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Oz

Amag¢: Bu caligma, iilkemizde ve diinyada yaygin
olarak kullanilan aspartam ve asesiilfam K’nin,
siganlarda testis dokular1 tizerindeki etkilerinin 151k ve
elektron mikroskobik diizeyde arastirilmasi amaciyla
yapilmigtir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 60 adet erkek sican
kullanild1 ve bu denekler rastgele olarak 6 esit gruba
ayrildi. 1. gruptaki hayvanlar kontrol grubu olarak
degerlendirildi; 2.gruptaki hayvanlara 200 mg/kg/giin
aspartam; 3.gruptaki hayvanlara 300 mg/kg/glin
aspartam; 4. gruptaki hayvanlara 300 mg/kg/giin
asestilfam K; 5. gruptaki hayvanlara 600 mg/kg/giin
asestilfam K ve son gruba da 300 mg/kg/giin
aspartam+300 mg/kg/giin asesiilfam K birlikte 8 hafta
stireyle verildi. 8. haftanin sonunda deneklerden testis
dokular1 alind1 ve dokular 151k ve elektron mikroskobik
olarak degerlendirildi.

Bulgular: Aspartam ve asesiilfam K kullaniminin
testis dokusunda dejenerasyona yol actigi ve
spermatogenez siirecinde saglikli spermatid olusumunu
engelledigi izlendi.

Sonug¢: Aspartam ve asesiilfam K tiiketiminin erkek
sicanlarda testis dejenerasyonuna neden oldugu
goriildi. Bununla birlikte, erkek {ireme sistemindeki
aspartam ve asesiilfam K toksisitesinin dogrulanmasi
icin daha kapsamli g¢aligmalarin yapilmas: gerektigi
kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Asesiilfam K; Aspartam; Elektron
mikroskop; Isik mikroskop; Testis.
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Abstract

Aim: The present study was carried out to investigate
the effects of aspartame and acesulfame K, which are
widely used in our country and the world, on testicular
tissues in rats at light and electron microscopic level.
Materials and Methods: In this experimental study,
60 male rats were used. The experimental animals were
randomly divided into 6 equal groups. Animals in
group 1 were considered as control group; Animals in
group 2 received 200 mg/kg/day of aspartame; Group 3
animals received 300 mg/kg/day aspartame; Animals in
group 4 received acesulfame K at 300 mg kg/day; The
animals in the 5th group were given acesulfame K 600
mg/kg/day and the last group received 300 mg/kg/day
aspartame+300 mg/kg/day acesulfame K for 8 weeks.
At the end of the 8th week, testicular tissue samples
obtained from rats were examined by light and electron
microscopic methods.

Results: It has been observed that the use of aspartame
and acesulfame K causes degeneration in the testicular
tissue depending on the dose and it has been observed
that prevents the formation of healthy spermatids
during the spermatogenesis process.

Conclusion: The findings of the present study
elucidated that consumption of aspartame and
acesulfame K resulted in testis damages in mice.
Confirmation of the toxicity of aspartame in male
reproductive  system  requires more extensive
experimental studies and clinical trials.

Keywords: Acesulfame K; Aspartame; Electron
microscope; Light microscope; Testis.
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Aspartam ve asesiilfam K’nin testis’e etkisi.
Giris

Besleyici olmayan yapay tatlandiricilar,
yiyecek ve icecek lezzetini azaltmadan kalori
aliminda azalmaya izin veren diisiik enerjili
sekerlerdir. Sukraloz, ASP (aspartam), sakarin
ve AceK (asesiilfam-K) icecekleri
tatlandirmak  i¢in  siklikla ~ kullanilan
tatlandiricilardir.?  Kalori alimini  azaltmak

amaciyla, 1980'lerde, ABD'de diisiik kalorili
tatlandiric1 tiiketimi belirgin sekilde artmistir.?

Birlesik Devletler ve Avrupa Birligi
tavsiyelerine gore kabul edilebilir gilinlik
aspartam alimi, sirastyla 50 mg/kg ve 40
mg/kg'dir. 34 Yapay tatlandiricilarin
tiketiminin kabul edilebilir glinlik alim
araliginda giivenli oldugu diisiiniilse de bazi
deneysel ve epidemiyolojik caligsmalarin
sonuclari, yapay tatlandirici tiiketiminin
obezite, metabolik sendrom, bagirsak
mikrobiyotasinda degisiklik, kanser gibi
saglik iizerinde bazi olumsuz etkilere neden
olabilecegini gostermistir.>

Besleyici olmayan yapay tatlandiricilar,
alman kalori miktarim1 azaltirken lezzeti
artttrmak icin gidalardaki siikrozun yerini
biiyiik Ol¢lide alsalar da insan sagligi
iizerindeki etkileri tartismalidir. Son yillarda
yapilan bazi  arastirmalarda  Aspartam
kullaniminin hepatotoksisite ve kanser gibi
hastaliklarla iliskisi olabilecegi bildirilmistir.
Aspartamin sigan karacigerinde onkogenlerin
ekspresyonunda dikkat cekici degisikliklere
neden oldugu da gosterilmistir. Literatiirde bu
konu ile 1ilgili tartigmaya agik bilgiler
bulunmakla birlikte tatlandiricilarin  kanser
riskindeki rolii genis capta arastirilmaktadir.®

Aspartamin yaklasik %50'si fenilalanin,
%401 aspartik asit ve %10'u metanoldiir.
Metanoliin beyinde toksik etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica, aspartam tarafindan
salinan metanoliin  beyinde, lokomotor
fonksiyonlarda degisiklige sebep olabilecegi
bildirilmistir.”

Aspartam tarafindan salinan metanol, doku
ve hiicreler lzerinde oksidatif stres
olusturmaktadir.  Oksidatif stres, sperm
fonksiyonu ve Kkalitesinin etiyolojisinde de
onemli bir role sahiptir.” Diger taraftan
giiniimiizde oldukg¢a yaygin hale gelen erkek
infertilisinde yapay tatlandirict kullaniminin
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roliiniin  bulunup bulunmadigi tam agik
degildir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda,
yapay tatlandiricilarin = ¢esitli  doku ve
organlarda in vivo ve in vitro etkileri rapor
edilmesine ragmen, hiicresel yapinin nasil
etkilendigine dair bir c¢alismaya literatiirde
rastlanmamistir. Bu ¢alismada, iilkemizde ve
diinyada yaygin olarak kullanilan aspartam ve
asestilfam K’nin, si¢anlarda testis dokular1
iizerindeki etkilerinin 151k ve elektron
mikroskobik diizeyde aragtirilmasi
amagclanmustir.

Gere¢ ve Yontem
Arastirmanin tipi

Arastirma 6zgiin deneysel bir arastirmadir.
Hayvanlarin temini

Aspartam ve asesiilfam K’nin, siganlarin
testis dokular1 lizerindeki etkilerinin 151k ve
elektron mikroskobik diizeyde arastirilmasi
amactyla Cukurova Universitesi Saghk
Bilimleri Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama  Merkezinden  250-300  gr
agirliginda 60 adet erkek Wistar cinsi sigan
temin edildi. Deney hayvanlari rastgele olarak
6 esit gruba ayrildi. Kullanilan yapay
tatlandiricilar distile su igerisinde ¢oziilerek
oral yolla deneklere uygulandi. Alkafafy ve
arkadaslarinin yaptiklar caligmada
Aspartamimn 250 mg/kg/giin dozda toksik
etkiye sahip oldugu gosterilmistir.® Aspartam
ve asesilfam K iki farkli smf yapay
tatlandirict  olup birgok iirlinde birlikte
bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda
Mukhopadhyay ve arkadaslarinin®
caligmasina benzer olarak, bu iki farkl tiirde
tatlandiricinin sinerjik etkilerini
gosterebilmek amaciyla gruplardan birine bu
tatlandiricilarin birlikte verilmesini planladik.
Calismamizda aspartam ve aseslilfam K’nin
toksik etki olusturabilecek dozlar1
kullanilmigtir. Buradan yola ¢ikarak, 1.
gruptaki hayvanlar kontrol grubu olarak
degerlendirildi  ve bu gruba normal
beslenmeye ilaveten giinde 5 ml distile su; 2.
Gruptaki  hayvanlara 200  mg/kg/giin
aspartam;  3.gruptaki  hayvanlara 300
mg/kg/glin  aspartam verildi. 4. gruptaki
hayvanlara 300 mg/kg/giin asesiilfam K; 5.
gruptaki hayvanlara 600 mg/kg/giin asesiilfam
K ve son gruba da 300 mgkg/gin
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aspartam+300 mg/kg/giin asesiilfam K
birlikte 8 hafta siireyle verildi. Deney
siiresince hayvanlar, normal sigan yemi ile
beslendi. Calisma Oncesinde ilgili
iiniversitenin ~ Saghk Bilimleri Deneysel
Arastirma Merkezi’nden hayvan deneyleri
yerel etik kurul onayr alinmustir. (Tarih:
08.02.2009: no:4)

Perfiizyon ve dokularin alinmasi

8. haftanin sonunda denekler, kardiyak
perfiizyonla sakrifiye edildi ve testis doku
parcalar1 alindi. Isik ve elektron mikroskobik
incelemeler i¢in hazirlandi.

Isik mikroskobi yontemleri

Istik mikroskobik incelemeler igin tiim
gruplardaki si¢anlardan elde edilen testis doku
ornekleri, %10’luk formaldehit igerisine
alind1 ve oda 1s1sinda 48-72 saat stireyle tespit
edildi. Daha sonra formaldehitin
uzaklastirilmasi i¢in dokular su ile yikandi ve
Leica TP 1020 Ototeknikon Cihazi ile doku
takibi yapildi. Bloklama islemini takiben
mikrotom ile 5 pm kalinliginda alinan
histolojik kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E)
ile  boyandi.  Olimpus BXS53 11k
mikroskobunda incelenerek fotograflandi.

Elektron mikroskobi yontemleri

Elektron mikroskobik degerlendirme igin
alinan testis doku pargalart Millonig fosfat
tamponu ile hazirlanmis %5 lik gluteraldehit
sollisyonunda 4 saat kadar tespit edildi. Daha
sonra dokular 2 defa Millonig fosfat
tamponunda 10 dk ¢alkalandi. Ardindan

AR,

Sekil 1. Kdntro grua ait testis dokulémmn 151k mikroskobik goriiniimii. Normal griini.imlﬁ' membrana propria (MP),
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Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %1
lik osmium tetraoksit soliisyonu ile ikinci defa
tespit edildi ve yine fosfat tamponu ile iki kez
10’ar dk yikandi. Dokular daha sonra artan
alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi.
Dehidrate edilen doku pargalar1 propilen oksit
icerisinde immerse edildi. Bu islemlerden
sonra doku pargalari, icerisinde yeni
hazirlanmis gdbmme materyali (rezin) bulunan
tiplere alind1 ve bir gece siireyle rotatorda
karigtirildi.

Ertesi giin doku parcalar taze hazirlanmis
gomme materyali kullanilarak polietilen
kapsiillere gémiildii ve 60°C etiivde 48 saat
slireyle polimerize edildi. Bloklardan Reichert
Ultracut S ultramikrotomu ile 500 A°
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 200-300
gozenekli bakir gridlere toplandi ve %70’lik
etil alkolde doymus uranil asetat ve kursun
sitrat soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan
kesitler JEOL-JEM 1400 Transmisyon
Elektron Mikroskobu (Japan) ile incelendi ve
mikrograflar elde edildi.

Bulgular
Isik mikroskobik bulgular

Kontrol grubuna ait testis doku kesitlerinin
15tk mikroskobik  incelemesinde, testis
parankimasinin, distan tunika albuginea ile
sarth oldugu ve c¢ok sayida seminiferoz
tiibiiller ile interstisyumdan olustugu goriildii.
Membrana  propria  ile  desteklenmis

seminiferdz tiibiiller, spermatojenik hiicreler
ve Sertoli hiicrelerinden olugsmaktayd: (Sekil
1).

i | e
V% o LT

e~ S

seminiferoz tiibiiller (oklar) ve interstisyel alanlar (¥) izlenmektedir. H&E. a) Bar: 200 um. b) Bar:100 pm
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200 mg/kg/giin aspartam uygulanan
sicanlarin testis dokularinin 11k mikroskobik
incelemesinde, seminiferdz tiibiillerde
dejeneratif  alanlarin = oldugu  goriildu.
Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicre
sayisinda azalma oldugu izlendi (Sekil 2a ve
2b).

300 mg/kg/glin  aspartam  uygulanan
siganlarin testis dokularinin 151k mikroskobik

\,_\“-A._ ;3\‘.
Sekil 2. (a-b) 2

00 mg/kg/giin aspa.rtam uygulanan sicanlarin testis dokularmm 151k mikroskobik goriiniimil. a)

Sencar L, Kuyucu Y.

incelemesinde, seminiferoz tiibiil epitelinde
dejenerasyon ve dokiilmelerin oldugu, bazi
tiibiillerin vakuolize goriiniim aldig1 goriildii.
Ayrica birgok tiibiiliin llimeninde immatur
spermatojenik hiicre birikimine rastlandi.
Membrana  propriada  kalinlagma  ve
diizensizlik dikkati ¢ekti. Insterstisyel alanda
genisleme ve 6dem belirgindi (Sekil 2c ve
2d).

4

\

Seminiferdz tiibiil epitelinde hafif dejenerasyon (oklar) ve insterstisyel 6dem (*) goriilmektedir. H&E. Bar: 100 pm. b)
Seminiferdz tiibiiller (oklar) ve insterstisyal alan (*) goriilmektedir. H&E. Bar: 100 pm. (c-d) 300 mg/kg/giin aspartam
uygulanan siganlarin testis doku &rneklerinin 151k mikroskobik goriiniimii. ¢) Seminiferdz tiibiillerde dejenerasyon
(oklar), tiibiil limenlerinde immatur hiicre birikimi (+) ve insterstisyal ddem (*) devam etmektedir. H&E. Bar: 50 um.
d) Seminiferdz tiibiil epitelinde dejenerasyon (oklar), tiibiil limenlerinde immatur hiicre birikimi (+) ve insterstisyal
odem (*) goriilmektedir. H&E. Bar: 100 pm.

300 mg/kg/giin aseslilfam K uygulanan
siganlarin testis dokularinin 1s1k mikroskobik
incelemesinde, seminiferéz tiibiiller ve
insterstisyumun normal gorlinlimde oldugu
izlendi. Leydig hiicrelerinin yapt ve
dagilimlarinin kontrol grubuna benzer sekilde
normal oldugu goriildi (Sekil 3a ve 3b).

600 mg/kg/giin asesiilfam K uygulanan
siganlarin testis dokularinin 151k mikroskobik
incelemesinde, nispeten daha az sayida
tiibiilde dokiilmeye bagli vakuolize goériiniim
izlendi.  Tibil limenlerinde  immatur
spermatojenik hiicre birikimi ile birlikte
interstisyel alanda Leydig hiicre sayisinda
azalma ve 6demin oldugu dikkati ¢ekti (Sekil
3c ve 3d).
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100 pm

ADYU Saghk Bilimleri Derg. 2020;6(3):320-331.

1 RN TR gRee:
| ’,d(‘\ - - Y . -

Sekil 3. (a-b) 300 mg/kg/giin asesiilfam K uygulanan siganlarin esi

S dou orneklerinin 151k mikrosobik gOriiniimii. a)

Baz1 seminifer6z tiibiil liimenlerinin iglerinin bosalmis oldugu (oklar) ve insterstisyal 6demin varligi (*) goriilmektedir.
H&E. Bar: 200 um. b) Seminiferdz tiibiil epitelinde vakualizasyon (oklar) ile insterstisyel alanda ddem (*)
goriilmektedir. H&E. Bar: 100 pm. (c-d) 600 mg/kg/giin asesiilfam K uygulanan si¢anlarin testis doku drneklerinin 11k
mikroskobik goriiniimii. ¢) Membrana propriada (MP) ve seminiferéz tiibiillerde dejenerasyon, seminiferéz tiibiil
epitelinde vakuolizasyon (oklar) izlenmektedir. H&E. Bar: 100 um d) I¢leri bosalmis seminiferdz tiibiiller (+), epitelde
vakuolizasyon ve insterstisyal 6dem (*) goriilmektedir. H&E. Bar: 100 pm

300 mg/kg/giin  aspartam ve 300
mg/kg/glin asesiilfam K uygulanan sicanlarin
testis dokularinin 151k mikroskobik
incelemesinde, ¢ok sayida seminiferdz
tiiblilde ve interstisyumda onemli dejeneratif
degisiklikler izlendi. Seminiferéz  tiibiil
epitelinde  vakuolizasyon goriildii. Bazi
seminiferdz tiibiillerin epitelinde dokiilmeye
bagl olarak epitel kalinliginda azalma tespit
edildi. Membrana proprianin kalin ve
diizensiz bir hal aldig goriildii. Interstisyel
alanda genis bosluklarin varligr izlendi.
Interstisyel ~alanda yer alan Leydig
hiicrelerinin sayica azaldiklar1 dikkati g¢ekti
(Sekil 4).

Elektron mikroskobik bulgular

Kontrol grubu siganlardan elde edilen testis
doku Orneklerinin elektron mikroskobik

incelenmesinde, seminiferdz tibiiller
icerisinde yerlesen spermatojenik hiicreler ve
Sertoli hiicreleri normal ince yapilarini
korumaktaydi. Bazal lamina, miyoid hiicreler
ve membrana proprianin diizenli bir yapida
oldugu goriildii (Sekil 5).

200 mg/kg/giin  aspartam uygulanan
sicanlarin testis doku drneklerinde membrana
propriada  diizensizlikler, = spermatojenik
hiicreler arasinda genis bosluklar gozlenirken
biitlinliiglinii  koruyan Sertoli-Sertoli hiicre
baglantilari,  Sertoli-spermatojenik  hiicre
baglantilar1  ve  spermatojenik  hiicreler
arasinda bozulmamis sitoplazmik kopriiler
dikkati cekti. Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmasinda mitokondriyon kristalarinda
hafif dejeneratif degisiklikler ile birlikte,
lipofuksin graniiller goriildii (Sekil 6a ve 6b).
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L A ‘1 A ’ " A ,.',A“' '}. ._/;‘ Y :\;5 ¥ -,{»‘:-“r a ' \ :
Sekil 4. 300 mg/kg/giin aspartam ve 300 mg/kg/giin asesiilfam K uygulanan siganlarin testis doku rneklerinin 151k
mikroskobik goriiniimii. a) Seminiferdz tiibiil epitelinde vakuolizasyon (oklar) ve ¢ok ¢ekirdekli dev spermatojenik
hiicreler (") ile insterstisyal alanda 6dem (*) goriilmektedir. H&E. Bar: 50 pm. b) Seminiferoz tiibiil epitelinin tamamen

dejenere oldugu, yogun vakuolizasyon (oklar) ve insterstisyal 6demin (*) varlig1 dikkati ¢ekti. H&E. Bar: 100 pm.

2m -

) 9 A%

Sel 5. Kontrol grubu testis doku orneklerinin elektron mikroskobik goriiniimii. a) membrana propria (MP), Sert

i3
oli

hiicresi (S), spermatosit (Spt), ¢ekirdek (C) normal yapida goriilmektedir. Spermatojenik hiicreler arasindaki
sitoplazmik kopriiler (oklar) izlenmektedir. Bar: 2 pm. b) Normal ince yapilarini korumus olan Myoid hiicre (My),
membrana propria (MP), Sertoli hiicre (S) ¢ekirdegi (C) goriilmektedir. Bar: 1 um.

300 mg/kg/giin  aspartam  uygulanan
siganlarin testis doku orneklerinin elektron
mikroskobik  incelemesinde  seminiferéz
tiibiilii saran membrana propriada kalinlagma
ve diizensizlikler goriildii. Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmasinda lipid damlaciklarinda artis ve
genisleme ile birlikte, elektron dens
lipofuksin grantilleri ve dejeneratif
degisiklikler gosteren mitokondriyonlar ayirt
edildi. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinin
genis bosluklar disinda, genislemis agraniiler
endoplazmik retikiilim sisternalar1 nedeniyle
vakuolli  bir gorlinim aldig1 izlendi.
Spermatid c¢ekirdek zarlarinda diizensizlikler
dikkati ¢ekti (Sekil 6¢ ve 6d).

300 mg/kg/giin aseslilfam K uygulanan
siganlarin testis doku orneklerinde membrana
propriada nispeten kalinlagsma izlendi. Sertoli
hiicre sitoplazmasinda dejenere ve genislemis

mitokondriyonlar, artismis fagositik
cisimcikler,  elektron  dens lipofuksin
graniilleri ve dev lipid damlaciklar1 gozlendi.
Ayrica Sertoli hiicre sitoplazmasinda anormal
SER vakuolizasyonu dikkati cekti. Sertoli-
Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin
yer yer biitiinliiklerini kaybettikleri belirlendi.
Seminiferéz  tiibiil  limeninde immatur
hiicrelere ve hiicre artiklarina rastlandr (Sekil
Tave 7b).

600 mg/kg/glin asesiilfam K uygulanan
sicanlarin testis doku Orneklerinin elektron
mikroskobik incelemesinde  membrana
propria  kalinhiginda nispeten artis ve
diizensizlikler =~ goriildii.  Sertoli  hiicre
sitoplazmasinda mitokondriyon kristalarinda
harabiyet, SER vakuolizasyonu, residiiel
cisimciklerde artis, lipid damlaciklart ve
elektron dens lipofuksin graniilleri gozlendi.
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Sertoli hiicreleri ile spermatogonyumlar ve Seminiferéz  tiibiil limeninde immatur
spermatojenik  hiicreler —arasinda  genis hiicreler ve hiicre artiklar1 izlendi (Sekil 7¢ ve
bosluklar dikkati c¢ekti. Diizensiz c¢ekirdek 7d).

zarina sahip spermatojenik hiicreler goriildii.

pi)

Sekil 6. (a-b) 200 mg/kg/giin aspartam uygulanan siganlarin testis doku orneklerinin elektron mikroskobik goriinimii.
a) Membrana propriada (MP) nispeten kalinlagsma, Sertoli hiicre sitoplazmasinda (S) vakuoller (*), mitokondriyonlarda
(m) genisleme ve nispeten normal goriiniimde spermatositler (Spt) goriilmektedir. Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilar (oklar) izlenmektedir. Myoid hiicre (My), Cekirdek (C). Bar: 1 um. b) Kalin, kivrintili bir membrana propria
(MP) ve Sertoli hiicre sitoplazmasinda vakuoller (*) ve spermatid (Spd) izlenmektedir. Mitokondriyonlarin (m) intakt
halde kaldig1 dikkati ¢ekti. Spermatositlerin (Spt) kismen normal yapilarini koruduklari gériilmektedir. Bar: 1 pm. (c-d)
300 mg/kg/giin aspartam uygulanan siganlarin testis doku 6rneklerinin elektron mikroskobik goriiniimii. ¢) Kalin bir
membrana propria (MP) ile Myoid hiicre (My) ve ¢ekirdegi (C) izlenmektedir. Anormal vakuolizasyon (*) ve lipid
damlacigi (L) igeren Sertoli hiicreleri (S) goriilmektedir. Spermatojenik hiicreler arasinda sitoplazmik kopriiler (oklar)
izlendi. Spermatositlerin (Spt) cekirdeginde (C) kromatin yogunlagmasi ve sitoplazmada organel harabiyeti dikkati
¢ekmektedir. Mitokondriyon (m). Bar: 1 pm. d) Bazi Spermatidlerin (Spd) sitoplazmalarinda dejenerasyon ile birlikte
¢ekirdekte (C) heterokromatin yamalarinda artis goriilmektedir. Mitokondriyon (m). Bar: 1 um.

300 mg/kg/glin  aspartam ve 300 Tartisma
mg/kg/glin asesiilfam K uygulanan sicanlarin
testis doku Orneklerinde membrana propriada
kalinlasma ve tiibiil epitelinde apoptotik
hiicreler ~ dikkati ¢ekti. Ayrica  Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasinda dejenere olmus
mitokondriyonlar, vakuoller, sayica artmig
lipofuksin grantilleri ve lipid damlaciklari
izlendi. Birgok tiiblilde Sertoli hiicreleri

Son yillarda, toksik maddelerin neden
oldugu infertilite oranindaki artis toplumlarda
endiseye yol agmaktadir. Gida katki
maddeleri ve beslenme sekli de bu toksik
maddelerin ~ viicuda  girisinde = 6nemli
faktorlerdir ve erkeklerde iireme kapasitesini
etkilemektedir.’

arasindaki siki baglantilarin bozuldugu tespit Yapay tatlandiricilar,  kalori  alimini
edildi. Spermatojenik hiicreler arasinda genis azaltirken lezzeti arttirmak ig¢in gidalarda
bosluklarin  yam1 sira  seminiferdz  tiibiil stikrozun yerini alan, besleyici olmayan gida
limeninde immatur dejenere  hiicrelere katkt maddesi sinifindandirlar.>% Aspartam
rastlanild1 (Sekil 8). (L-aspartil-L-fenilalanin  metil ester) ve
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asesiilfam K, diinyada en popiiler yapay
tatlandiricilar olarak karsimiza cikmaktadir.'”

Sencar L, Kuyucu Y.

dokular iizerine aspartamin toksik etkileri
hakkinda birgok tartismali rapor bulunmasina

Aspartam gida, igecek, ila¢ ve hijyen iirlinleri ragmen, bu yapay tatlandiricinin {ireme
iizerindeki  etkileri  konusunda
literatiirde sinirl sayida ¢alisma mevcuttur.®

T ) TR

dahil 6.000'den fazla tiriinde ve yaklasik 500 sistemi
farmasotik iiriinde kullanilmaktadir.!* Farkli

Sekil 7. (a-b) 300 mg/kg/giin asesiilfam K uygulanan si¢anlarin testis doku Orneklerinin elektron mikroskobik
gOriinimii. a) Dejenere goriinimde membrana propria (MP) ile ¢evrelenen seminiferdz tiibiillerde Sertoli hiicrelerinin
(S) sitoplazmasinda bol ve genis vakuoller (*), agraniiler endoplazmik retikiilimun (SER) vakuolizasyonu, lipid
damlacig1 (L) ve lizozomlar (Lz) izlenmektedir. Spermatositlerin (Spt) kismen normal yapida oldugu goriilmektedir.
Cekirdek (C), Myoid hiicre (My). Bar: 1 um. b) Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda (S) lipid damlacigi (L)
miktarinda artis ve genis vakuoller (*) izlenmektedir. Mitokondriyon (m). Bar: 1 pm. Spermatositlerin
sitoplazmalarinda tiibiiler tip mitokondriyon (m) izlenmektedir. Cekirdek (C). Bar: 2 um. (c-d) 600 mg/kg/giin
asesiilfam K uygulanan siganlarin testis doku drneklerinin elektron mikroskobik goriiniimii. ¢) Membrana propria (MP)
total kalinliginda artis ile birlikte Sertoli hiicreleri (S) sitoplazmasinda vakuoller (*), agraniiler endoplazmik retikiilim
(SER) sisternalarinda genisleme, lipid damlacigi (L) ve lizozomlar (Lz) izlenmektedir. Cekirdek (C). Bar: 1 pm. d)
Kalin, kivrintili bir membrana propria (MP) ile asir1 ve anormal vakuolizasyon (*) ve lipid damlacigi igeren Sertoli
hiicreleri (S) gorilmektedir. Lizozom (Lz), Miyoid hiicre (My), Cekirdek (C).Mitokondriyonlar (m) normal yapidadir.
Bar: 1 pum.

Uzun siireli yapay tatlandirict kullaniminin yillarda yapilan ¢alismalarda, aspartam

fizyolojik fonksiyonlar1 etkiledigi bilinmekle
birlikte, insanlar tercihen yapay tatlandiricilar
iceren sifir veya diisiik kalorili icecek ve
yiyecekleri tiiketmektedirler.? Her ne kadar
ABD Gida ve Ilag Dairesi ve diger
diizenleyici kurumlar tarafindan belirlenen
kabul edilebilir giinliikk alim araliklarinda
yapay tatlandirict tiikketiminin saglik agisindan
giivenli oldugu diisliniilse de, giiniimiizde
tatlandiricilarin giivenilirligi tartismalidir. Son

tikketiminin obezite, metabolik fonksiyonlarda
bozukluklar ve bagirsak mikrobiyotasinda
degisiklikler gibi insan saglig1 lizerine bazi
olumsuz  etkilere  neden  olabilecegi
gosterilmistir.’ Insanlar tarafindan tiiketilen
giinliik aspartam miktar1 giderek arttigindan,
aspartamin mevcut yan etkilerini kanitlamak
icin daha fazla arastirma ve ¢alisma yapilmasi
gerekmektedir.
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Sekil 8. 300 mg/kg/giin aspartam ve 300 mg/kg/giin asesiilfam K uygulanan si¢anlarin testis doku drneklerinin elektron
mikroskobik goriiniimii. a) Membrana propriada (MP) diizensizlik, Sertoli hiicreleri (S) ve spermatositlerin (Spt)
sitoplazmalarinda ve aralarindaki vakuollerde (¥) genisleme ve sayi artisi izlendi. Lipid damlaciklar1 (L), Myoid hiicre
(My), Cekirdek (C), Mitokondriyon (m). Bar: 2 pm. b) Limende (Li#) immatiir hiicreler goriilmektedir.
Spermatositlerin (Spt) ¢ekirdek (C) zarinda diizensizlikler goriildii. Liimende fagositik atiklar (oklar) tespit edildi. Bar:

N g
f' : J\‘!) 8

-

1 pm.

Bu calisma, aspartam ve asesiilfam K‘nin
erkek sicanlarda iireme sistemi {izerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla
yapilmigtir. Ulkemizde ve diinyada yaygmn
olarak kullanilan aspartam ve asesiilfam
K’nin, sigan testis dokular1 {izerindeki
etkilerinin 151k ve elektron mikroskobik
diizeyde arastirildigl calismamizda; ayri ayri
ve kombine aspartam ve asesiilfam K
kullanilmasinin doza bagli olarak testis
dokusunda  dejenerasyona  yol  actigi
goriilmiistiir. Ozellikle Sertoli hiicrelerinde
meydana gelen hasarin  spermatogenez
stirecinde  saglikli  spermatid olusumunu
engelledigi  izlenmistir.  Saglikli  sperm
olusumundaki bu bozuklugun infertilite gibi
ciddi saglik problemleri ile sonuglanabildigi
bilinmektedir.  Aspartam  gastrointestinal
sistemde fenilalanin, metanol ve aspartik
aside ve ayrica bircok dokuda formaldehit ve
formik aside metabolize edilir.'? Fenilalanin
normal viicut fonksiyonlari i¢in gerekli bir¢ok
aromatik bilesik ve viicut proteinleri i¢in
esansiyel bir prekiirsordiir. Ancak, diyetle
yiiksek fenilalanin alinmasinin siganlarda
karaciger fenilalanin hidroksilaz aktivitesini
baskiladigina  dair  calismalar  vardir.®
Fenilalaninin in vivo etkileri heniiz tam olarak
acik degildir. Aspartik asit ise esansiyel
olmayan bir amino asittir. Kemiricilerin
yaklasik %20’sinde aspartat veya glutamat ve
bunlarin  kombinasyon dozlarinda (500
mg/kg) hipotalamik nekrozun histopatolojik
belirtileri  gozlenmistir.  Glutamat  ve
aspartamin  eksitatér noOrotransmiter gibi

davrandiklart  bilinmekle  beraber  bu
molekiillerin  patofizyolojik mekanizmalar1
tam olarak  bilinmemektedir.  Metanol,
aspartamin molekiiler agirligmin %10 unu
olusturan {iciinci 6nemli bilesenidir.***
Metanol, enterositlerde metabolize edilmez;
hemen portal dolasima girer ve daha sonra
karacigerde formaldehite oksitlenir.
Metanoliin formaldehit ve formik aside
metabolizmasi, siiperoksit anyon ve hidrojen
peroksit olusumu ile iliskilidir. Metanol
oksidasyonu  yoluyla  oksidatif  stresin
gelismesi, testislerin yerlestigi skrotal kesenin
diistik sicakligin1  diizenleyen proteinlerde
yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden
olur. Sicakliktaki hafif bir artis bile, protein
denatiirasyonunu indiikleyerek
spermatogenezde hizli bozulmalara neden
olabilir.?

Aspartam ve metabolitlerinin, amino asit
metabolizmasi1 dahil olmak {izere ¢ok cesitli
viicut siireglerini potansiyel olarak bozdugu
ve proteinlerin yap1t ve metabolizmasini,
niikleik asitlerin yapisal entegrasyonunu ve
endokrin dengeleri etkiledigi
bildirilmigtir.>1°

Pek c¢ok rapor, aspartamin toksik
etkilerinin muhtemelen aspartam
metabolizmasini takiben metanol oksidasyonu
ile ilgili oldugunu bildirmistir. Aspartam ve
ardindan  artan  seviyelerde = metanol,
formaldehit ve formik asit almanin siiperoksit
anyon ve hidrojen peroksit olusumu yoluyla
mitokondriyal membrana zarar verebilecegi,
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ROS artis1 ve oksidatif strese yol agabilecegi
acikca belirtilmistir.'’

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, yapay
tatlandirict  kullanimimin =~ viicuttaki  farkh
sistem ve organlar iizerindeki etkileri yogun
bir sekilde arastirilmistir. 1980'den 2016'ya
kadar  aspartamin  bobrek  fonksiyonu
iizerindeki olumsuz etkileri iizerine yapilan
yayinlarda, uzun siireli aspartam tiiketiminin
bobrek dokusunda hasara neden oldugu ve
serbest radikallerin iiretimine yol actif1
gosterilmistir.’

Aspartam, Alzheimer, Parkinson, multipl
skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarin
nedenlerinden biri olarak da gosterilmektedir.
Ebtehak ve arkadaslarinin, aspartamin siyatik
sinirin yapist izerindeki etkisini histolojik
olarak arastirdiklar1 bir ¢alismada, aspartamin
siyatik sinirde histopatolojik degisikliklere
neden oldugu gosterilmistir. Calismada, erkek
albino siganlara uzun siireli aspartam
uygulamasinin siyatik sinirin yapisi iizerinde
dejeneratif bir etkisi oldugu goriilmiistiir.t
El-Ezaby ve arkadaglar1 yaptiklart bir
calismada, yetiskin erkek albino siganlara
mono sodyum glutamat (MSG) ve ASP'nin
bir ay boyunca ayr1 ayr1 veya kombinasyon
halinde oral yolla uygulamis ve bu
maddelerin siganlarda hematolojik
parametreler, lipid profili, karaciger ve bobrek
fonksiyonlar1 tizerindeki etkilerini
degerlendirmiglerdir. Aspartam ve MSG

uygulanmasinin,  sicanlarin ~ hematolojik
parametrelerinde, lipid metabolizmasi,
karaciger ve  bobrek  fonksiyonlarinda

bozulmalara neden oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar, insanlari bu katk1
maddelerinden korumak i¢in gida iiriinlerinin
bilesenlerine daha fazla dikkat edilmesi
gerektigi kanaatine varmislardir.!® Choudhary
AK ve arkadaslari, uzun siire aspartam
tiketiminin  bagisiklik  sistemiyle iliskili
organlarda hem mRNA transkript hem de
protein ekspresyon seviyelerinde hsp70, bcl-2
ve bax ekspresyonu iizerinde herhangi bir
etkisi olup olmadigini arastirilmiglardir. 90
giin  boyunca aspartamin oral yoldan
uygulanmasinin,  hayvanlarin  bagisiklik
sistemiyle iligkili organlarinda belirgin bir
DNA fragmantasyonuna neden olmadigi
tespit edilmis; bununla birlikte, kontrole

Sencar L, Kuyucu Y.

kiyasla aspartam verilen hayvanlarda hem
MRNA transkript hem de protein ekspresyon
seviyesinde bcl-2 ve bax ekspresyonundaki
onemli degisiklik disinda hsp70
ekspresyonunda da Onemli bir artis oldugu
gorilmiistr. Aragtirmacilar, aspartam
metabolitlerinin neden oldugu oksidatif
hasara cevap olarak hsp70 seviyesinin
arttigini; bununla birlikte, bu metabolitlerin
bagisiklik  sistemiyle iliskili  organlarda
apoptozu indiikledigi kanaatine varmuslardir.
Ancak, tiim bu bulgularin ortaya ¢ikmasinda
rolii olan molekiiler mekanizmalar1 agiklamak
icin ayrmtili calismalara ihtiyag vardir.*®
Gong ve arkadaglari, erkek ICR farelerine oral
yoldan verilen yapay bir tatlandirici olan
sakarin  sodyumun testis  fonksiyonlari
tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Orta ve
diistik doz sakarin ile tedavi edilen gruplarda
fare viicut agirliklar1 ve testis agirliklarinin
arttigl ve testiste yer alan tat molekiillerin
(TIR3 ve Galpha) ekspresyonlarinin arttig
gorilmiistiir. Yiiksek sakarin
konsantrasyonlarina maruz kalmanin
testosteron seviyelerinde azalmaya yol agtigi
ve spermatogenezi Onemli Ol¢iide bozdugu
tespit edilmistir. Sonuglar, sakarine bagh
fizyolojik etkilerin testiste bulunan tat
molekiilleri (T1R3 ve Galpha) {izerinden
etkili oldugunu gostermektedir. Bu nedenle
arastirmacilar, giinlik yasamda yapay
tatlandiricilarin  potansiyel yan etkileri goz
oniine alindiginda bunlarin asir1 kullaniminin
yeniden degerlendirilmesi ve toksik etkileri
konusunda daha fazla arastirma yapilmasi
gerektigini  rapor  etmislerdir.?’  Bizim
calismamizda ise yapay tatlandiricilar olan
aspartam ve asesililfam K’nin ayr1 ayr ve
birlikte sigan testis dokusu tlizerindeki etkileri
151k ve elektron mikroskobik diizeyde ilk defa
arastirtlmistir.  Cesitli  caligmalarda, testis
dokusunun histomorfometrik parametrelerinin
degerlendirilmesi, bu organa verilen hasarin
boyutunu degerlendirmek i¢in uygun bir
yaklagim olarak kabul edilmektedir.???> Bu
calismada, sekiz hafta boyunca 200
mg/kg/giin  ve 300 mg/kg/giin aspartam
uygulanan sicanlarin testis doku 6rneklerinde
doza baglh olarak artan dejenerasyonlar
dikkati c¢ekmistir. Histolojik gozlemlerimiz,
aspartamin doza baglh bir sekilde seminiferdz
epitelde  diizensizligi artirabilecegini ve
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interstisyel bag dokusunda siddetli &dem
olusturabilecegini ortaya koymustur. Bizim
calisgmamiza benzer sekilde, Anbara ve
arkadaglar1 da, yiiksek doz aspartam
uygulamasinin testislerde siddetli morfolojik
degisikliklere neden oldugunu
gostermislerdir. Germ hiicrelerinin sayisinda
ciddi azalma ve yogun immiin hiicre
infiltrasyonu, 6dematdz sivi birikimi, atrofiye
ugramig seminiferéz tiibiillerin varligin1 ve
Sertoli  hiicrelerinin ~ germ  hiicreleriyle
baglantilarin kaybettiklerini
gozlemlemislerdir. Aragtirmacilar, uzun sireli
aspartam  tliketiminin, oksidatif  stresin
indiiksiyonu yoluyla erkek farelerde iireme
hasarina neden oldugu kanaatine
varmislardir.’  Calismamizda, sekiz hafta
boyunca 300 mg/kg/giin ve 600 mg/kg/giin
asesiilfam K uygulanan sicanlarin testis doku
orneklerinde Sertoli hiicrelerinde
dejenerasyonlar ve spermatojenik hiicre
yapilarinda diizensizlikler goriilmiistiir. Sekiz
hafta boyunca 300 mg/kg/giin aspartam ve
300 mg/kg/giin asesiilfam K uygulanan
sicanlarin  testis doku Orneklerinde ise
membrana propriada kalinlagma ve tiibiil
epitelinde  apopitotik  hiicreler  dikkati
cekmistir.  Ayrica  Sertoli  hiicrelerinin
sitoplazmasinda dejenere ve genislemis
mitokondriyonlar, sayica artmis lipofuksin
graniilleri ve lipid damlaciklart izlendi.
Spermatojenik  hiicreler arasinda  genis
bosluklarin yan1 sira seminiferéz tiibiil
limeninde immatur dejenere hiicreler tespit
edilmistir. Aspartam ve asesiilfam K’nin doza
bagli olarak testis hiicresel yapisinda yol
actig1 bu dejenaratif degisiklikler infertilite ile
sonuc¢lanabilmektedir. Bu nedenle glinlimiizde
olduk¢a  yaygin  hale gelen erkek
infertilitesinde yapay tatlandiric1 kullaniminin
roliiyle ilgili daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir.

Sonuc¢

Sunulan c¢alisma, yapay tatlandiricilarin
hiicresel yapiya olan etkilerini gdsteren ilk
caligma olmasi sebebiyle onemlidir. Bununla
birlikte aspartam ve asesilfam K’nin
derinlemesine etkilerini degerlendirmek i¢in
daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir. Yapay
tatlandiricilarin - erkek {ireme  sistemindeki
toksisitesinin dogrulanmasi, daha kapsamli

ADYU Saghk Bilimleri Derg. 2020;6(3):320-331.

deneysel caligmalarin yant sira  klinik
arastirmalar yapilmasini gerektirmektedir.

Arastirmanin Etik Boyutu

Arastirmanin  yapilabilmesi i¢in ilgili
tniversitenin ~ Saglik  Bilimleri  Deneysel
Arastirma Merkezi’'nden Etik kurul onayi
alimmustir (Tarih: 08.02.2009: no:4).
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