’nun 6nemli bir
indikatorii olup yiiksek derecede toksik aldehit molekiiliidiir (Bas vd., 2013; Del Rio vd.,
2005).

HO
RH —<——> R* Karbon merkezli
Doymamis yag asiti radikal
(PUFA) §

Konjugedienler

l,o,

ROO* Lipidperoksil radikali

l

ROOH Lipidhidroperoksit

Hegzenal &~ > 4-Hidroksinonenal (HNE)

Malondialdehit
(MDA)

Sekil 2.5. Lipit peroksidasyonu yan iiriinleri (Kyanka: Ozcan vd., 2015)
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2.9. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan sistemler arasinda bulunan dengenin oksidanlar
yoniinde bozulmasi sonucunda lipit peroksidasyonunun ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusmasiyla canlida hiicresel hasarlara yol a¢masi olarak tanimlanmaktadir (Fearon &
Faux, 2009). Baska bir ifadeyle ROT un fazla miktarda iiretilmesi de oksidatif stres olarak
adlandirilabilir (Baskol vd., 2007). Oksidatif stres, fazla miktarda reaktif oksijen
radikalinin veya nitrojen radikallerinin olusumuyla ya da antioksidan tampon sisteminin
yetersiz olmasi sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirevleri
seviyelerinin artmasi hiicrelerde toksik etkiye yol acarak hiicrenin protein, lipit ve DNA
gibi molekiillerine zarar vermektedir. Bundan dolayida birgok hastaligin patogenezinde
onemli bir yere sahip olmustur (Erel, 2005; Isik & Selek, 2007). Oksidatif stres, yaslanma,
artrit, diyabet, astim, hipertansiyon, katarakt, otoimmiin hastaliklar, ateroskleroz, kanser,
demens, norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer ve Parkinson gibi ¢esitli patolojik
durumlara yol agan bir dizi hiicresel islevi bozmaktadir (Gupta & Sharma, 2006; Jose &
Janardhanan, 2000).

2.10. Antioksidanlar

Antioksidan, hiicrede metabolizma reaksiyonlar1 sonucunda ortaya ¢ikan toksik maddeler
olan serbest radikallerle savasarak onlarin olusturacaklari hasar1 engelleyen maddelere
denir (Granato vd., 2018). Antioksidanlar, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin neden
oldugu oksidatif hasarlar1 engelleyerek ve bu radikallerin fazlaliklari deaktive ederek
savunma sistemi olarak gorev yaparlar. Metabolik reaksiyonlar sonucunda metabolizmada
olusan oksidan diizeyini ayarlayarak oksidan/antioksidan dengesini kurmaktadirlar (Lobo
vd., 2010). Oksidan ve antioksidan dengesi bozuldugunda ise kanser basta olmak {izere
bircok hastalik ortaya c¢ikabilir (Gupta vd., 2012). Insanin metabolizmasi olusan bu
ROT’lara karst kendi savunma sistemleriyle olusturdugu ya da disaridan aldigi
antioksidanlar araciligiyla immiin savunma saglayarak kanser gibi ortaya c¢ikabilecek
bircok hastalig1 azaltabilir. Antioksidanlarin yapisinda, serbest radikallerde oldugu gibi
eslenmemis elektron bulundurmak yerine tam tersi fazla elektron bulundurmaktadirlar ve
bu elektronlar1 serbest radikalleri etkisiz hale getirmek icin onlara aktarirlar (Valko vd.,
2006). Bu sayede antioksidan maddeler, hiicrelerde zarara yol acan prooksidanlar1 (reaktif

oksijen ve nitrojen tiirleri, serbest radikaller) etkin bir sekilde indirgeyerek toksisitesi

17



diisiilk veya toksik olmayan {iiriinlere doniistiirmiis olurlar (Cao & Prior, 1999). Ayrica

antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunlarini engelleyerek ve reaktif oksijen

tiirevlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedirlar (Reiter, 2000).

Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gostermektedir. Bunlar;

1. Serbest radikallerin olusmasinin 6nlenmesi:

Baslatici reaktif tiirlerini uzaklastirma etkisi.
Oksijeni uzaklagtirict veya konsantrasyonunu azaltici etkisi.

Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirici etkisi.

2. Meydana gelen serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

SOD, GPx, katalaz gibi baz1 antioksidanlar serbest oksijen radikallerine etki ederek
onlar1 tutar veya daha az reaktif Ozellikte olan bagka bir molekiile ¢evirerek
“toplayici (scavenging)” etki gosterirler.

E vitamini (o -tokoferol), C vitamini (askorbik asit), flavonoid (kuersetin, katesin
vb.) gibi maddeler serbest oksijen radikalleri ile etkilesime girip onlara bir hidrojen
atomu vererek aktivitelerini azaltip veya inaktif hale doniistiiren “bastirici
(quencher)” etkiye sahip 6zelliktedirler.

Hemoglobin, albumin ve seruloplazmin ise serbest oksijen radikalleri baglayarak
zincir reaksiyonlarini kirip islevlerini engelleyici “zincir kirier (chainbreaking)”
etki gosterirler.

Bu etki tipinde diger etki sekillerinden farkli olarak serbest radikaller ile etkilesime
girilmez. Serbest radikallerin meydana getirdikleri hasarlarin onarilmasi etkisi ise

“onarici (repair)” etkidir (Mickle & Weisel, 1993; Temiir, 20006).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olarak iki grup {izerinden degerlendirilirler.

Endojen kaynakli olan antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak iki gruba

ayrilirken, eksojen kaynakli antioksidanlar vitamin ve ilaglar olarak iki gruba ayrilirlar.

Endojen kaynakli aktioksidanlardan enzimatik grupta olanlara stiperoksit dismutaz (SOD),

katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-

tranferaz Ornek verilirken, nonenzimatik grupta olanlara ise albiimin, bilirubin, melatonin,

koenzim Q10, seruloplazmin, iirik asit, glutatyon, transferrin, selenyum ve a-lipoik asit

ornek olarak verilebilir (Tablo 2.3.) (Mangan, 2019).
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Tablo 2.3. Endojen kaynakli antioksidanlar

ENDOJEN KAYNAKLI ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR | NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
Glutatyon rediiktaz (GR) Albiimin Glutatyon
Glutatyon peroksidaz (GPx) Koenzim Q 10 Transferrin
Katalaz (CAT) Urik asit Seruloplazmin
Siiperoksit dismutaz (SOD) Bilirubin Selenyum
Glutatyon-S- Transferaz (GST) Melatonin a-lipoik asit

(Kaynak: Karabulut & Giilay, 2016)

2.10.1. Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Ksenobiyotikler, antioksidan enzimlerin gosterdikleri aktivitelerde degisikliklere sebep
olurlar (Ognjanovic vd., 2010). Antioksidan sistemler kimyasal stres altinda indiiklenirler
veya inhibe olabilmektedirler. Indiiklenme uyum olarak yorumlanmakta olup
organizmanin giivensiz kirli ortamda kismen veya tamamen stresle basa ¢ikabilir anlami
tasitmaktadir. Diger durumlarda organizma toksik ajana karsi daha hassas hale gelerek
boylelikle toksisite baslamis olur. Bu yiizden antioksidan sistemler sadece kontaminant

etkisine neden olmazlar, toksisitede de biyomarkir olmaktadirlar (Cossu vd., 1997).

2.10.1.1.Enzimatik Antioksidanlar
2.10.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

ROT’lara karsilik savunmada ilk hatti olustururlar (Karabulut & Giilay, 2016). SOD
enzimi endojen olarak iiretilen, prostetik gruplar iceren metalloenzimlerin grubundan olup
hiicreler i¢in esansiyel oOzelliktedir. SOD, siiperoksit radikaline bir elektron vererek
hidrojen peroksite (H.O,) indirgemektedir (Caylak, 2011). Reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan
H,0O, daha sonra, katalaz ya da glutatyon peroksidazla ortamdan uzaklastirilmaktadir
(Young & Woodside, 2001). Insanda bu antioksidamn, bakir (Cu) ve cinko (Zn) iceren
stiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) formu sitozol igerisinde, manganez (Mn) iceren
stiperoksit dismutaz (Mn SOD) formu mitokondri organelinde ve ekstraselliiler siiperoksit
dismutaz (EC SOD) formu ise hiicre disi sivilarda bulunmak {izere ii¢ farkli formu vardir

(Sen vd., 2010; Young & Woodside, 2001).

19



2.10.1.1.2. Katalaz (CAT)

CAT esas olarak peroksizomlarda lokalize olmus, yapilarinda 4 tane “hem” grubu
bulunduran hemoproteinlerdir (Ardag, 2005). Bu enzim 6zellikle hayvanlarin karacigerinin
mitokondrisinde ve eritrositlerin sitoplazmasinda yogun olarak bulunmaktadir. Ayrica
peroksizom, kemik iligi, bobrek ve cesitli dokularda da bulunur (Caylak, 2011; Cimen vd.,
2005). CAT H20:’nin su ve molekiiler oksijene doniismesini saglayan enzimdir (Dervis,

2011).

2.10.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, dort protein alt biriminden olusmus olup, her bir alt birimde ise bir
selenyum atomu bulundurur. Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan glutatyon peroksidazin
gorevi, HoO2’den meydana gelen oksidatif hasara karsi hiicreleri korumak ve lipid
peroksitlerini  etkisizlestirmektir. Bu sayede H»O>’den OHe¢’nin  olusumunu
engellemektedir (Sen vd., 2010). Glutatyonu (GSH) substrat olarak kullanan GPx’in esas
gorevi H>O» ve alkil peroksitleri indirgemektir (Ajiboye, 2010). GSH bu sirada oksitlenmis
glutatyona yiikseltgenmis olur ve GPx, H»>O>’nin suya cevrilmesini saglayarak H>O>

seviyesini azaltmaktadir (Aly vd., 2012; Chaudiere & Ferrari Iliou, 1999).

2.10.1.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Flavin adenin diniikleotid (FAD) bulunduran glutatyon rediiktaz (GR), flavoprotein bir
enzimdir. GR, GPx tarafindan ortaya ¢ikarilan okside glutatyonu tekrar rediikte glutatyon
haline indirger. GR indirgenme reaksiyonu sirasinda NADPH’y1 elektron vericisi olarak
kullanmaktadir (Reiter vd., 1995). GR, NADPH’nin elektronlarindan birini GSSG’nin
disiilfid baglarina aktararak yeniden GSH olusmasim saglar (Ozkan & Fiskin, 2004; Sen
vd., 2010).

2.10.1.1.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi, aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri gibi lipid
peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GPx aktivitesi gostererek oksidatif strese karsi

antioksidan savunma sistemi olusturmaktadirlar. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida
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fonksiyona sahip olmalarinin yani sira hiicre igi tasiyicit ve baglayict ozellikleri ile
detoksifiye edici roleride bulunur (Pektas, 2009). GST, farkli elektrofilik maddelerin
GSH’1n tiyol grubuna konjugasyonundan sorumlu olan bir enzim oldugundan dolay1 daha

az zehirli formlar ortaya ¢ikarmaktadir (Mansour & Mossa, 2010).

2.10.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar
2.10.1.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), karacigerde sentezlenen bir tripeptittir. Glutatyon disiilfit ise (GSSG)
oksidasyona ugramis halidir. Hiicrelerde sitozol, ¢ekirdek ve mitokondri organelinde
bulunmaktadir (Biiyiikokuroglu vd., 2008). GSH, peroksitler ve serbest radikaller ile
tepkimeye girerek hiicrelerde meydana gelen oksidatif hasarlara karsi hiicreleri koruyan
nonenzimatik antioksidanlardandir. GSH, GPx’in katalitik etkisi ile lipit peroksitlerinin ve
H>07’yi detoksifikasyonunu ya da singlet oksijen, Oz~ ve OHe ’yi temizleme gibi
gorevleri yapmaktadir. Glutatyon serbest radikale kendinden bir elektron vererek etkisini

ortadan kaldirmaktadir (Sen vd., 2010; Towsend vd., 2003).

2.10.2. Eksojen Kaynakl Antioksidanlar

Vitamin olan eksojen kaynakli antioksidanlara D vitamini, a-tokoferol (E vitamini), -
karoten (A vitamini), askorbik asit (C vitamini) ve folik asitler 6rnek verilirken, ila¢ olarak
kullanilan olanlarina ise oksipiirinol, tungsten, pterin aldehit, kalsiyum kanal blokerleri,
trolox-C, rekombinant siiperoksit dismutaz, asetilsistein, albiimin, lokal anestezikler,

demir redoks dongiisii inhibitorleri, barbiiratlar ve demir selatorleri Ornek olarak

verilmektedir (Tablo 2.4.) (Mangan, 2019).

Ksenobiyotiklerin sebep olduklar1 oksidatif stresi azaltmak veya ortadan tamamen
kaldirmak i¢in farkli bir¢ok antioksidan madde uygulanmaktadir. D vitamini, dogal olarak
bulunan enzimatik olmayan antioksidanlardandir. Enzimatik olmayan antioksidan
uygulamalarin hiicrelerin sahip oldugu antioksidan kapasiteyi arttirdiklar1 bilinmektedir

(Ognjanovic vd., 2010).
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Tablo 2.4. Eksojen kaynakli antioksidanlar

EKSOJEN KAYNAKLI ANTIOKSiDANLAR
VITAMIN OLAN EKSOJEN | ILAC OLARAK KULLANILAN

ANTIOKSIDANLAR EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

D Vitamini Rekombinant SOD

Askorbik asit (C Vitamini) Trolox-C

o-Tokoferol (E Vitamini) Ksantinoksidaz inhibitorleri (oksipiirinol,
allopiirinol, pterin aldehit, tungsten)

B-karoten (A Vitamini) NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin,
kalsiyum kanal blokerleri, lokal
anestezikler, nonsteroid antiinflamatuvar
ilaclar)

Folik asit (B9 Vitamini) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar

(albiimin, mannitol)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(Glutatyon peroksidaz aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Barbitiiratlar

Sitokinler

Demir selatorleri

(Kaynak: Karabulut & Giilay, 2016)

2.11. D Vitamini ve Yapisi

Mc Callum adli bilim insant D vitaminini ilk kez 1992 yilinda morina baliginin
karacigerinden izole etmistir (Barnard & Colon Emeric, 2010). Daha sonra Goldblatt ve
Soames’in 1923’te yaptiklar1 ¢alisma ile de D vitaminin Onciiliiniin deride bulundugu ve
giines 15181 vasitasiyla yag igerisinde eriyen vitaminlerden birisi olan D vitamininin
dretildigini saptamislardir (Goldblatt & Soames, 1923). Ayrica D vitamini, viicutta uzun
siire depolanabilen ve yagda ¢oziinen vitaminlerden biridir (Cobanoglu Ozyigitoglu, 2020).
D vitamininin yag hiicreleri icerisinde depo edilmesi, viicut i¢erisinde kolesterolden sentez
edilebiliyor olmasi, iiretildigi dokudan baska viicut alanlarinda gérev yapmasi, gerektigi
zamanlarda kan dolasimina verilebilir olmast ve mineral dengesinin korunmasinda
diizenleyici gorevlerinin olmasindan dolayr hormon olarakta kabul edilmektedir (Sozen,
2011). Ayrica D vitamini endojen olarak uygun biyolojik ortamlarda sentez edilebilen

hormon ve hormon onciilii bir steroldiir (Cakici, 2016). D vitamini, giines vitamini olarakta
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ifade edilmektedir. Ciinkii D vitamininin biiyiik bir orani (%90-95) gilines 1sinlarinin
etkisiyle sentezlenir (Cobanoglu Ozyigitoglu, 2020). Dogada bulunan besinlerin cok
azinda D vitamini bulunmaktadir. Bunlara yumurta, siit, tereyagi, bircok balik tiirii, bazi
mantarlar ve karaciger ornek olarak verilebilir (Emekli, 2006). D vitamininin 1siya ve
pisirilmeye dayamikli  olmasindan dolayr besinler D  vitamini bakimindan
zenginlestirilebilmektedir (Holick, 2007). Zenginlestirme yapilirken genellikle D
vitamininin Ds formu kullanilmaktadir. D vitamini bakimindan zenginlestirilen ilk gida
stittiir (Pilz vd., 2018). Daha sonra zenginlestirmeler tam tahilli iirlinlerde, yogurtlarda,
peynirlerde, mamalarda, pasta ve margarinlerde yapilarak yaygin hale getirilmistir. Son
yillarda ise Ozellikle portakal suyu gibi meyve sularida D vitamini bakimindan

zenginlestirilen besinler igerisindedir (Garcia vd., 2019; Pilz vd., 2018).

D vitamini, beyaz ve kristal yapidadir (Holick, 2005). D vitamini; dort halkasal yapidan
olusmus yagda ¢oziinen sterol 6zellik tasiyan, kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin en
onemli hormonudur (Sekil 2.6.) (De Luca, 2004; Shihadeh, 1998). D vitamini su icerisinde
coziinmezken, kloroform, benzen, etanol ve aseton gibi organik c¢oziiciiler igerisinde

coziinmektedir (Zempleni vd., 2008).

CHj3

HO\\\\\\\’
Sekil 2.6. D vitamininin kimyasal yapist

D vitamininin dogada, vitamin D, vitamin Ds, vitamin D, vitamin Ds, vitamin Ds ve
vitamin D- olarak adlandirilan 6 ana formu bulunmaktadir. Bu formlarin igerisinde
Vitamin D2 (25(OH)D, ergokalsiferol) ve Vitamin Ds (1,25(OH):D, kolekalsiferol) en
onemli olanlaridir (Chen, 2013).
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D2 vitamin formunun Ds vitamin formundan farki, 22. ve 23. karbon atomlar1 arasinda cift
bag ve 24. karbon atomuna bagli metil grubunun bulunmasidir (Sekil 2.7.) (De Luca &
Zierold, 1998).

K H 11 13—
11/12\13'/1l 2 | | \16
I ) P
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Sekil 2.7. Vitamin D: ve Ds formlan arasindaki yapisal fark

Vitamin D: fotokimyasal yolla bitkilerde tretilirken, vitamin Ds giines 1s18indan
yararlanilarak derinin dermis ve epidermis tabakalarinda sentezlenmektedir (Cobanoglu
Ozyigitoglu, 2020). Bitkisel kaynakli olan vitamin D- (ergokalsiferol) en ¢cok maya ve
mantarlarda bulunmaktadir. Vitamin Ds (kolekalsiferol) ise karaciger, sardalya, morina
karacigeri, somon, balik yagi, ton baligy, siit, tereyagi, margarin ve yumurta sarisinda dogal

olarak bulunmaktadir (De Luca & Zierold, 1998; Holick & Chen, 2008).

2.11.1. D Vitamininin Metabolizmasi

D vitamininin formlar1 igerisinde sadece Ds vitamini insan viicudunda sentezlenmektedir.
Bitkisel kaynakli olan D: vitamini (ergokalsiferol) ise mor oOtesi 1sinlar vasitasiyla
bitkilerin yapraklarinda sentezlenmektedir. Her iki formda hem diyetle alinabilirken hem
de sentetik olarak iiretilebilirler (Holick, 2005). Vitamin D:. ve Ds formlan yagda
coziinebildiklerinden dolayr yag dokusu igerisinde, deri, karaciger, bagirsak gibi bir¢ok

dokunun lipid bilesenlerinde bulunmaktadir (Giirdol & Ademoglu, 2010).

Ultraviyole B (UVB) 1smlarinin (290-315 nm) epidermis tabakasini gecerek fotokimyasal
olarak D vitamininin aktif formu olusturmak i¢in 7-dehidrokolesterolden (7DHC) vitamin
Ds’tin (kolekalsiferol) olusmasiyla insanin derisinde baslayan bu siire¢, karaciger ve

bobreklerde devam eder. D2 ve Ds formlari biyolojik agidan aktif degillerdir ancak pes pese

24



gerceklesen iki hidroksilasyon basamagi ile aktif D vitaminine cevrilirler. Deride iiretilen
kolekalsiferol D vitamini baglayici protein (VDBP; Vitamin D Binding Protein)
araciligiyla karacigere tasmir (Fidan vd., 2014; Holick, 2005).

Hayvansal besin kaynaklarindan aliman Ds vitamininin ve bitkisel besin kaynaklarindan
alinan D: vitamininin bagirsaklardan emilimi olduktan sonra, VDBP aracilifiyla dolasima
katilarak karacigere taginirlar (Giirdol & Ademoglu, 2010). ilk hidroksilasyon karacigerde
kolekalsiferol’iin 25. karbonunda gerceklesir ve kolekalsiferol-25-hidroksilaz enzimi ile
25-hidroksikolekalsiferole (25-OH Ds) déniisiir. Ikinci hidroksilasyon ise bobreklerde
gerceklesir. Bobreklere gecen 25-OH Ds’lin bir kismi burada 25-hidroksikolekalsiferol-1-
a-hidroksilaz enzimi ile aktif form olan 1,25-dihidroksikolekalsiferole (1,25(OH):D)
doniisirken bir kismida 24,25 dihidroksikolekalsiferole (24,25(0OH):D) doniismektedir.
Olusan 1,25-dihidroksikolekalsiferol (1,25(OH):D), Ds vitamininin en aktif formu olup, D
vitamininin tiim etkilerinden sorumludur ($ekil. 2.8.) (Dittmer & Thompson, 2011).

Giines

Deri /

:" 1-alfa-hikroksilaz

uve l

1

" 1,25(0OH) 203

| Previtamin D3 ‘

|

| Karaciger

)

| 25-0H D3 {calcidiol) |

7-dehidrokolesterol — —

‘ Vitamin D3

Vitamin D2

j o 1,25-[OH)2D3 [Calcitrol) Aktif Form
| Bébrek |

——u\___h 24,25- dihidrowyvitaminD

Sekil 2.8. D vitamininin metabolizmasi (Kaynak: Ozkan & Déneray, 2011)

D vitamininin hiicredeki etkilerini gosterebilmesi i¢in 6nemli bir yap1 olan D vitamini
reseptoriiniin (VDR) aktiflesmesi gerekmektedir ve bu reseptor D vitamini, hedef hiicreye

gittigi zaman aktif hale gelmektedir (Alptekin, 2017). VDR, steroidler, tiroid hormonlari
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ve retinoik asit reseptorlerini igeren niikleer hormon reseptor siiper ailesinin bir iiyesidir
(Ozkan & Déneray, 2011). VDR proteini, 48,3 kD agirlifina sahip olan bir molekiiler
yapida ve 427 aminoasit uzunlugundadir (Dayangac vd. 2002). Insanda VDR geni 12q 13-
14 kromozomu iizerinde bulunmaktadir. Ayrica D vitamininin VDR’ye baglanmasi D
vitamini tarafindan kontrol edilen genlerin transkripsiyonunu saglamaktadir (Valdivielso &
Fernandez, 2006). VDR renal hiicrelerin disinda 30’dan fazla dokuda (beyin, endotel,
monosit, miyokard, akciger, deri, meme, prostat, diiz kas, kolon ve makrofajlar vb.) aktif
olarak saptanan intraseliiler niikleer reseptdr olarak gosterilmistir (De Luca & Cantorna,

2001; Nemere & Carson Farach, 1998; Vuolo vd., 2012).

D vitamini etkisini ya diger steroid hormonlar gibi direkt olarak VDR iizerinden gen
transkripsiyonunu saglayarak genomik etki seklinde ya da hiicre zar1 {izerinde bulunan
VDR iizerinden kalsiyum (Ca), kloriir (Cl) gibi iyonlarin zar gegislerini degistirerek veya
hiicre ici sinyal iletim molekiilleri olan cAMP, fosfolipaz C, fosfatidil inositol-3 kinaz,
protein kinaz A ve mitojen aktive protein kinaz miktarlarin1 aktivite ederek non-genomik
etki ile reseptor diizeyindeki etkisini gostermektedir (Ozkan & Doneray, 2011). D vitamini
niikleer reseptorii ligandindaki genomik ve non-genomik aktiviteler birbirini biitiinleyici
niteliktedir. D vitamini reseptér ile uyarildiginda genomik aktivitesi giinlerce devam
etmektedir ve bu siirecte kag geni regiile ettigi ise hala bilinmemektedir (Hamilton, 2011).
Daha sonra yapilan caligmalar ile aktif olan D vitamininin genomik yol araciligiyla
300’den fazla genin ifadesini dogrudan aktive ya da inhibe ettigi belirtilmistir (Hossein-
nezhad vd., 2013). D vitamini ile yapilan gen ekspresyon g¢alismalariyla aktif formda olan
D vitamininin genomik ve nongenomik yollarla toplam genomun % 0,8- 5’ini regiile ettigi
vurgulanmistir. Yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda D vitamininin aktif formunun, hiicresel
biilyiimenin diizenlenmesi, DNA onarimi, zar gecisleri, apoptozis, oksidatif stres ve
hiicresel metabolizma gibi bir¢ok olayda gorev aldig1 ortaya konulmustur (Holick & Chen,
2008). Aym sekilde baglanan D vitamini osteoporoz, depresyon, otoimmiin ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser vb. gibi hastaliklarin olusum mekanizmasina da etki

etmektedir (Cakici, 2016).

D vitamini ile VDR’ nin baglanmasi ile baslayan siire¢, VDR’nin antioksidan enzimleri
kodlayan gen bolgelerinde bulunan Vitamin D cevap elemanina (VDRE) baglanmasiyla
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttirmasi ve oksidatif stresin indirgenmesi ile
sonuglandig diisiiniilmektedir (Jain & Micinski, 2013). Vitamin D veya Vitamin Ds’lin

toplam miktarinin sadece %]1’inin serbest bir sekilde dolasgimda bulunmasi D vitamininin
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zehirlenme tehlikesine karst koruyucu bir mekanizma oldugu belirtilmistir (Barnett &

Klein, 2006).

2.11.2. D Vitamini Diizeyleri ve Fonksiyonlar:

1,25(OH)2 D biyolojik agidan aktif form olmasina karsin yari émriiniin 4-6 saat gibi kisa
bir zaman olusundan ve dolasimdaki diizeyleri 25(OH)D’den 1000 kat daha diisiik
oldugundan dolay1 ideal Olglime uygun degildir. Kisideki D vitamini diizeyini
degerlendirmek i¢in yar1 odmrii 2-3 hafta olan 25(OH)D diizeyine bakilmalidir. D vitamini
eksikliginin ve yetersizliginin tanimlanmast ve 25(OH)D diizeyinin normal araligmin
saptanmasi i¢in birden fazla ¢alisma yapilarak bunun sonucunda; 25(OH)D diizeyi 20
ng/mL’den diisiik ise D vitamini eksikligi, 21 ile 29 ng/mL arasinda ise D vitamini
yetersizligi, 30 ng/mL’den yiiksek ise yeterli diizey (tercih edilen aralik 40-60 ng/mL) ve
150 ng/mL’den yiiksek ise D vitamini intoksikasyonu (zehirlenme) olarak kabul edilmistir

(Holick vd., 2011; Wacker & Holick, 2013).

D vitamininin metabolizmadaki 6nemli gorevleri su sekilde siralanabilir;

* Bagisiklig1 giliclendirerek destek saglar,

* Antiinflamatuar 6zellikler gosterir,

* Kalsiyum mineralinin ince bagirsaktan emilimini uyarir,

* Parathormonla beraber canlinin kalsiyum ve fosfor iyonlarinin dengesini diizenler,

» Kandaki yeterli diizeyde kalsiyumun ve fosfatin bulunmasini saglayarak kemik olusumu,
kemigin mineral dengesi, kemigin biiyiimesi ve kemikteki hasarli kisimlarin tamir

edilmesini saglar (Akkoyun vd., 2014; Holick, 2009; Kennel vd., 2010).

Vitamin D sinyalizasyonunda meydana gelen aksakliklar ve D vitamininin yetersizligi,
diyabet, osteoartrit, kanser, tiiberkiiloz, kardiyovaskiiler, MS, rikets, osteomalazi,
osteoporoz ve otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok hastaliga neden olabilmektedir (Sekil 2.9.)

(Akbel, 2010; Uitterlinden vd., 2004).
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D vitamini
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depresyon

Sekil 2.9. D vitamini eksikliginde olusan rahatsizliklar (Kaynak: Tezcan, 2012)

Vitamin D’nin sinir sisteminde hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu, noérotransmisyonu
ve noroplastisite de ¢esitli degisken rollerinin bulundugu ve norotrofik, néroprotektif etki
sagladigl goriilmiistiir (Y1lmaz & Yilmaz, 2013). D vitamini ndron gelisimini tesvik ettigi
gibi beynin gelisiminde ve fonksiyonlarinda pozitif etkilerinin oldugu eksikliginde ise
olumsuz etkilerin oldugu ortaya konulmustur (Brown vd., 2003; Kesby vd., 2011). D
vitamininin eksikligi giderek daha fazla sayida psikiyatrik durumla iliskilendirilmektedir.
D vitaminin bir norosteroid olarak smiflandirildigi ve beyinle alakali Parkinson,
Alzheimer, Multiple skleroz (MS) ve Amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi birtakim
hastaliklarin gelisimiyle baglantili oldugu gosterilmektedir. Norogelisimsel bozukluklar ve
zihinsel yetersizliklerde, epilepsi, demans ve Alzheimer, sizofreni gibi hastaliklar i¢in D

vitamininin olumlu katkilarinimn oldugu vurgulanmaktadir (Cobanoglu Ozyigitoglu, 2020).

Immiin sistem {izerinde D vitamininin etkilerinin yaninda oksidatif strese karsida koruyucu
etkisi bulunmaktadir ve bu etkisini ise niikleer reseptor olan VDR’ye baglanarak baslattig1

diisiiniilmektedir (Berridge, 2015; Dong vd., 2012).

2.11.3. D Vitamini ile Yapilan Calismalar

D vitamininin immiin sistemeolan etkisinin yan1 sira oksidatif strese karsida
koruyuculugunun oldugu ortaya konulmustur (Berridge, 2015; Dong vd., 2012). D
vitamini plazma zarlarinin stabilizasyonunu saglamasiyla lipid peroksidasyonunu azaltir.

Bir diger sekliyle GSH, GPx ve SOD gibi antioksidan sistemde goérevli enzimlerin niikleer
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reseptorleri iizerinden upregiilasyonunu saglayarakta antioksidan 6zellik gosterir (Salum
vd., 2013). D vitamini, yaslanma karsit1 bir hormon olan Klotho ve Niikleer faktor eritroid
2 ile iliskili faktér 2 (Nrf2) gibi transkripsiyon faktorlerinin yoluyla, ROT’lar1 ortadan
kaldirip ya da normal ROT sinyalizasyonunda olusan oksidatif degisikliklerini geri
doniistiirmesiyle oksidatif stresi engelleyen aktioksidan genleri ekspresyon ederek regiile
etmektedir (Berridge, 2015). Gama glutamil transpeptidaz (GGT), GSH’1n sentezini arttirir
ve D vitamini GGT nin ekspresyonunu arttirmaktadir. GGT’ den dolayr artan GSH ise
ROT f{iretiminin baslica kaynagi olan NADPH oksidaz’in (NOX) ekspresyonunu azaltici
etki yapmaktadir (Dong vd., 2012). Ayrica D vitamini, glikoz 6 fosfat dehidrogenaz
(G6PD), glutamat sistein ligaz, GR gibi antioksidan enzimlerinin ekspresyonunu
arttirmaktadir. Bir diger gorevi ise major redoks tamponu GSH’1n iiretimini arttirmaktadir
ve GPx ekspresyonunuda arttirarak H»>O»’in su molekiiline donlismesini saglamaktadir
(Jain & Micinski, 2013). Oksidatif stresin kontroliinii ve indirgenmesini saglayan diger bir
mekanizma ise D vitamininin hiicre i¢i Ca®>" homeostazisinin saglanmasindaki roliidiir.
Siirekli bir sekilde hiicre icinde artan Ca?** konsantrasyonunun sonucunda mitokondride
Ca?" birikimeye baslar. Bu durum ise mitokondriyal metabolizmay1 arttirir ve bdylelikle
02~ ve HyO; iiretiminde artislar meydana gelir. Mitokondrinin iginde artmis olan Oz~
tiretimi ise Ca*"a sinerjik bir etki yapmaktadir. Buda mitokondriyal permeabilite gecis
porlarinin acgilarak mitokondri icerisine daha fazla Ca** girmesine neden olmaktadir
(Berridge, 2015). Hiicre igindeki Ca?" miktarmin artmasit ROT {iretilmesinin yaninda
hiicre icinde RNT iiretilmesini de arttirmakta olup ayrica peroksinitrit (ONOO") {iretimiyle
sonuclanabilen nitrik oksit (NO) miktarinda da artisa sebep oldugu goriilmektedir. D
vitamini bu siiregte, hiicre igerisine Ca*" girmesini saglayict L tipi Ca?" kanallarinin

ekspresyonunu azaltir (Brewer vd., 2001).

Yapilan caligmalar glikoz intoleranst ve Tip 2 diyabetin gelismesinde, D vitamininin
pankreatik B-hiicre fonksiyonunu iyilestirdigi, insiilin direncini diislirdiigii ve sistemik
inflamasyon iizerinde pozitif etkisi oldugunu ortaya koymaktadir (Hu vd., 2004).

D vitamini diizeylerinin kanser olmus kisilerde diisiik oldugunu gostermeyi amaglayan
Liang Shi ve arkadaslarinin (2014) yaptiklar1 ¢calismada, kanser tanis1 konulan 1940 kisinin
%71’inde serum 25(OH)D diizeylerinin yetersiz ve eksik oldugu ortaya konulmustur.

Ji Riyang Kim arkadaslar1 ile birlikte yaptig1 bir ¢alismada, diisitk 25(OH)D seviyesinin
kanser hastasi olan bireylerde kotii patolojik sonuglarla iliskili oldugunu gostermeyi

amaclamiglardir. Bu c¢alismanin sonucunda tiimoér hiicrenin iriligi ve lenf nodlarinin
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yayilma alanindaki fazlalik gibi ortaya ¢ikan kotii patolojik sonuglarin D vitamini diizeyi
daha diisiik olan bireylerde daha koétii sonuglarin oldugunu anlamli olarakta farklilik

gosterdigini ortaya koymuslardir (Kim vd., 2014).

Pludowski ve arkadaglarinin (2018) yaptig1r calismada ise D vitamini diizeyinin yeterli
olmasi, bazi kanser (meme kanseri, kolorektal kanser ve kolorektal adenomlar) risklerini

azaltmada 6nemli bir faktor oldugunu belirtmislerdir.

Marquardt ve arkadaslarimin yaptigi bir c¢alisma ile Almanya’da bulunan hemodiyaliz
hastalarinin D vitamini eksikligi ve yetersizliginin %79,7 oraninda oldugu yine bu
bireylerde kanser goriilme sikliginin yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara bakilarak
bobrek rahatsizliklart olan hastalarda goriilen kanser riski i¢in D vitamininin kanseri
etkileyici Ozelliklerini vurgulayarak daha fazla caligmalarin yapilmasina gereksinim

duyuldugunu belirtmislerdir (Marquardt vd., 2015).

Zhou ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise, D vitamininin seviyesi azaldiginda Parkinson
hastaliginin riskinde artisin oldugu, fakat D vitamini eksik olan Parkinson hastalarina D
vitamini takviye edilerek D vitamini seviyeleri arttirilsada motor fonksiyonlarin tizerinde

bir etkisinin olamayacagini belirtmislerdir (Zhou vd., 2019).

Bir¢ok yapilan c¢alismalar ile vitamin D bilesiklerinin Thl ve Th2 hiicrelerinin
proliferasyonunu uyarict veya inhibe edici etkisinin varligi gosterilmistir fakat bu
bilesiklerin otoimmiin hastaliklar agisindan ifadesinin zor oldugu belirtilmistir (Adorini &

Penna, 2008).

D vitamini diizeyi yeterli olan fareler ile D vitamini eksik olan fareler lizerinde yapilan bir
caligmada bu farelere kolon kanseri olan hiicreler enjekte edilmistir. Bunun sonucunda D

vitamini eksik olan farelerde tiimor biiylimesinde anlamli olarak bir fazlalik goriilmiistiir

(Tangpricha vd., 2005).

Gen¢ ve arkadaslar1 yaptiklar1 calisma ile korneal epitelyal ve endotelyal hiicrelerde,
skleral fibroblastlarda, siliyer cismin pigmentsiz epitelinde ve erigkin retinal pigment epitel
hiicre kiiltiirlerinde 1-o00 hidroksilaz aktivitesinin gosterildigini, bundan dolayr D

vitamininin okiiler sagligin korunmasinda onemli oldugunu belirtmislerdir (Geng vd.,

2015).
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MS teshisi konan hastalarda yapilan bir calisma sonucunda, bu hastalara D vitamini
verildiginde hastaligin ilerlemesinin yavagladigi yoniinde pozitif sonuglar ortaya

konulmustur (Minen & Karceski,2011).

Yapilan bir baska calisma ile D vitamini diizeyinin yeterli olmasi otizm i¢in koruyucu
oldugu iistelik daha yiiksek dozlarda D vitamini verilmesi potansiyel bir tedavi olabilecegi

gosterilmistir (Cannell & Grant, 2013).

Yapilan caligmalarla aktive olmus D vitamini; hiicre dongiisii inhibitorleri p21, p27 ve
hiicre adezyon molekiilii e-kaderin ekspresyonunu uyarmaktadir. Ayrica keratinositlerde
UV isinlarinin neden oldugu DNA hasarlarinin tamirini arttirdigi, apoptozu azalttigi

goriilmiistiir (Bikle, 2009).

2.12. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopi; bir numunedeki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden diger
enerji diizeyine gegmeleri esnasinda absorblanan (sogurulan) veya yayilan elektromanyetik
istmanin  Olgiilmesini ve yorumlanmasini saglayan bir yontemdir. Suan giiniimiizde
gelistirilmis olan spektrofotometreler 200-2500 nm dalga boylar1 arasindaki hem
ultraviyole (UV) hem goriiniir bolge (VIS) hem de infrared (IR) bolgelerinde olciim
yapabilen cihazlardir (Milli Egitim Bakanligi [MEB], 2012).

2.12.1. Ultraviyole (UV) ve Goriiniir Bolge (VIS) Molekiiler Absorpsiyon
Spektroskopisi

Gidalarin nitel ve nicel analizlerinde, UV ve goriiniir bolgede spektrofotometrik dlgtimler

en ¢ok yararlanilan yontemlerden birisidir (Altun, 2014).

Sekil 2.10° da spektroskopide yaygin olarak kullanilmakta olan spektrum bolgelerinin
dalga boylar1 ve frekans araliklar1 gosterilmistir. Goriiniir bolge ve mor 6tesi (UV-VIS)
spektroskopisi molekiillerin elektronik ge¢islerinde verdikleri spektrumlart  konu
aldigindan dolay1 bu ikiliye elektronik spektroskopi denilmektedir ve 100-700 nm
araligim kapsamaktadir. N> ve O: gazlarinin absorpsiyonu 100-200 nm araliginda
oldugundan bu bolgede yapilacak caligmalarin vakum altinda yapilmas: gerekir bu ylizden
bu araliga vakum UV bolgesi, 200-400 nm araliga yakin UV veya UV bolgesi ve 400-700

nm araliga ise goriiniir bolge denir (Altun, 2014).
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Sekil 2.10. Elektromanyetik spektrum bolgeleri (Kaynak: Altun, 2014)

Spektrofotometrelerin calisma prensipleri, hazirlanmis ¢ozeltiden belirli dalga boyunda
151k gecirilmesi ve bu 1smmin ¢ozelti tarafindan ne kadar miktarinin tutuldugunun
bulunmasina dayanmaktadir. Cozelti igerisinde bulunan madde miktar1 ne kadar ¢ok olursa
cozelti tarafindan tutulan 1s1n miktarida o kadar fazla olur. Ciinkii ¢ozelti igerisindeki
maddelerin tamamu verilen 1sinlarin bir dalga boyunu tutarken geriye kalanlarini yansitir
veya gecirir. Cozelti icerisindeki madde ile verilen 1s1nin etkilesmesi sonucu olusacak
olaylardan en Onemlisi 1s1nin absorbe edilmesidir. Cesitli dalga boylar1 iceren bir 1sin
demeti saydam bir ortamdan gegcirildiginde i¢indeki baz1 dalga boylar1 kaybolur. Bu olaya
1sinin absorblanmasi denir. Belirli dalga boyundaki isinlar absorbe edildiginde 1sinin
enerjisi maddenin molekiillerine, atomlarina ya da elektronlarina gegerek onlar1 daha
yiiksek enerjili hale getirmektedir. Bu duruma ise atom veya molekiillerin uyarilmasi denir.
10® sn kadar siirede uyarilmis halde kalan atom veya molekiiller, tekrar enerji seviyelerine

donerek uyarilma sirasinda aldiklari enerjiyi 1s1 veya 151k olarak geri verirler (MEB, 2012).

Bir ¢ozeltinin gegirgenligini ve absorbansini etkileyen seyler; 15181 gectigi yolun kalinligi
(kiivetin kalinlig1), ¢6zeltinin yogunlugu ve her bilesik i¢in sabit olan molar absorbsiyon

katsayisidir (Altun, 2014).

Biitiin spektroskopik yontemlerde (emisyon spektroskopisi hari¢) numune kaplarina ihtiyag
vardir. Numune kaplarina hiicre veya kiivet denilmektedir. Kiivetler ¢alisilmakta olan
dalga boyu araligl ic¢in gegirgen yapida olan, soft veya borosilikat cam, kuvars veya
plastikten yapilmaktadir. Goriiniir bolgedeki Olglimlerde cam kiivetler kullanilmaktadir.
Asidik soliisyonlarda soft cam kuvetler kullanilirken, bazik soliisyonlarda borosilikat cam
kiivetler kullanilir. 350 nm altindaki 15181 cam kiivetler absorplayacagindan UV bdlgede

yapilan ¢alismalarda kuvars veya erimis silis kiivet kullanigh iken hem UV hem de goriiniir
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bolgede yapilan calismalarda ise kuvars kiivetler daha kullaniglidir. 200-700 nm dalga
boyu arasinda yapilan ¢alismalarda 6zel olarak iiretilen kalitesi yiiksek plastik kiivetler
kullanilmaktadir. Ayrica sodyum kloriir kristalleri ise IR bolgede kullanilan uygun hiicre

penceresidir (MEB, 2012).

Plastik kiivetler ekonomik olarak daha uygun fiyathdirlar ancak kullanimlar1 esnasinda
kolayca cizilebildiklerinden dolay1 uzun Omiirlii degildirler. Kuvars kiivetler ¢aligsmalar
icin ideal bir kiivet olmasina ragmen ¢ok pahalidirlar. Cam kiivetler ise hem ucuz hemde

dayanikli olmalarindan dolay1 en fazla tercih edilen kiivetlerdir (MEB, 2012).

Spektrofotometre cihazlarinin ¢ogunda (6zellikle UV, FTIR) maddelerin absorbsiyon
Ol¢timleri yapilirken 151k sadece hedef molekiil ile etkilesime girmeyip cozeltiyle de
girmektedir. Bundan dolayr cihazin verdigi spektrum sadece hedef molekiillerin
absorbsiyonu degil tiim ¢dzeltinin absorbsiyon spektrumudur. Bu durumu engellemek i¢in
kor (blank) alinarak sadece hedef molekiil tiiriiniin absorbsiyonu ortaya ¢ikarilmis olur.
Kisaca bu isleme dara almakta denir. Kor ¢ozeltisi, spektrofotometrik cihazda okuma
yapilmadan Once absorbansit 0 veya % transmittansi 100’e ayarlama amaciyla kullanilir.

Ug cesit kor ¢dzeltisi bulunur. Bunlar:

Optik kor; kiivetten ve ¢ozeltilerden gecebilecek absorbanslari ortadan kaldirmak
amaciyla hazirlanan, stok standart ¢ozelti hari¢ diger kimyasallarin konulmasiyla
hazirlanan ve 0,0 konsantrasyona sahip c¢ozeltidir. Bu kor analiz 6ncesi mutlaka yapilmasi

gerekirken, analiz esnasinda yapilmasida gerekebilir.

Reaktif korii; bulanik veya renkli reaktiflerin oldugu numune ile ¢alisildiginda sadece o
reaktifin bulundugu kor olan ve o reaktiften gelebilecek absorbansi o6l¢mek igin

kullanilmaktadir.

Numune korii; bulanik veya renkli numunelerle yapilan caligmalarda igerisinde sadece
numunenin bulundugu ve numunenin renginden gelebilecek olan absorbansi 6l¢mek icin

kullanilan kor ¢ozeltilerdir.

Spektrofotometre cihazi optik kore karsi sifira ayarlandiktan sonra reaktif koriiniin
absorbans degeri, numune ve standartlarin absorbansindan ¢ikarilarak hesaplama yapilir.
Numune koriiniin absorbansinin hesaplanmasi ise sadece numunenin absorbansindan

cikarilarak yapilmaktadir (Altun, 2014).
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2.12.2. Titresim Spektroskopisi

Bir molekiil veya molekiillerin titresim frekanslar1 infrared ve Raman spektroskopisi
olmak iizere temelde iki farkli spektroskopik teknik ile incelenebilir. Bu nedenle bu iki
spektroskopi ¢esidine titresim spektroskopisi denir. Titresim spektroskopisi, maddenin
1sinlar1 absorblamasi (IR) veya sagmasi (Raman) tizerine kurulu bir yontemdir. Titresim
spektroskopisinde 1sinlar dalga boylar: ile belirlenmez, dalga sayilari ile belirlenmektedir.
Bu spektroskopi ile molekiilde bulunan kimyasal baglarin titresim enerjileri uyarilarak
kimyasal bag ve fonksiyonlu gruplar belirlenmis olur. Daha c¢ok yap1 analizinde
kullanilirken ¢ogu durumda elektronik ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ile beraber
kullanilmaktadir. Optik izomerlerin titresim spektrumlar: birbirinin esdegeri olabilirken

diger higbir bilesigin spektrumu birbirinin esdegeri degildir (Ar1, 2015).

2.12.3. Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi 1928 yilinda Hintli fizik¢i C. V. Raman ve Kirishnan tarafindan
gelistirilen yapisal analizler i¢in kullanilan etkili bir aragtir (Diem, 1993). Bir maddenin
iistiine absorbe edemeyecegi oranda yiiksek enejiye sahip bir 151k gonderildiginde gelen
15181n az bir miktar1 her yone sagilmaktadir (Ari, 2015). Raman etkisi, sa¢ilan malzeme ve

151k arasindaki etkilesimin sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Li, 2017).

Malzeme igerisindeki molekiillerin siddetli monokromatik 1s1n demetiyle etkilesmesi
esnasinda 15181 absorbe etme olayr gerceklesmiyorsa 151k sagilmasi olayr gerceklesir.
Raman olay1 15181n sagilim siirecine dayanmaktadir. Sacilmis olan 151k Rayleigh ve Raman
sacilmasi olarak iki tiptedir. Elastik bir sacilma olan Rayleigh sa¢ilmasinda gelen 15181n
dalga boyu ile sacilan 15181in dalga boyu ayni olurken, elastik bir sagilma olmayan
Ramanda ise sagilan 1s181n dalga boyu gelen 15181n dalga boyundan daha biiyiik olmaktadir.
Rayleigh sa¢ilmasi Raman sagilmasina gore daha siddetli sagilmis 151k olusturmasina
ragmen bir adet pik verirken, titresim gecisleri hakkinda bilgi vermez. Raman sa¢iliminin
diger sac¢ilma cesitlerinden farki, sagilan 1gmnin bir kisminin molekiillerdeki titresim enerji
gecisleriyle frekans degisimlerine ugramasidir. Raman spektroskopisi yOnteminde
molekiille etkilesen 1s181in dalgaboyuna gore sacgilan 1518in dalgaboyunda olusmus olan
farka Raman kaymasi denir. Raman spektroskopisi yontemi ile kati, sivi ve gaz numuneler
incelenebilir (Yadav & Singh, 2015). Raman spektroskopisinde, numuneye lazer

kaynagiyla 151n gondererek aydinlatma yapilir, elektromanyetik radyasyon toplanarak
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elastik sacilan radyasyonu filtrelemek i¢in bir monokromatér aracilign ile
gonderilmektedir. Raman spektrumu elde etmek i¢in toplanan 15181n geri kalani ise bir

dedektore dagitilir (Li, 2017).

Raman spektroskopisi, diger spektroskopik teknikler arasinda, 6zellikle su gibi polar
coziiciiler iceren kimyasal sistemlerde one ¢ikan bir se¢imdir (Ferraro vd., 2003). Suyun
zay1f Raman sacilimi, sulu kimyasal sistemlerde yerinde analize, insan ve hassas biyolojik
sistemlerde in vitro ve in vivo analize olanak saglar (Wathsala vd., 2021). Kan
bilesenlerinin ve tam kanin Raman spektroskopik incelemesi kirk yili askin bir siiredir
devam  etmektedir. Raman  spektroskopisinin, hemoglobin  oksijenlenmesinin
anlagilmasindan kanserli hiicrelerin saglikli lenfositlerden ayrilmasina ve su¢ mahallindeki
adli sorusturmaya kadar cesitli uygulamalarda yararli oldugu kanmtlanmistir (Atkins vd.,
2017).

AChE ve antioksidan enzim aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri 6nemli oksidatif stres
biyomarkirlar1 olarak kullanilmaktadirlar (Y1lmaz, 2010). Bu nedenle bu c¢alismada gida
katk1 maddesi olan aspartam ve antioksidan 6zelligi olan D vitamininin in vitro sartlarda
insan kan hiicreleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasinda DNA fragmantasyonu, osmotik
fragilite, canlilik tayininin yam sira AChE ve antioksidan enzim aktiviteleri ile GSH ve
MDA diizeyleri de belirlenmistir, ayrica titresim spektroskopik yontem ile de kan gruplari

karsilastirtlmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Calisma icin Yozgat Bozok Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay

almmustir (2017-KAEK-189_2022.10.27_03).

3.1. Kimyasallar

Analizlerde kullanilan tiim kimyasal maddeler Sigma-Aldrich (St. Louis,MO, USA)’ten

temin edilmistir.

3.2. Eritrositlerin Hazirlanmasi

Yapilacak bu calismada sigara ve alkol kullanmayan, calistiklar1 yerde hi¢bir kimyasal
maddeye maruz kalmamis saglikli 16 erkek bireyden heparinli tiiplere 20 mL kan 6rnegi
almmustir. Heparinlesmis tam kan 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip siipernatant
uzaklastirilmistir. Daha sonra pH degeri 7,4 olan fosfat tamponu ile {i¢ kez yikanarak
eritrositler hazirlanmistir. Hemoglobin konsantrasyonu Drabkin metodu (1946)

kullanilarak belirlenmistir.

3.3. Lokositlerin Hazirlanmasi

Yapilacak bu caligmada sigara ve alkol kullanmayan, ¢alistiklar1 yerde hicbir kimyasal
maddeye maruz kalmamig saglikli 16 erkek bireyden alinan kan drnekleri iizerine izotonik
salin icinde hazirlanan %6 dekstran eklenerek 30 dakika beklenmistir. Ustte olusan tabaka
icerisinde 2,25 mL EDTA bulunan bir bagka tiipiin igine alinarak 1000 rpm’de santrifiij

edilmistir. Daha sonra 16kositler Tris buffer ile yikama yapilarak hazirlanmustir.

3.4. Hiicrelere Uygulama Plam

Eritrositler ve 16kositler asagida belirtilen gruplara ayrilmistir.
1. Grup: Kontrol grubu (n=16),

2. Grup: Etanol ile muamele edilen grup (n=16),

3. Grup: Aspartam ile muamele edilen grup (n=16), (50 mg/L) (Cadirc1 vd., 2020),
4. Grup: D Vitamini ile muamele edilen grup (n=16), (50 ng/mL) (Holick, 2009; Norman,
2011),
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5. Grup: Aspartam + D Vitamini ile muamele edilen grup (n=16).

Aspartam izotonik suda (Choudhary vd., 2016), D vitamini ise etanolde (Li vd., 2014)
coziildiigiinden etanoliin olast etkilerinin belirlenebilmesi i¢in bu grup calismaya ilave

edilmistir.

Uygulama maddeleri hiicrelere eklendikten sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Caligmanin yapilacagl zamana kadar -20 °C’de bekleyen hiicrelerden pH degeri 7,4 olan
hipotonik sodyum fosfat tamponu ile hemolizat elde edilmistir. Hemolizat drneklerinden
antioksidan savunma sistemi enzimlerinden SOD, CAT, GPx, GST, GR enzim aktiviteleri,
malondialdehit (MDA) seviyesi, GSH seviyesi, asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi, DNA
fragmantasyonu, canlilik yilizdesi, osmotik frajilite kontrol grubu ile karsilastirmali olacak

sekilde spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir.

3.5. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

MDA’nin TBA ile 90 °C’de inkiibe edilmesi sonucunda pembe renkli bir kompleks
olugmaktadir. Olusan bu kompleksin absorbans degeri spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda okunmaktadir. Ohkawa vd., (1979)‘nin metodunu kullanarak TBA ile reaksiyona

giren LPO’nun son iiriinii olan MDA miktar1 dl¢iilmiistiir.

3.6. Glutatyon-S-Transferaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Habig vd., (1974)‘nin metodu kullanilarak GST aktivitesi belirlenmistir. Enzim aktivitesi
tayini 340 nm dalga boyunda, GST enzimi tarafindan 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB),
indirgenmis GSH ile konjuge edilerek GSH’1n oksidasyonuna bagli olarak yapilmustir.

3.7. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivitesinin saptanmasinda Marklund ve Marklund (1974) metodu kullanilarak
pyragallol’un 440 nm dalga boyunda alkali ortamda otooksidasyonu ile yiikselen
absorbans dl¢iilmiistiir. Tlk olarak plastik kiivetler igerisine Tris-EDTA tamponu ve farkli
hacimlerde siipernatant konularak iistlerine enzim kaynagi eklenmistir. Daha sonra bu

karigimlara pyragallol eklenerek spektrofotometrede absorbans dl¢limii yapilmustir.
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3.8. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enziminin aktivitesinin saptanmasi Aebi (1984) tarafindan ortaya g¢ikarilan metot
kullanilarak yapilmistir. Spektrofotometre cihazinda absorbans okunmadan once ilk olarak
stipernatanta Triton X-100 ilave edilmistir. Daha sonra iizerine fosfat tamponu eklenip
seyreltme islemi yapilmistir. Son olarak quartz kiivet icerisindeki karisim {izerine H>O»
eklenerek enzimatik reaksiyon baglatilmistir. Spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda

absorbans Ol¢tilmiistiir.

3.9. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

GPx aktivetisinin belirlenmesi Paglia ve Valentine (1987)‘in metodu ile yapilmistir. Bu
metod, GR’nin 340 nm dalga boyunda nikotinamid-adenin-diniikleotid hidrojen fosfati
(NADPH) okside etmesi ile olusan absorbansin Olgiilmesi esasina dayanir. NADPH 1n
nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat (NADP)’a yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin
azalmasina neden olmaktadir, boylelikle dolayli olarak GPx aktivitesinin tespit
edilmesinde kullanilmistir. Cam kiivet i¢erisindeki bu karisimin iistiine H,O» ilave edilerek
enzimatik reaksiyon baslatilmistir ve 3 dakika boyunca 340 nm’de azalan absorbanslar

okunmustur.

3.10. Asetilkolinesteraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Kolinesterazlar, asetiltiyokolinin tiyokolin ve asetata par¢alanmasini saglayan reaksiyonu
katalizleyen enzimlerdir. Reaksiyon sonucunda olusan iriin olan tiyokolin orani ve
DTNB’nin reaksiyona girmesiyle sari renk olusturan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
olusmaktadir. Bu aktivitenin belirlenmesinde Ellman vd., (1961) metodu kullanilarak
olusan rengin siddeti 412 nm dalga boyunda 6lciilmiistiir. 1k olarak pH degeri 8,0 olan Na-
K fosfat tamponu, ornek, Etopropazin ve DTNB plastik spektrofotometre kiivetlerine
konulmustur. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra iizerine asetilkoliniyodiir

eklenmistir ve absorbans 6l¢iimii yapilmustir.
3.11. Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Foyer ve Halliwell (1976) tarafindan tanimlanan yontem kullanilarak GR enzim aktivitesi

belirlenmistir. Tiiplere, pH degeri 7,8 olan 25 mM sodyum fosfat tamponu eklenmis olup,
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daha sonra her tiipe okside GSSG ve NADPH eklenmistir. Tiiplere 6rnek eklendikten
sonra, NADPH’nin oksidasyonu 340 nm’de 180 saniye siire ile absorbans degeri okunarak

kaydedilmistir.

3.12. Glutatyon Seviyesinin Belirlenmesi

GSH miktar tayini Beutler ve arkadaslarinin (1963) metodu kullanilarak yapilmastir.
Siilfirid gruplar1 (-SH) DTNB reaktifi ile kromojen bir bilesik olusturmustur. Olusan sar1
renk 412 nm’de reaktif koriine karst okunmustur. Stok GSH ¢d6zeltisinden (2000 umol/L)
hazirlanmig 125, 250, 500, 1000 ve 1500 umol/L GSH c¢ozeltileri ile kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Miktar tayini kalibrasyon egrisinin yardimi ile ornekleri absorbans degerleri

konsantrasyona gevrilerek yapilmistir.

3.13. Canhilik (Viabilite) Tayini

Canliligin tayini i¢in Tripan Mavisi (Piccinini vd., 2017) testi kullanilmistir. Distile su
kullanilarak %2’lik Tripan Mavisi soliisyonu hazirlanmistir. Soliisyon 1/7 oraninda serum
fizyolojik ile seyreltilmistir. 1:1 oraninda Tripan Mavisi hiicre siispansiyonu karigimi
hazirlanip oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen
karigimlardan preperatlar hazirlanarak boyanan ve boya almayan hiicreler sayilmistir.

Boyanan Iokositler canliligini kaybetmis olarak kabul edilmistir.

3.14. Osmotik Frajilite (Osmotik Kirilganhk)

Aldrich ve Saunders’in (2001) modifiye ettigi metot kullanilarak osmotik frajilite
belirlenmistir. Farkli oranlarda tuz ihtiva eden (%0, %0,1, %0,2, %0,3, %0,4, %0,5, %0,6,
%0,7, %0,8, %0,9) soliisyonlar kullanilmistir. Tiim 6rnekler i¢in ilk olarak %0 ve %0,9
arasinda NaCl iceren soliisyonlardan 1 mL alinip tiiplere konulmustur. Daha sonra her
soliisyonun i¢ine Ornekler eklenerek tiipler oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.
Tiipler hafif¢e calkalanarak 5 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilmistir. Liziz olmayan kan
hiicrelerini ve liziz olan eritrositleri i¢eren pelet atilarak siipernatantlarda sadece liziz
olmus eritrositlerin hemoglobini ve NaCl soliisyonunun kalmast saglanmistir.
Siipernatantlarin 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri dlgiilerek

siipernatanttaki hemoglobinin oransal degeri ve % liziz degeri hesaplanmistir.
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3.15. DNA Fragmantasyonu

DNA fragmantasyonu Burton metodu (1956) kullanilarak belirlenmistir. Santrifiij tiiplerine
hiicre siispansiyonlar1 eklenerek {izerlerine 0,7 mL soguk liziz tamponu ilave edilmistir.
Tiipler 4°C’de 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra 15 dakika boyunca 15000 rpm’de
santrifiij edilerek slipernatant etiketlenmis cam tiiplere transfer edilmistir. Etiketli cam tiip
icindeki 6rnege 1,5 mL %10 TCA; santrifiij tiipii icindeki pelete ise yaklasik 0,65 mL %5
TCA eklenerek numuneler 4°C’de tiim gece bekletilmistir. Daha sonra tiipler 10 dakika
boyunca 2500 rpm’de santrifiij edilmistir ve pelete 0,65 mL %5 TCA eklenmistir. Ornekler
100°C’ de 15 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina kadar sogutulup 5 dakika boyunca
2500 rpm’de santrifiij edilmistir. Hem santrifiij tiiplerinde hem de cam tiiplerde bulunan
stipernatantlardan yaklasik 0,5 mL etiketli cam tiiplere aktarilmistir. Tiiplere yaklasik 1 mL
difenilamin reaktifi eklenerek 37°C’de 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. 600 nm dalga

boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri 6lciilmiistiir.

3.16. UV-Vis Spektroskopisi

Numunelerin UV- VIS spektrumlari Biotech Engineering Management co. LTD.(UK)
marka cihazin SpectraScan 60 DV modeli ile alinmistir (Sekil 3.1.). Cift 1sinl1 6zellige
sahip olan bu cihaz c¢ozeltinin iizerine monokromatik 1sin gondererek 100-700 nm
aralifinda istenilen herhangi bir dalga boyunda Ol¢ciim yaparak numunelerin absorbans

degerlerini USB portu ile bilgisayara aktarabilmektedir.

Sekil 3.1. UV-Vis Spektrometresi
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3.17. Raman Spektroskopisi

Raman spektrumlari, bir Leica mikroskobuna (Leica DMLM, Leica Mikrosistemler,
Buffalo Grove, IL, ABD) bagli RenishawinVia Raman Spektrometresi ile alinmistir.
Renishawin Via Raman mikroskoplari, uyarim dalga boyunu otomatik olarak degistiren
yazilim ile ¢oklu lazerleri desteklerler (Sekil 3.2.). Raman spektrumlart 0,5 cm!
¢oziiniirliikte, 4000-100 cm™! aras1 bolgede, oda sicakliginda, 10 numune iizerine 10 saniye
sireyle %100 lazer giicii (230 mWatt) gonderilerek ve 5X, 20X ve 50X objektifleri
kullanilarak alinmistir. Cihazda peltiyer sogutmali (-70 °C) yiik eslesmis dedektor (charge-
coupleddevice, CCD) bulunmaktadir ve 785 nm diyod lazer uyarim kaynagi olarak
kullanilmigtir.  Sistem, WiRE 3.3 yazilimi (Renishaw, Birlesik Krallik) ile

desteklenmektedir. Frekans kalibrasyonu igin silikon levhanin 520 cm'’deki bandi

referans olarak kullanilmusgtir.

Sekil 3.2. Renishaw Invia Raman Mikroskop Spektrometresi

3.18. istatistiki Analizler
Calismada elde edilen veriler Tukey testi ve Windows SPSS 26.0 bilgisayar programinda
Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) kullanilarak degerlendirilmistir. P<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Lokosit Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Lokosit GR, GPx, GST, CAT ve SOD aktivitesi bakimindan gruplar karsilastirildiklarinda
kontrol ile etanol ve D vitamini uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik
gozlenmemistir. Aspartam uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda incelenen
enzim aktivitelerinde azalma go6zlenmistir. CAT ve SOD aktivitesi bakimindan
Aspartam+D vitamini grubu ile Aspartam uygulanan grup kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlamli bir artisin oldugu goriilmiistiir (P<0,05) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Lokosit antioksidan enzim aktiviteleri

GR(U/mg | SOD(U/mg | CAT(U/mg | GPx(U/mg | GST(U/mg
protein) protein) protein) protein) protein)
Kontrol 78,11 503,91 411,52 81,71 62,26
+5,14 a +20,15 a +18,96 a +5,82 a +4,6 a
Etanol 74,04 490,26 420,01 79.11 58,11
+6,32 a +16,08 a +20,79 a +5,28 a +5,02 a
D Vitamini | 80,15 508,09 418,61 85,79 66,24
+6,17 a +21,77 a +17,62 a +9.58 a +7,99 a
Aspartam | 38,18 204,28 148,98 27,26 28,15
+4,78b +19,74b +23,32b +8,16b +7,27b
Aspartam+ | 46,94 366,79 263,77 33,82 36,03
Dvitamini | .3 97, | 11403c | +1424c | +673b | 4325b

Siitun sonlarinda bulunan harfler gruplar arasindaki farklilig1 ifade etmektedir, ayn1 harfteki gruplar arasinda
farklilik bulunmamaktadir. Her grupta 16 6rnek yer almaktadir ve degerler bu 6rneklerin ortalamasi +

Standart sapma’dir. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.2. Lokosit DNA Fragmantasyonu Degerlendirilmesi

DNA fragmantasyonu degerlendirmesinde gruplar karsilastirildiklarinda kontrol ile etanol
ve D vitamini uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmemistir.
Aspartam uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda artis meydana geldigi
gozlenmistir. Aspartam+D vitamini grubu ile Aspartam uygulanan grup kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu goriilmiistiir (P<0,05).
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Sekil 4.1. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarinin DNA fragmantasyonu seviyeleri. Siitunlarin {izerinde
bulunan harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir ve ayni harfteki gruplar arasinda farklilik

bulunmamaktadir.

4.3. Lokosit MDA Seviyesinin Degerlendirilmesi

Lokosit MDA diizeyi degerlendirmesinde gruplar birbiri ile kiyaslandiginda kontrol, etanol
ve D vitamini gruplart arasinda istatistiksel acidan bir farklilik olmadigi goriilmiistiir.
Aspartam grubu ile kontrol karsilastirildiginda MDA diizeyinde anlamli bir artis meydana
geldigi gozlenmistir. Aspartam+D vitamini grubu ile Aspartam uygulanan grup

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu goriilmiistiir (P<0,05).
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Sekil 4.2. Kontrol gruplar1 ve uygulama gruplarinin l6kosit MDA seviyeleri. Siitunlarin iizerinde bulunan
harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir ve aym harfteki gruplar arasinda farklilik

bulunmamaktadir.

4.4. Lokosit Canhilik Tayini Degerlendirilmesi

Lokosit canlilik ylizdesi bakimindan bir degerlendirme yapildiginda kontrol ile etanol ve D
vitamini uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gozlenmemistir.
Aspartam uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda canlilik ylizdesinde azalma
meydana geldigi gozlenmistir. Aspartam+D vitamini grubu ile Aspartam uygulanan grup

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artigin oldugu goriilmiistiir (P<0,05).
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Sekil 4.3. Kontrol gruplart ve uygulama gruplarinin canlilik yiizdeleri. Siitunlarin {izerinde bulunan harfler
gruplar arasindaki farkliligr ifade etmektedir ve ayni harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.

4.5. Lokosit GSH Diizeyi Degerlendirilmesi

Lokosit GSH diizeyi degerlendirmesinde gruplar birbiri ile kiyaslandiginda kontrol, etanol
ve D vitamini gruplart arasinda istatistiksel acidan bir farklilik olmadigi goriilmiistiir.
Aspartam grubu ile kontrol karsilastirildiginda GSH diizeyinde anlamli bir azalma
meydana geldigi gozlenmistir(P<0,05). Aspartam+D vitamini grubu ile Aspartam

uygulanan grup kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gozlenmemistir.
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Sekil 4.4. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarmin 16kosit GSH seviyeleri. Siitunlarin {izerinde bulunan
harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir ve aym harfteki gruplar arasinda farklilik

bulunmamaktadir.

4.6. Lokosit Raman Spektrumlariin Degerlendirilmesi

Kontrol gruplarina ve uygulama gruplarina ait Raman spektrumlarinin karsilastirilmasi
Sekil 4.5’te verilmistir. Lokosit kontrol grubunda (1okosit+su) i¢in 1290 cm™ ve 1627 cm™!
dalga sayilarinda ¢ok da belirgin olmayan pikler elde edilmistir, her ikisi de literatiirde
sirastyla CCH diizlemigi biikiilmelerine (6(CCH)) ve C=C gerilmelerine (v(C=C)yini)
atfedilmistir (Manago vd., 2018). L-etanol grubunda (1okosit+su+etanol) ise kontrol
grubundan farkli olarak etanole ait ek pikler ve kontrol grubuna gore daha belirgin olarak
elde edilen lokosite ait bazi pikler gozlenmistir (Sekil 4.6). Saf etanoliin Raman
spektrumunda, 2980-2726 cm™' arahigindaki pikler alifatik C-H gerilmelerine
(v(CH2/CH3)), 1459 cm'“deki pik C-H biikiilmelerine (§(CCH)), 1278 cm™’deki pik ~OH
grubuna ait biikiilme deformasyonuna (8(COH), 1096 cm!’deki pik —CH3 grubuna ait
yalpalama (8(CCH)yaipalama) Ve C-O gerilmesine (v(C-0O)), 1052 cm™’deki pik asimetrik C-
C gerilmesine (v(C-C),s), 884 cm™’deki pik simetrik C-C gerilmelerine (v(C-C)s) ve 434
cm”deki pik CCO biikiilme titresimine (§(CCO)) aittir (Berryman vd., 2007). L-Etanole
ait Raman spektrumunda etanoliin pikleri haricinde 16kosit+suya ait elde edilen ek pikler
su sekilde etiketlenmistir; 380 cm! (8(CpCcCq)), 670 cm! (8CCH pirol simetrik
deformasyonu), 754 cm! (vis: pirol nefes alma, vCC + vCN), 1004 cm™' ((S3CCH)fenilalanin)»
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1379 cm! (v4:pirol yarim halka simetrik gerilme), 1560 cm™ (vi9: (CpCp)) ve 1625 cm’!
(V(C=C)vini1) pikler elde edilmistir (Hu vd., 1996; Wood vd., 2007).

L-Kontrol

L-Etanol

L-D Vitamini
L-Aspartam

L-D Vitamini+Aspartam

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Raman kaymas1 / cm’

Sekil 4.5. Kontrol ve uygulama gruplarinin 16kosit Raman spektrumlarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.6. Saf etanol ile L-etanol grubunun Raman spektrumlarinin karsilastirilmasi

~880 cm! civarindaki pik, literatiirde (Nordon vd., 2005) etanoliin sulu ¢ozeltilerdeki alkol
iceriginin dogrudan analizine olanak saglayan en siddetli piki olarak bilinir. D vitamini
etanolde ¢oziindiiglinden igeriginde D vitamini olan diger iki grupta da (L-D Vitamini ve

L-D Vitamini + Aspartam) simetrik C-C gerilmelerine atfedilen 883 cm''deki en siddetli
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pikler ve etanole ait diger pikler (432 cm™: §(CCO), 1050 cm™!: v(C-C)as, 1096 cm™!: v(C-
0) + O&(CCH)yapatama,1283 cm': (8(COH), 1451 cm': 8(CCH), 2981-2724 cm:
v(CH2/CH3)) gozlenmektedir. Bu pike ilave olarak D vitamini iceren lokosit grubunda (L-
D Vitamini: 16kosit + su + D vitamini + etanol) D vitamininden dolay1 ortaya ¢ikan yeni
pikler 1660 cm™! (sikloheksenC=C gerilmesi) ve 1746 cm™'‘de (yag asidi esterinde C=0
gerilmesi (Molaveisi vd., 2020)) ve 16kosite ait olan 1305 cm™ (§(C,H=),) piki (Hu vd.,
1996) gozlenmistir. Aspartam igeren l0kosit grubunda (L-Aspartam: 1okosit + su +
aspartam) ise kontrol grubundan farkli olarak oldukea kiiciik siddetli olan ve aspartama ait
olan 402 ve 1006 cm™'‘deki ek pikler diginda farklilik gozlenmemektedir. Aspartam ve D
vitamini i¢eren lokosit grubunda (L-D Vitamini + Aspartam: 16kosit + su + D vitamini +
etanol + aspartam) etanolden ileri gelen 436, 880, 1048 ve 1087, 1281, 1457 cm’!
piklerinde, 1okositten ileri gelen 1005 cm™! pikinde ve D vitamininden ileri gelen 1660 cm!

pikinde diger gruplara gore belirgin farklar gozlenmektedir.

L-Aspartam grubunun Raman spektrumu diger gruplarinkine gore en diisiikk siddete
sahipken L-D Vitamini grubunun Raman spektrumu ise en yliksek siddete sahiptir. L-D
Vitamini grubu ile L-D Vitamini + Aspartam grubunun Raman spektrumlari

kiyaslandiginda aspartam ilavesi ile siddette ¢ok belirgin bir azalma oldugu goriilmektedir.

4.7. Eritrosit Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Eritrosit hiicrelerindeantioksidan enzim aktiviteleri bakimindan gruplar kiyas edildiginde
kontrol, etanol ve D vitamini gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir farklilik meydana
gelmedigi gortilmiistiir. Kontrolileaspartam uygulanan grup karsilastirildiginda arastirilan
parametrelerde azalma gozlenmistir. GR, GST ve GPx aktiviteleri, Aspartam+D vitamini
grubu ile Aspartam uygulanan grupta farklihik gostermezken; CAT ve SOD aktivitesi
bakimindan kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu goriilmiistiir

(P<0,05) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Eritrosit antioksidan enzim aktiviteleri

GR SOD CAT GPx GST
(U/mgHb) | (U/mgHb) (U/mgHb) (U/mgHb) (U/mgHb)
Kontrol 58,12 722,1 588,22 60,24 51,46
£3.11a +22.23 a +23,12a +4.99 a +3.17 a
Etanol 65,43 697,12 580,13 68,74 54,02
+6,03 a +14,37 a +10,95a +7,26 a +6,22 a
D Vitamini 60,17 738,45 602,26 65,38 56,92
+522a +32,28 a +28,45a +4,69 a 49,04 a
Aspartam 35,04 433,16 271,86 32,77 39,36
+7,83 b +1743 b +19,55b +735b +6,8 b
Aspartam+D | 44,13 58108 385,07 38,47 4291
vitamini +4.36 b +20,09 ¢ +26,37 ¢ +8,01 b +4.26Db

Siitun sonlarinda bulunan harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni harfteki gruplar arasinda

farklilik bulunmamaktadir. Her grupta 16 6rnek yer almaktadir ve degerler bu o6rneklerin ortalamasi +

Standart sapma’dir. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.8. Eritrosit Osmotik Frajilite Degerlendirilmesi

Kontrol ile etanol ve D vitaminigruplar arasinda %0,1 ile %0,9 NaCI konsantrasyonu
arasindaki degerlerde bir fark goézlenmemistir. %0,9°dan %0,1 NaCl konsantrasyonuna
dogru ise hemoliz olaymin arttig1 goriilmektedir. Aspartam grubunda %0,7-%0,4 NaCl
arasindaki degerlerde diger gruplarla kiyaslandiginda Onemli bir artis gdzlenmistir.
Aspartam ile beraber uygulanan D vitamini hemolizde Oonemli bir azalma meydana

getirmis olmasima ragmen kontrol grubundan hemoliz degerlerinin daha yiiksek ¢iktig1

goriilmiistiir (P<0,05).
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Sekil 4.7. Kontrol gruplar1 ve uygulama gruplarinin osmotik frajilite yiizdeleri

4.9. Eritrosit MDA Seviyesinin Degerlendirilmesi

Eritrosit MDA diizeyi degerlendirildigine kontrol, etanol ve D vitamini uygulanan gruplar
arasinda bir farklilik olmadigi goriilmiistir. Aspartam muamele grubuyla kontrol
karsilagtirildiginda MDA seviyesinde bir artis meydana geldigi gézlenmistir. Aspartam+D
vitamini grubu ile Aspartam grubu kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir

azalmanin oldugu goriilmistir (P<0,05).
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Sekil 4.8. Kontrol gruplart ve uygulama gruplarinin eritrosit MDA seviyeleri. Siitunlarin iizerinde bulunan
harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir ve aym harfteki gruplar arasinda farklilik

bulunmamaktadir.

4.10. Eritrosit GSH Seviyesinin Degerlendirilmesi

Eritrosit GSH seviyesi agisindankontrol ile etanol ve D vitamini gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel bakimindanbir farklilik olmadigi goriilmiistiir. Aspartam
uygulanan grupla kontrol grubu karsilastirildiginda GSH diizeyinde anlamli bir azalma
meydana geldigi gézlenmistir (P<0,05). Aspartam+D vitamini uygulanan grupla Aspartam
grubu kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.9. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarinin eritrosit GSH seviyeleri. Siitunlarin iizerinde bulunan
harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir ve aymi harfteki gruplar arasinda farklilik

bulunmamaktadir.

4.11. Eritrosit AChE Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Eritrosit hiicrelerinde AChE enzim aktivitesi bakimindan karsilagtirma yapildiginda
kontrol, etanol ve D vitamini gruplar1 arasinda istatistiksel acgidan farklilik olmadigi
goriilmiistiir. Kontrol grubuyla aspartamgrubukiyaslandiginda enzim aktivitesinde azalma
gozlenmistir. Aspartam+D vitamini grubu ile Aspartam grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir artisin oldugu goriilmiistiir (P<0,05).
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Sekil 4.10. Kontrol gruplar1 ve uygulama gruplarinin eritrosit AChE aktiviteleri. Siitunlarin iizerinde bulunan
harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir ve aymi harfteki gruplar arasinda farklilik

bulunmamaktadir.

4.12. Eritrosit Raman Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.11°de eritrositin kontrol ve uygulama gruplarina ait Raman spektrumlarinin
kargilagtirilmasi verilmistir. Eritrosit kontrol numunesi i¢in 380 cm™! (8(CpCcCq)), 413 cm’!
(va1: 8(Fe-0-0)), 671 cm™ (8CCH pirol simetrik deformasyonu), 755 cm™ (vis: pirol nefes
alma, vCC + vCN), 1004 cm™ ((3CCH)fenilaanin), 1125 cm! (vs: v(Cp-metil gerilmesi)),
1175 cm! (v3o: pirol yarim halka asimetrik gerilme), 1305 cm! (v21: 8(CmH)), 1339 cm’!
(va1: pirol yarim halka simetrik gerilme), 1450 cm™ (8(CH2/CH3)), 1549 cm' (vii:
v(CpCp)) ve 1625 cm™! (v(C=C)yini) dalga sayilarinda elde edilen pikleri literatiire (Hu vd.,
1996; Wood vd., 2007) uygun olarak etiketlenmistir. Kontrol numunesinden farkli olarak
etanol varliginda (E-Etanol: eritrosit + su + etanol) eritrosite ait olan 344, 381 ve 753 cm
"deki pikin siddeti oldukga artarken ilaveten etanoliin varligin1 gosteren 881 cm™ (v(C-
C)s), 1456 cm™! (3(CCH)), 2888 cm! (v(CH3)s) ve 2940 cm™! 'de v(CHs)as) ek pikler de elde
edilmistir (Berryman vd., 2007). D vitamini etanolde ¢6ziindiigiinden igeriginde D vitamini
olan diger iki grupta da (E-D vitamini ve E-D vitamini + aspartam) simetrik C-C
gerilmelerine atfedilen 881 cm™ deki en siddetli pikler ve etanole ait diger pikler (438 cm-

11 8(CCO), 1050 cm!: v(C-C)as, 1088 cm!: v(C-0) + 8(CCH)yaipatama, 1275 cm!: (8(COH),
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1450 cm™': 3(CCH), 2980-2861 cm!: v(CH2/CH3)) gozlenmektedir. Bu pike ilave olarak D
vitamini iceren eritrosit grubunda (E-D vitamini: eritrosit + su + D vitamini + etanol) D
vitamininden dolay1 ortaya ¢ikan yeni pikler 1659 cm! (sikloheksen C=C gerilmesi) ve
1744 cm™'“de (yag asidi esterinde C=0 gerilmesi (Molaveisi vd., 2020)) ve lkosite ait olan
1304 cm™ (8(C,H=),) piki (Hu vd., 1996) gozlenmistir.
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Sekil 4.11. Kontrol ve uygulama gruplarinin eritrosit Raman spektrumlarinin karsilastirilmasi

Aspartam iceren eritrosit grubunda (E-Aspartam: eritrosit + su + aspartam) ise kontrol
grubundan ((E-Kontrol: eritrosit + su) farkli olarak aspartama ait olan ve 415 ile 1006 cm"
“de elde edilen ¢ok kiigiik siddetli iki adet pik disinda farklilk gozlenmemektedir.
Aspartam ve D vitamini igeren eritrosit grubunda ise (E-D vitamini + Aspartam: eritrosit +
su + D vitamini + etanol + aspartam) 879, 1047 ve 1085 cm™'deki piklerin siddetinde

azalma gozlenirken 1283, 1309, 1450 ve 1659 cm! piklerin siddetinde artis gézlenmistir.

E-Aspartam grubunun Raman spektrumu diger gruplarinkine goére en diisiik siddete
sahiptir. E-D vitamini grubunun Raman spektrumu E-D vitamini + Aspartam grubunun

Raman spektrumlarina gore daha yiiksek siddete sahiptir.
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5. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Gida katki maddeleri gidalara bazi ozellikler kazandirmak i¢in eklenen maddelerdir
(Erdem, 2014). Insan niifusunun hizla artisa bagli olarak artan besin ihtiyacinin
karsilanmasi, iiretim maliyetinin azaltilmasi, gidalarin raf Omriiniin uzatilmas: i¢in gida
katkt maddelerinin kullanim1 da siirekli olarak artis gdstermektedir (Yoriik & Danyer,
2016). Ancak tavsiye edilen miktardan daha fazla kullanildiklarinda toksik etki meydana
getirdikleri goriilmiistiir. Zararsiz miktarlarda kullanildiklarinda dahi bir zaman sonra
viicutta birikim gosterdigi ve bu nedenle zararli dozlara ulasabileceklerinden dolayr saglik
icin dogrudan ya da dolayl olarak tehdit meydana getirebilecekleri gézlemlenmistir (Lino

& Pena, 2010).

Aspartam, yaygin olarak kullanilan sentetik bir tatlandiricidir. Sukrozdan daha tatli olmasi
ve kalorisinin daha diisiik olmasi ile de kullanmilirhgi giinden giine artis gostermistir
(Baydar & Sahin, 1997). Yapilan calismalarda aspartamin bas agrisi, nobet, kas spazmlari,
deri dokiintiileri, yorgunluk, ¢arpinti, gérme bozuklugu, isitme kaybi, nefes darlig1 gibi
cesitli rahatsizliklara neden olabilecegi belirlenmistir (Bereket, 2012). Sencar ve Kuyucu,
ratlar lizerinde yaptiklar1 arastirmada 8 hafta siireyle aspartam uygulamasinin testis
dokularinda seminifer tiibiillerde dejenerasyona, Leydig hiicre sayisinda azalmaya,
tiibiillerde vakuolizasyona neden oldugu belirtilmistir (Sencar & Kuyucu, 2020).
Aspartamin bahsedilen bu etkileri nedeni ile aspartam etkinligi ile ilgili daha ¢ok veri elde
edebilmek i¢in bu tez calismasinda insan kan hiicrelerine (eritrosit ve 10kosit) aspartam
uygulanmis ve antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPx, GST, GR), AChE
aktivitesi, GSH ve MDA seviyelerinin analizi yapilmistir. Bu parametrelere ek olarak

canlilik, osmotik frajilite ve DNA fragmantasyonu da arastirilmustir.

SOD enzimi, siiperoksitin  H;O> ve O’ye dismutasyonunu kataliz eden
antioksidanlardandir (Young ve Woodside, 2001). CAT enzimi, H>O>’nin H,O ve O>’ye
donlisiimiinii kataliz eden enzimatik antioksidanlardan birisidir (Limon-Paecheco &
Gonsebatt, 2009). GPx enzimi H,O,’den hidroksil radikali olusumuna engellemek igin
GSH’dan yardim alan ve sonuc¢ta H>O ve GSSG olusumuna neden olan enzimatik
antioksidanlardandir (Sen & Chakraborty, 2011). GST, o6zellikle lipid peroksitlere karst
GPx aktivitesi gOsteren, ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda goérev alan bir
enzimdir (Reszka vd., 2006). GR, GPx’in olusumuna neden oldugu okside glutatyonun

yeniden rediikte haline indirgenmesini saglayan bir enzimdir (Reiter vd., 1995).
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Antioksidan enzimlerin oksidan maddelere karsi bu etkinliklerinden dolayi, enzim
aktiviteleri oksidan hasarinin belirlenmesinde arastirilmas: gereken parametrelerin basinda
gelmektedir. Bu tez caligmasinda eritrosit ve lokosit hiicrelerinde arastirilan SOD, CAT,
GST, GPx ve GR aktiviteleri aspartam muameleli grupta kontrol grubuna gore enzim
aktivitelerinde anlamli bir azalma meydana geldigi belirlenmistir. Antioksidan enzim
aktivitelerindeki benzer sonuglar Ashok ve arkadaslarinin (2017) aspartam ile sperm
hiicreleri tizerinde yaptiklari ¢aligmada da gozlenmistir. GSH, oksidatif stresin neden
oldugu hasara karsi hiicreleri koruyan non-enzimatik bir antioksidandir (Towsend vd.,
2003). Sigcanlara yiiksek dozda uygulanan gida katki maddelerinin GSH seviyelerinde
azalmaya neden oldugu daha onceki calismalarda tespit edilmistir (Ercan, 2018). Bu
calismada da benzer sonuglar elde edilmistir, aspartam uygulamasi GSH diizeyinde kontrol
grubuna kiyasla azalma meydana getirmistir. Aspartam uygulanan gruplardaki antioksidan
enzim aktiviteleri ve GSH diizeyindeki azalmanin antioksidan savunma sisteminin

baskilanmig olabileceginden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

MDA, ozellikle ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu neticesinde meydana
gelen LPO’nun belirteci olarak kabul edilen toksik etkilere sahip molekiillerden birisidir.
MDA, hiicre zarinin yapisindaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina neden olarak membran
gecirgenliginin degisimine neden olabilmektedir (Mercan, 2004). Gida katki maddelerinin
farkli dokularda MDA seviyesinde artisa neden olduguna dair yapilan calismalar
mevcuttur (Ercan, 2018). Bu tez caligmasinda aspartam muameleli grubun insan kan
hiicrelerinde MDA diizeylerinde anlamli bir artisa neden oldugu gozlenmistir. Antioksidan
savunma sistemi ve serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlik oksidatif stres olarak
isimlendirilmektedir (Akkus, 1995). Bu tez ¢alismasinda elde edilen antioksidan enzim
aktiviteleri ile MDA seviyeleri sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde aspartam
muamelesinin eritrosit ve lokositlerde oksidatif stres meydana getirdigini sOylemek
mimkiindiir. Aspartam kullaniminin neden oldugu metanol iiretiminin, doku ve hiicreler
iizerinde oksidatif stres olusturdugu, bu durumun da hiicre fonksiyonu lizerine zararl

etkilerinin olabilecegi diisiiniillmektedir (Ashok vd., 2017).

Asetilkolin esteraz, asetilkolinin kolin ve asetata parcalanmasim saglayarak sinaptik
bosluktan uzaklastiran bir enzimdir. Baz1 maddeler bu enzimin inhibisyonuna neden olarak
sinapslarda asetilkolin birikimine neden olmaktadir. Bunun neticesinde kolinerjik sistemde
siirekli uyar1 olusmaktadir (Hazarika vd., 2003). Yapilan bir arasgtirmada gida katki

maddelerinden birisi olan monosodyum glutamat’in AChE aktivitesini azalttig1
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goriilmiistiir (Aktoprak, 2015). Bu ¢alismada da benzer sekilde aspartam uygulamasinin
AChE aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana getirdigi
gozlemlenmistir. AChE aktivitesinde gozlenen bu azalmanin, aspartamin neden oldugu
MDA artis1 ve antioksidan enzim aktivitelerindeki diisiis ile iliskilendirilen oksidatif stres

hasarina bagl olabilecegi diisiiniilmektedir.

Osmotik kirilganligin belirlenmesi, eritrosit hiicrelerinde su alimi nedeniyle olusan sisme
ve bu sismeye karsi zar direncinin analiz edilmesini saglayan bir metottur. Artan
kirilganlik degeri zar proteinlerdeki kalitatif veya kantitatif hasar neticesinde olusmaktadir
(Dogan, 2020). Ayrica zarda bulunan lipidlerde meydana gelen hasar da bu siirecin
tetiklenmesine neden olmaktadir. Oksidatif stres, hiicre ve organel zarlarina hasar vererek
eritrosit hiicrelerinde osmotik kirilganlik degerlerinde artisa sebep olmaktadir (Kung vd.,
2009). Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan son {iriinler membran akiskanliginda
azalmaya, neticesinde de zar gecirgenliginde artmaya neden olarak zarlarin yapilarinda
bozulmaya ve bunun sonucunda da fonksiyonel degisimlere sebebiyet verebilmektedirler
(Atmaca vd., 2014). Bu arastirmada aspartam muamelesi sonucunda artis gosteren MDA
diizeyiyle iliskili sekilde ozmotik kirilganlik diizeylerinde kontrole kiyasla artis olustugu
tespit edilmistir. Osmotik kirilganlik analizi sonuglar ile birlikte MDA seviyesi beraber
degerlendirildiginde MDA {iretiminin eritrosit hiicre zarlarinda hasar olusturabilecek
seviyeye ulagmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Atmaca vd., 2014). Bagka bir deyisle
aspartam uygulanan grupta eritrosit hiicre zar1 dayanikliligimin tam olarak muhafaza

edilemedigi anlasilmaktadir (Hisar vd., 2003).

Olusan oksidatif stres hiicredeki diger yapilara hasar verdigi gibi genetik materyale de
zarar vermektedir. Bundan dolay1 ksenobiyotiklerin DNA {izerinde olusturdugu etkilerin
acia cikartilmasi onem arz etmektedir (Yiizbasioglu vd., 2014). Yapilan bir calismada
gida katki maddelerinden olan benzoik asit ve sitrik asitin insan lenfosit hiicrelerinde
DNA’da genotoksik etki olusturdugu tespit edilmistir (Yilmaz vd., 2014). Yine gida katki1
maddeleri arasinda bulunan potasyum sorbat ve sodyum benzoat muamelesinin de
genotoksik etkileri yapilan miknoniikleus testi ile belirlenmistir (Mamur vd., 2018).
Yapilan bu c¢alismada da benzer sekilde aspartam uygulamasinin 16kositlerde DNA
fragmantasyonuna neden olarak genotoksik etki meydana getirdigi belirlenmistir.
Hiicrelerin sahip oldugu antioksidan enzimler hiicresel komponentleri serbest radikal
hasarmma karst korumaktadirlar. Bu c¢alismada elde edilen DNA hasari; aspartam

uygulamasinin GST, SOD, CAT, GPx ve GR enzim aktivitelerinde neden oldugu
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azalmayla yani aspartam nedeni ile olusan serbest radikallere karst DNA’y1 koruyucu

etkilerinin azalmasiyla bagdastirilabilir.

Hiicre canlilik orani ksenebiyotiklerin etki diizeylerinin Olgiilebilmesi igin arastirilan
onemli parametrelerdendir. Gida katki madderinden birisi olan benzil benzoat’in fare
fibroblast hiicre canliligini 6nemli Olglide diisiirdiigi belirlenmistir (Kartal, 2015). Bu
aragtirmada da aspartamin hiicre canlilifinda istatistiksel olarak bir azalma meydana
getirdigi belirlenmistir. Antioksidan enzim aktivitelerindeki diisiisiin, meydana gelen
oksidatif stresin ve olusan DNA hasarinin hiicre canliliginda belirlenen bu azalma ile

iliskilendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Hiicrelerde oksidatif stresin neden oldugu zararli etkilere karst korunmayi saglayan
savunma mekanizmalart mevcuttur (Bas & Kalender, 2011). Bu mekanizmalarin
etkinlikleri, D vitamini gibi antioksidan potansiyele sahip kimyasallarin viicuda beslenme
yolu gibi farkli yollardan alinmasiyla desteklenebildigi bilinmektedir (Brenneisen vd.,
2005). D vitamini non-enzimatik antioksidanlardan birisidir. Bu nedenle, ksenobiyotiklerin
toksik etkilerine karsi koruyucu etkileri bulunmaktadir (Berridge, 2015). Bu tez
caligmasinda D vitamini uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda arastirilan
parametrelerde anlamli bir farklilik goriilmemistir. Aspartam ile beraber uygulandiginda
ise eritrosit ve 10kositlerde aspartamin neden oldugu degisikliklere kars1 koruyucu etkisinin
oldugu belirlenmistir. D vitamini hiicre zarinin stabilizasyonunu saglayarak LPO diizeyini
azaltabilir veya GST, GPx, SOD gibi antioksidan enzimlerin niikleer reseptorleri lizerinden
upregiilasyonunu gerceklestirerek antioksidan 6zellik gosterdigi diisiiniilmektedir (Salum

vd., 2013).

Raman spektroskopisi, kan hiicrelerinin incelenmesinde, bazi1 dis faktorlerin kan
hiicrelerinin biyolojisi lizerindeki etkilerinin arastirilmasinda giderek onemli bir teknik
haline gelmektedir (Rao vd., 2009; Atkins vd., 2017). Eritrosit ve l16kosit iceren kontrol
gruplarina aspartam ilavesi ile Raman siddetlerinde azalma gozlenmistir. D vitamini i¢eren
gruplar yiiksek Raman siddetlerine sahipken aspartam ilavesiyle siddetlerde belirgin bir
azalma gozlenmekle birlikte Raman kaymalarinda ve spektrumlarda farklanmalar da

olusmaktadir.

Sonug olarak, bu arastirmada 16 erkek bireyden alinan eritrosit ve 16kosit hiicrelerine
aspartam ve D vitamini uygulamasi yapilmistir. Aspartamin bu hiicrelerde toksik etki

meydana getirerek, antioksidan enzim aktivitesini azaldigt ve MDA diizeyinde artis
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olusturdugu belirlenmistir. Ek olarak aspartamin eritrositlerde AChE aktivitesi azalttigi,
DNA fragmantasyon diizeyini arttirirken canlilik oranini azalttigi gézlenmistir. D vitamini
ise aspartamin zararl etkilerini tam olarak gideremese de arastirilan parametreler lizerinde
koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir. Antioksidan enzim aktivitelerindeki diisiis
eritrosit ve l0kositlerde serbest radikallerle olan dengenin bozulmasina neden oldugu i¢in
oksidatif stres olusmaktadir. Bunun sonucu olarak da lipid peroksidasyonu sonucunda
olusan MDA ile ve artan serbest radikallerden dolay1 hiicrelerde DNA kiriklar1 meydana
gelmistir. Tiim bu nedenlerle gida katki maddelerinden birisi olan aspartam tiiketiminden
kagmilmali, tiiketiliyorsa da giinliikk belirlenen dozlarin disina ¢ikilmamalidir. Aspartam
kullanim1 asgari seviyede tutulmali ve gidalarin tatlandirilmasinda daha dogal yollara
bagvurulmaya calisilmalidir. Bunlara ek olarak, aspartama karsi gosterdigi koruyucu

etkilerden dolay1 D vitamini igceren besinlere diyette yer verilmesi gerekmektedir.
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