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OZET

Bu arastirmada disi Spraque Dawley ratlara igme suyu ile subkronik dozda
akrilamid verilerek, akrilamidin kalin bagirsakta meydana getirebilecegi muhtemel
hasarlarin incelenmesi ve bu hasarlarin organik kuru kayisi ile dnlenebilirliginin test
edilmesi amaglanmustir.

Canli agirliklar1 ortalama 200 gr olan 40 adet disi Spraque Dawley ratlar her
grupta 10 rat olacak sekilde dort gruba ayrildi: 1. grup (kontrol grubu, 12 hafta
stireyle normal yemle beslendiler). 2. grup (kayist grubu, 12 hafta siireyle yem iginde
%S5 kuru kayisi ile beslendiler). 3. grup (akrilamid grubu; 12 hafta siireyle igme suyu
icinde 500 pg/kg viicud agirligi akrilamid ve normal yemle beslendiler). 4.grup
(akrilamid+kayis1 grubu; 12 hafta siireyle icme suyu ile 500 pg/kg viicud agirhig
akrilamid ve yemle %35 kuru kayis1 i¢eren yemle beslendiler).

12 haftalik siirenin sonunda tiim ratlar dekapite edildi. Ratlarda, Glutatyon S-
Transferaz Pi (GST-Pi) gen ekspresyonu, Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Rediikte
Glutatyon (GSH), Malondialdehid (MDA), total protein analizi igin kalin bagirsak
doku 6rnekleri alindi.

Kalin bagirsak MDA diizeyleri (nmol/gr yasdoku; gyd) kontrol grubunda
191, kayist grubunda 197,5, akrilamid grubunda 4070, kayisitakrilamid grubunda
375 bulundu. Akrilamid uygulamasi, kontrol grubuna gore kalin bagirsak MDA
seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde yiikseltirken (p<0,05),
akrilamid+kayis1 grubu MDA seviyesi akrilamid verilen gruba gore anlamli bir diisiis
gosterdi (p<0,05). Kalin bagirsak GSH diizeyleri (nmol/gyd) kontrol grubunda
1820,4, kayis1 grubunda 1806,5, akrilamid grubunda 1849,6, kayis1 + akrilamid
grubunda 1868,2 olarak tespit edildi. Biitiin gruplar arasinda istatistiki olarak anlaml
bir fark bulunamadi (P>0,05). Kalin bagirsak GST aktivite diizeyleri kontrol
grubunda 15,05, kayist1 grubunda 21,25, akrilamid grubunda 339,65,
kayisi+akrilamid grubunda 9,2 U/gr protein olarak bulundu. Kontrol grubuna kiyasla
akrilamid grubunda GST aktivitesinde istatistiki olarak anlamli bir artig gézlenirken
(p < 0,05), akrilamid grubu ile karsilastirildiginda kayisi-akrilamid grubu GST
aktivitesinde istatistiki olarak 6nemli derecede diisiis tespit edildi (p< 0,05). Kalin
bagirsak GSH-Px aktivite diizeyleri kontrol grubunda 191,1, kayist grubunda 2573,8,
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akrilamid grubunda 2383,6, kayisi+akrilamid grubunda 3179,5 U/gr protein olarak
bulundu. Kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda biitiin gruplarda GSH-Px
aktivitesindeki artis istatistiki olarak anlamli idi (P<0,05). GST-Pi gen ifade
diizeyleri (GST-Pi/GAPDH mRNA sinyal orami olarak) kontrol grubunda 0,71;
kayis1 grubunda 0,73; akrilamid grubunda 3,00; kayisitakrilamid grubunda; 1,50
olarak bulundu. Akrilamid grubu GST-Pi gen ifade diizeyi diger gruplara gore
anlamli bir artis gosterirken (p< 0,05), akrilamid+kayis1 grubu GST-Pi gen ifadesi
akrilamid grubuyla karsilatirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gosterdi (p
< 0,05).

Sonug olarak; Insan ve hayvanlarda yapilan arastirmalar, herhangi bir
dokuda Glutatyon S-Transferaz Pi (GST-Pi) gen ekspresyonu diizeylerinin artis
gostermesinin, o dokuda prekanserojenik degisikliklerin meydana geldigini ortaya
koymustur. Bu arastirmada akrilamid uygulanan ratlarin kalin bagirsak dokusunda
Glutatyon S-Transferaz Pi (GST-Pi) gen ekspresyonu ve malondialdehid (MDA)
diizeyleri 6nemli derecede artmistir. 12 hafta siireyle akrilamid uygulamasinin kalin
bagirsakta prekanserojenik degisiklikler meydana getirdigini gostermektedir. Ancak,
akrilamidle beraber organik kuru kayist uygulamasi, ratlarda kalin bagirsak
Glutatyon S-Transferaz Pi (GST-Pi) gen ekspresyonu ve malondialdehid (MDA)
diizeylerini kontrol grubu degerlerine diislirmiistiir. Bu sonug, akrilamidin kalin
bagirsakta meydana getirdigi prekanserojenik ve toksik degisiklikleri, organik kuru

kayisinin 6nledigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Rat, akrilamid, kalin bagirsak, preneoplastik degisiklikler, RT-
PCR, GST-Pi, organik kuru kayisi, antioksidan enzimler
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ABSTRACT

In this thesis, it was aimed to investigate the possible toxic effects that
subchronic doses of acrylamide with administered drinking water on the large
intestine tissue and to test these effects preventability with organic dried apricots in
female Spraque Dawley rats.

Forty female Spraque Dawley rats with the average weight of 200 g were
divided into 4 equal groups as follows: Group 1(Control);animals in this group was
administered with normal diet and normal drinking water for 12 weeks. Group
2(apricot);animals were administered daily diet with %5 apricot and normal drinking
water for 12 weeks. Group 3 (acrylamide) ;animals were administered daily
acrylamide 500 pg/kg via drinking water and normal diet. Group 4 (acrylamide-
apricot);animals were administered daily acrylamide 500 pg/kg via drinking water
diet with %5 apricot.

At the end of the 12 week-period, all rats were decapitated. Samples of large
intestine were collected for biochemical analyses to measure levels of Glutathione
Peroxidase (GSH-Px) activity, Glutathione-S Transferase (GST) activity, Glutathione
S-Transferase Pi gene expression, Malondialdehyde (MDA),Reduced Glutathione
(GSH) and Total protein.

MDA levels of large intestine in control, groups apricot, acrylamide and
apricot +acrylamide were found to be 191, 197,5 , 4070 and 375 nmol/gwt,
respectively. Acrylamide treatment significantly increased large intestine MDA level
as compared to control (p < 0.05), while MDA level in group apricot +acrylamide
was significantly lower than in group acrylamide (p < 0.05). GSH levels of large
intestine in control, apricot, acrylamide and apricot +acrylamide groups were 1820,4,
1806,5, 1849,6 and 1868,2 nmol/gwt, respectively. With respect to GSH levels, no
significant difference was found among the groups (P > 0.05). GST activities of large
intestine in control, groups apricot, acrylamide and apricot +acrylamide were 15,05,
21,25, 339,65 and 9,2 (U/g protein), respectively. GST activity of acrylamide group
was significantly increased compared to control, whereas GST activity of group
apricot + acrylamide was significantly reduced as compared to group acrylamide (p <

0.05). GSH-Px activities of large intestine in control, groups apricot, acrylamide and
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apricot +acrylamide were found to be 1961,1 , 2573,8 , 2383,6 and 3179,5 (U/g
protein), respectively. GSH-Px activities in 3 treatment groups were significantly
higher than in control (p < 0.05). Level of GST-Pi gen expression (as GST-
Pi/GAPDH mRNA signal ratio) in control, and groups apricot, acrylamide and
apricot +acrylamide were found to be 0,71, 0,73, 3,00 and 1,5, respectively. Level
of GST-Pi gen expression in acrylamide group was significantly elevated compared
to the other groups, whereas level of GST-Pi gen expression of group
apricot+acrylamide group was significantly decreased compared to that of group
acrylamide (p < 0.05).

In conclusion, the studies on humans and animals show that increase of GST-
Pi gene expression in the tissues is related to the pre-carcinogenic changes. In this
study, GST-Pi gene expression and MDA levels in acrylamide group large intestine
tissues significantly increased. When the organic dried apricot has been given at the
same time, these levels have been decreased at the control group levels. This result
shows that the acrylamide caused the pre-carcinogenic and toxic changes on large

intestine tissues and the organic dried apricot has prevented these effects.

Key words: Rat, acrylamide, large intestine, precarsinogenic changes, RT-PCR,
GST-Pi, organic dried apricot, antioxidant enzymes.
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1. GIRIS

Rosaceae (Giilgiller) familyasinin Armeniaca cinsine ait olan kayisinin
botanik ad1 Armeniaca vulgaris Lam. (Prunus armeniaca L.)'dir. Bugiin Tiirkiye yas
kayist iiretiminin yaklasik % 50°si, kuru kayis1 iiretiminin ise % 95’1 Malatya ilinde
yapilmaktadir. Uretilen kuru kayismnin ¢ok énemli boliimii ihrac¢ edilmekte ve diinya
kuru kayist ticaretinin yaklasik % 80-85’1 Malatya'dan saglanmaktadir. Biitiin
bunlarin hakli bir sonucu olarak Malatya ili kayis1 ile anilmaya baslanmis baglamistir
(1). Kayist mineral maddelerden potasyum ve vitaminlerden B -karotence g¢ok
zengindir ve pB-karoten A vitamininin Onciisiidiir. A vitamini ise lireme ve
biiylimede, enfeksiyonlara kars1 viicut direncinin artmasinda énemli rol oynar. Diger
taraftan A vitamini normal viicut hiicrelerinin kanserli hiicreye doniismesinin baslica
sorumlusu olan aktif karsinojenlerden tekli oksijenin olusmasini onlemekte veya
olustuktan sonra etkisiz hale getirmektedir. Ayrica A vitamini organizmanin ve
saglikli hiicrelerin direncini artirarak kansere karst koruyucu gorev yapmaktadir.
Kuru kayisinin beslenme ve saglik agisindan en 6nemli bilesiklerinden biri de diyet
lifidir. Diyet lifi sindirim sistemimizde salgilanan enzimler tarafindan
hidrolizlenemeyen polisakkarit ve lignin gibi bilesiklerden olusmaktadir. Diyet lifi
kabizlik, apandisit, hemoroit, dis hastaliklari, sismanlik, seker hastaligi, koroner kalp
hastaliklar1 ve kolon kanseri gibi hastaliklarin olusum riskini azaltmakta,
bagirsaklarin diizenli ¢aligmasini saglamaktadir (2).

Akrilamid dogal olarak bulunmamakla birlikte oldukga yiiksek kimyasal
aktiviteye sahip a-p-ansature karbonil bilesigi olup olduk¢a yaygin kullanilmaktadir.
Arastirma  laboratuarlarinda  6zellikle  molekiiller  biyolojide  yogunlukla
kullanilanmakta, matbaacilik ve tekstil sektoriinde, atik sularin iyilestirilmesinde,
losyon deodorant gibi kozmetik sektoriinde kullanilan katki maddesi olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Gidalarin yiiksek sicaklik derecelerinde pisirilmesiyle de
akrilamid olusmaktadir.

Akrilamidin, sigan ve fareler i¢in kanserojen ve genotoksik oldugu ve belli
dozlarin tizerine ¢ikildiginda ise, insan ve hayvan sinir sisteminde norotoksisiteye
yol actig1 bilinmektedir.

Insanlarda kanser olusumuyla heniiz bir baglantisi kanitlanmasa da



Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan “muhtemelen insanlar i¢in
kanserojen (Grup 2A)” olarak degerlendirilmesine neden olmustur (3). Rediikte
glutatyon (GSH) viicudun en 6nemli non-enzimatik antioksidan molekiillerinden
biridir. GSH, serbest oksijen radikallerini (SOR) non-enzimatik yolla detoksifiye
ederek dokular1 oksidatif stres’in zararli etkilerinden korumaktadir. Cok daha 6nemli
olan diger bir islevide, dokularin en 6nemli enzimatik antioksidanlarindan olan
glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi i¢in
siddetle ihtiya¢g duyulan bir koenzim olmasindan ileri gelmektedir. Fizyolojik
sartlarda tiim dokularda oksidanlarla antioksidanlar arasinda bir denge s6z konusu
olup bu oksidan/antioksidan dengesi, viicut da dogal olarak iiretilen SOR’ larin
etkisizlestirilmesini ve dokularin radikallere bagli hasarlanmalardan korunmasini
saglamaktadir.

Agiz yoluyla alinan akrilamid, sindirim sistemi boyunca yeterli diizeyde
GSH’1in  varhiginda, GST ile akrilamid-glutatyon formuna donistiiriilerek
etkisizlestirilir ve viicud disina rahatlikla atilabilmektedir. Yanliz, akrilamidin sulu
ortamlarda kolaylikla ¢oziinebilme 6zelligi nedeniyle akrilamidin bir kismida tim
viicud dokularina dagilim gosterir. Viicudun tiim dokulari, GST / GSH seviyelerine
bagli olarak akrilamidi GSH ile konjuge ederek etkisiz hale getirebilirler. Akrilamid
ayrica, karacigerde Sit P450 2E1 (CYP 450 2E1) ile okside edilerek ¢ok daha
genotoksik olan glisidamid’e donistiiriliir. Glisidamid molekiilide GST / GSH
sistemiyle glisidamid-glutatyon sekline cevrilirek detoksifiye edilir ve viicut digina
idrarla atilir. Ancak, ortamda yeterli diizeyde GSH’in bulunabildiginde akrilamid
katabolize edilebilmekte ve viicud disina atilabilmektedir.

Yiiksek miktarlarda ve uzun siireli akrilamidin viicuda alintyor olmasi, genel
olarak tiim viicut dokularinda bir GSH azalmasina neden olabilmektedir. Bu durum
radikallerin  nonezimatik detoksifikasyonu ve GSH gerektiren enzimatik
detoksifikasyon kapasitesinde diisiise neden olmaktadir. Dokularin oksidan /
antioksidan dengesi oksidanlarin lehine bozulur ve dokularin hasarlanmasi olarak
ifade edilen oksidatif stres bilangosu seklinde kendini belli eder. Oksidatif strese
bagl olarak dokularin GSH diizeyindeki azalma, agizdan alinan akrilamidin yeterli
diizeyde detoksifiye edilememesine neden olmaktadir. Bu durumda akrilamid
karacigerde Sit P450 2E1 ile okside edilerek cok daha toksik bir madde olan



glisidamid’e doniistiiriilmektedir. Sonug¢ olarak da dokularda genotoksik etkiler
meydana gelmektedir.

Bu arastirmanin amaci: disi Spraque Dawley ratlara 12 hafta siireyle
subkronik dozda akrilamid verilerek kalin bagirsak dokusunda meydana gelebilecek
toksik ve karsinojenik degisiklikleri incelemek ve organik kuru kayisi'nin akrilamid
kaynakli bu toksik ve karsinojenik degisiklikleri Onleyip Onleyemediginin test

edilmesidir.

2. GENEL BILGILER

2.1. AKRILAMID

Tabiatta dogal olarak bulunmayan akrilamid, ancak kimyasal olarak
sentezlenebilen oldukga toksik doymamuis ¢ift bag i¢eren bir amiddir. Akrilamid, ilk
olarak 20.yy ortalarinda ozellikle Amerika’da kimyasal yollarla sentezlenmis ve
tekstil, kagit, kozmetik sanayi igme sularmmn iyilestirilmesi gibi ¢ok degisik
endiistriyel alanlarda kullanilmaya baslanmistir (4).Ayrica yapilan arastirmalarda
sigaranin da bileseni oldugu bildirilmistir (5). Son yapilan arastirmalarda, yiiksek
sicaklik derecelerine maruz birakarak hazirlanan besinlerde de akrilamid olustugu
kesfedilmistir. Yapilan arastirmalar, gidalarn 120 °C’nin iizerindeki sicaklik
derecelerinde pisirilmesi (6zellikle kizartma, gril, ya da firinlama) sirasinda bol
miktarda akrilamidin meydana geldigini ortaya koymustur. Pisirilme sirasinda
meydana gelen akrilamid miktari, maruz birakilan sicaklik derecesi ve siiresi ile
dogru orantili olarak artmaktadir (6).

Akrilamid ve bisakrilamid birimlerinin polimerizasyonu ile yliksek molekiiler
agirlikli polimerik 6zelligi olan poliakrilamid olusumu s6z konusudur.

Yiiksek molekiiler agirlikli bu polimerler, kimyasal olarak inert (tepkisiz),
nontoksik ve genellikle de kararli yapilardir. Poliakrilamid, matbaacilik ve tekstil
sektorinde kagidin dayanikliligini arttirmada, atik sularin aritilmasi igleminde
yogunlastirma basamaklarinda, losyon, deodorant, parfim gibi birgok farkli
kozmetik {irlinlerin hazirlanmas1 sirasinda yagli ve yumusatici bir &zellik

kazandirmak i¢in katki maddesi olarak kullanildigi bilinmektedir. Bununlada



kalmayip poliakrilamid, arastirma laboratuvarlarinda elektroforez ve kromatografi
gibi molekiiler biyoloji uygulamalarinda, proteinlerin saflastirilmasi ¢aligmalarinda

yogun olarak kullanilmaktadir (5).

2.1.1 Akrilamidin kimyasal yapisi
Akrilamid doymamis ¢ift bag igeren bir amiddir. Diger isimleri etilen

karboksamid, propenoik asit amid, akrilik amid ve vinil amiddir (Sekil 1:) (6).

Sekil 1: Akrilamidin molekiil yapis1

Sivi halde iken beyaz bir kristal gibi goriilen akrilamid oda sicakliginda
kokusuz, tatsiz, kat1 ve suda yliksek ¢oziiniirliige sahiptir. Erime sicakligit 84.56 °C,
kaynama sicakligr 125.6 °C’dir. Molekiil agirligi 1.08 g/mol olan akrilamid suda ve
diger polar ¢oziiciilerde (aseton, metanol, etanol vb) kolaylikla ¢oziinlirken; polar
olmayan ¢oziiciilerde ¢éziinmez (7).

Akrilamid iire CO(NH,) , ve formaldehit (HCHO) veya glioksal (CHO),,
aldehitler (RCHO), aminler (R,NH), tiyoller (RSH) gibi kiigiik reaktif molekiillerle
reaksiyona girebilmektedir (8).

2.1.2 Akrilamidin kimyasal olarak olusumu

Gida kaynakli akrilamid, 120 °C’nin istiindeki sicakliklarda glukoz ya da
fruktoz gibi monosakkaritlerle asparajin gibi aminoasitler arasinda meydana gelen
Maillard reaksiyonu sonucunda olugmaktadir (Sekil 2) (9,10).

Proteinlerin yapisina giren standart 20 aminoasitten Ozellikle asparajin,

akrilamid olusumunda basrolde yer almaktadir.
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Sekil 2: Maillard Reaksiyonu ve Akrilamid Olusumu

Aragtirmalar, akrilamid olusumunda glukozun fruktoz ya da galaktozdan
daha etkili oldugunu gostermistir (Tablo 1.) (11).

Asparajin amino asidi disinda akrilamid olusumuna asparajin aa kadar etkili
olmasada; glutamin, sistin, arginin, metiyonin ve aspartik asit gibi amino asitler de
neden olmaktadir (12).

Akrilamid olusumunda sadece asparajin yolu olmadigi; akrilik asit, akrolein
gibi farkli maddeler {izerinden akrilamid olusum yollarinin da var oldugu ancak
asparajin yolu kadar etkili olmadig1 yapilan aragtirmalar sonucunda gorilmistiir (8).

Akrilamidin farkli molekiillerden olusum yollar1 Sekil 3.’de verilmistir



Tablo 1: Farkli sekerlerin asparajin aa ile birlikte 1smin etkisiyle akrilamide
doniisiim potansiyelleri (170 °C 'de 30 dk sonunda).

Yad Avitleri

KARBONHIDRAT AKRILAMID
Glukoz 9.6 mmol
Fruktoz 8.9 mmol
Laktoz 8.1 mmol
Riboz 7.6 mmol
Arabinoz 6.7 mmol
Eritroz 6.4 mmol
Sukroz 5.7 mmol
H
NHp  NHp
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Sekil 3: Farkli molekiillerden akrilamid sentezi
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2.1.3 Akrilamidin gidalarda olusumu

Gidalarin pisirme siiresi ve sicakligi ile akrilamid olusumu arasinda yakin bir
iliski vardir aym1 gida tiplerinin farkli Giriinleri veya ayni iriinlerin farkl tarihlerde
tiretilmis olanlar1 arasinda bile akrilamid igerigi bakimindan farkliliklar
gostermektedir. Pisirme seklinin de akrilamid olusumunda etkisi oldugu
bilinmektedir. Bazi arastirmalarda haslanarak pisirilen gidalarda akrilamidin
olusmadig bildirilmistir (13).

Yag siit ve sekerin yiiksek sicaklikta pisirilmesinin gerek biskiivide gerekse
mubhallebi ve bunlar gibi diger bir¢ok iiriinlerde maillard reaksiyonu olugmakta ve bu
saglhigi olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Maillard reaksiyonu nedeniyle siitteki
proteinlerin kullanilmaz hale geldigi sonu¢ olarak da karacigerde toksik etkiye
sebebiyet verdigi goriilmiistiir (14).

Besinlerin sahip oldugu asparajin ve indirgen sekerler (baslica glukoz ve
fruktoz) yoniinden bilesimi, tiirli, saklama kosullari, mevsimsel degisiklikler de
akrilamid miktar tizerine farkliliklara yol agmaktadir.

Yapilmis bir¢ok ¢alismada besinlerin pH degeri ve su igeriginin de akrilamid
olusumuna etki ettigi ve ortamda Maillard reaksiyonuna girmeye uygun diger
aminoasitlerin bulunmasinin akrilamid olusumunu azalttig1 belirtilmektedir (14).

Akrilamidin gidalarda olusumunun kanitlanmasindan sonra diinya ¢apinda
bircok resmi kurulus bu tehlikeli maddenin olusumu ve azaltilmasi iizerine
caligmalar baslatmiglardir. Yayinlanan raporlarda, yiiriitilmekte olan iiretim
basamaklarinda yapilan iyilestirmelerle, patates cipslerindeki akrilamid miktarlarinda
% 3040 oraninda azalma saglanabilecegi bildirilmistir (15). Yalmz bu
lyilestirmelerin patates cipsi Ureticileri tarafindan hangi yayginlikta uygulandigi
belirsizligini hala korumaktadir. Benzer oneriler ve durumlar oldukca yaygin
kullanilan kahve ve kahvaltilik gevrekler icin de s6z konusu konumunu
korumaktadir.

Cesitli gida modelleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda akrilamid miktarinin

azaltilabilmesi i¢in bir¢ok segenegin var oldugu belirtilmektedir. Bu segeneklerden



en verimli olan yontem ise; akrilamid olusumunda 6nciil madde olan asparajin aa’nin
pisirme Oncesinde gidaya asparajinaz ilave edilerek yikilmasi ve akrilamid
olusumunun engellenmesidir. Bunun yani sira asparajinin azaltilmasina yonelik
alternatif yontemler de vardir. Akrilamid miktarinin azaltilmasi i¢in 6nerilen diger
yontemler ise temel gida bilesenlerinin degistirilmesi (Maillard reaksiyonuna
asparajinle yarigsmali olarak giren aminoasitlerin katilmasi gibi) ve pisirme sartlarinin
degistirilmesidir (sicakligin siiresinin ve derecesinin diisiiriilmesi gibi) (15). Oldukga
mesakkatli olan bu Onerilerin isletmelerce uygulanip uygulanmamasi belirsizligini
korumaktadir. Bu noktada iiretim ydntemlerinin tiiketici memnuniyeti, riinlerin
besleyicilik 6zellikleri ve olasi zararli maddelerin olusumu {izerine etkilerinin de

degerlendirilmesi gerektigi sliphesizdir.

2.1.4 Akrilamidin gidalarda bulunusu

Akrilamid, toksik etkilerinin baslangi¢c konsantrasyonlarinin tam olarak
bilinemedigi kimyasallar grubunda degerlendirilmektedir. Akrilamidin de yer aldig1
bu grup kimyasal maddeler, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi bir risk
tasiyabilmekte ve bunlar i¢in tamamen zararsiz denmesi mimkiin olmamaktadir.
Viicuda alinan akrilamid miktarinin artis1 ve maruz kalinan siirenin uzamasi olusan
hastalik riskinide o denli etkili hale getirebilir.

24 Nisan 2002’de Isve¢ Ulusal Yiyecek Ajansi ve Stockholm Universitesi
120 °C’nin tizerindeki sicaklik derecelerinde 6zellikle kizartilmig veya pisirilmis
yiyeceklerde yogun miktarlarda akrilamid olustugunu diinya kamoyuna duyurduktan
sonra ¢ok sayida kurulus da kendi tilkelerindeki gidalarin akrilamid diizeylerini ve
sinir degerlerini tespit etmek lizere calismaya baslamislardir.

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (U.S. FDA) 2002 yilindan beri periyodik
olarak her yil piyasadan 6rneklerini aldigi gida maddelerinde akrilamid 6l¢iimleri
yapmakta ve bu sonuglar1 kendi Web sitesinden kamuoyuna duyurmaktadir (Tablo 2)
(16).



Tablo 2: Amerikada siklikla tiiketilen besinlerin akrilamid igerikleri

Gida/Gida iiriinleri Akrilamid diizeyi (ng/kg)
Ortalama | Ortanca | Alt-iist Ornek sayisi

Patates cipsi 1312 1342 170-2287 38
Patates kizartmasi 537 330 «<50-3500 39
Hamur iirtinleri 36 36 30-42 2
Firinlanmas tiriinler 112 <50 <50-450 19
Biskiivi, kraker, tost 423 147 <30-3200 58
Kahvaltilik tahillar 298 150 <30-1346 29
Masir cipsi 218 167 34-416 7
Siitli ekmek 50 30 <30-162 41
Balik ve deniz iiriinleri 35 35 30-39 4
Kiimes hayvanlari 52 52 39-64 2
Instant malt igecekleri 50 50 <50-70 3
Cikolata tozu 75 75 <50-100 2
Kahve tozu 200 200 170-230 3

TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi laboratuvarinda yapilan
Tiirkiye’deki  akrilamid taramalarinda evde taze patatesin soyularak
kizartilmasina oranla fast-food {irlinii olarak dogranip dondurulmus patateste gok
daha yiiksek miktarda akrilamid olustugunu gostermektedir (Tablo 3).
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi tarafindan yapilan bu arastirmada
tesadiifi yontemle ev yemekleri, kavrulmus cerezler, ekmek ve firincilik
mamulleri, cipsler, kahve, biskiivi, kraker, ¢ikolata, bebek mamalari, patates
kizartmalari, geleneksel Tiirk tatlilari, pekmez, 1zgara, kebap, doner ve kofte
gibi gelencksel gidalardan 6rnekler alinmstir. 9 ay siiren ¢alismanin sonunda bu
gida iirlinleri nin akrilamid diizeyleri tespit edilmistir. Bu aragtirmanin sonuglari

Tablo 3.’de verilmistir.
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Tablo 3: TUBITAK "1n Tiirkiye deki cesitli gidalarda akrilamid tarama calismasi

Gida maddesi Akrilamid (ug/kg)
Piring pilavi Olgiilebilir degerin altinda
Tahin helvasi Olgiilebilir degerin altinda
Kebap, doner, 1zgara Olgiilebilir degerin altinda
Cavdar ekmegi Olgiilebilir degerin altinda
Beyaz ekmek (kabukta) 40-160

Kizarmis ekmek (hazir) 200

Hazir ¢orbalar 40-60

Tulumbea tatlisi 40-45

Bebe biskiivisi 400-600

Biskiivi 70-130

Kraker 70-200

Kahvaltilik gevrekler 80-350

Akrilamidin cips, kraker, kahvaltilik gevrekler, biskiivi ve bebe biskiivileri ile
patates ve ekmek kizartmalarinda yiiksek miktarlarda olustugu tespit edilmistir.
Tulumba taths: ve beyaz ekmegin kabugunda da kayda deger oranda akrilamid
bulundugu ortaya konulmustur. Ancak ekmegin i¢ kisminda, 1zgara, doner, tahin
helvasi, ¢avdar ekmegi, baklava ve pilavda ise akrilamid diizeyleri o6l¢iilebilir
degerlerin altinda bulunmustur. Gidalarin haslanmasi sirasinda da akrilamid olusumu
s6z konusu olmadigi goriilmiistiir (10).

WHO yiiksek diizeyde akrilamid igeren gidalarin insan sagligini tehdit
etmesi nedeniyle yasaklanmasi ya da bu gidalarin ambalajlarina “insan sagligina
zararl akrilamid maddesi igerir” uyar1 yazisinin konulmasi gerektigi yoniinde goriis

bildirmistir.

2.1.5 Besinlerde olusan akrilamidin diisiiriilmesine yonelik 6nlemler
® Patateslerin suya daldirilmasi: Pisirme veya kizartma islemi gerceklesmeden

once patateslerin 1lik suda, sicak suda veya oda 1sisinda bekletilmesi.



® Kizartma isleminden dnce suyunu iyi aritma (suda bekletilen patatesin).

¢ Kizartma islemi Oncesinde uygulanan haslama islemi patateste glukoz ve
asparajin i¢erigini azaltmistir (17, 18).

® Asparajin diizeyi: Patatesin Onemli bir bilesendir, diizeyinin kontrol
edilmesinin pratik oldugu ile ilgili fikirler net degildir.

® Asparajinaz enziminin kullanimi1 etkilesimi durdurmaktadir. (Maillard
reaksiyonunu). Fakat konuyla ilgili daha ileri galismalar gerekmektedir.

e Ornegin: patatesi % 0.5-1.0’lik sitrik asit c¢ozeltisinde en az 20 dakika
bekletme, akrilamid olusumunu 6nemli 6l¢tide azaltmaktadir.

¢ pH’y1 diisiirme: Akrilamid olusumunu %20-30 oraninda azaltmaktadir,

® Soguk depolama oOnlemi: 8 °C’nin altinda depolama’nin indirgen seker
miktarini azalttig1 bildirilmistir.

® Pigirme siiresi ve isist’nin diisliriilmesi. Ancak tiim besinler patojenleri
oldiirecek kadar pisirilmelidir.

® Derece ve pisirme kurallari: Baslangic kizartma derecesinin 175 °C olmasi.

® Geleneksel firinlarda pisirme 1s1s1 200 °C’yi, fanh firmmlarda 190 °C’yi
gecmemesi.

® Altin sarist rengi vermek icin glukoz/dekstroz soliisyonuna daldirmanin
yapilmamasi (6zellikle patatesin kizartilmasinda).

® Galetaya bulanmis {riinlerin tekrar pisirilmesi 6nemli oranda akrilamid
diizeyini artirdigindan bu {iriinlerin ¢ok fazla tercih edilmemesi.

® Disarida donmus ve korunmamis patateslerin tercih edilmemesi.

® Tahil iiriinlerinde amonyum bikarbonat yerine sodyum hidrojen karbonatin

yiikseltgenme ajani olarak kullanilmasi akrilamid diizeyini azaltmaktadir.

2.1.6 Akrilamidin toksik etkileri

11

Akrilamid’in hayvanlarda kansere sebebiyet verdigi ve belli dozlarin {izerine

cikildiginda ise insan ve hayvan sinir sisteminde norotoksisiteye yol agtig1

bilinmektedir. Farelerde yapilan arastirmalar; akrilamidin, gidalarin pisirilmesi

sirasinda olusan diger kanserojenlere benzer bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Insanlar i¢in, gida kaynakli kanserojen ajanlarin etkileri tam olarak bilinmemektedir.
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Akrilamidin diyette, diger gida kaynakli kanserojenlere oranla daha yiiksek
diizeylerde bulunusu, akrilamidin kanserojen olabilecegi siiphesini ciddi derecede
arttirmis ve tizerindeki ¢alismalar1 yogunlastirmistir (19).

Deney hayvanlar1 {izerinde yapilan c¢alismalar da, monomerik bir yapiya
sahip olan akrilamidin gerek sinir gereksede iireme sistemlerinde hiicresel hasara
neden oldugu ve Ozellikle hormonal duyarlilifi olan dokularda tiimdr gelisimini
indiikledigi bildirilmistir (20).

Insanlar iizerinde yiiriitiilmiis epidemiyolojik calismalarda gida kaynakli
akrilamide yogun olarak maruz kalan toplumlarda norotoksisitenin énemli oranda
ilerlemis oldugu ancak kanser riskinde bdyle bir artisin olmadigi ileri siiriilmiistiir.
(21,22).

2.1.6.1. Akrilamidin Norotoksisitesi

Laboratuvar hayvanlari ve insanlar iizerinde yapilan ¢aligmalar da,
akrilamidin norotoksik oldugu bildirilmistir (23,24).

Yapilan bu calismalar, akrilamidin farkli doz protokollerinin 6zellikle oral ve
damar i¢i uygulamalarinda meydana gelen doku hasarlarinin mekanizmalarinin
ortaya ¢ikartilmasimna yonelik olmustur. Bazi ¢aligmalarda sinirsel dokulardaki
morfolojik ya da biyokimyasal degisiklikler incelenmisken, bazi ¢aligmalarda sadece
norotoksisitesi incelenmistir. Birkag ¢alismada ise akrilamid toksisitesinin zamanla
degisimi, biyokimyasal ve morfolojik parametreler tizerindeki etkileri aragtirilmistir.

Fullerton ve ark. (25) siganlara akut ve subakut dozda akrilamid vererek
yaptig1 calismada, akrilamidin norotoksik etkilerine bagli olarak sicanlarin arka
ayaklarinda zayiflik, arka ayaklar siiriikleme ve kismi felglere neden olabilecegini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada disi siganlara 100 mg/kg ya da 203 mg/kg (LD50)
dozda akrilamid verilmis. 203 mg/kg akrilamid uygulanan grupta 48 saat boyunca bir
titremenin net bir sekilde goriildiigii ve ayrica bu sigcanlarin ya hemen iyilestikleri ya
da 2-3 giin icinde oldiklerini bildirmislerdir. Diger grupta ise verilen ilk 100
mg/kg’lik dozdan sonra siganlarda titreme baslamis ve 24 saat sonra uygulanan
ikinci dozdan sonra halsizlik, biinyede zayiflik ve bunu takip eden 3 giin ig¢inde

oliimle sonuglanan bir tabloyla karsilastiklarini bildirmislerdir. (25)



13

Fullerton ve ark. ayni arastirmada, erkek ve disi siganlara 15 giin boyunca
sonda yoluyla 50 mg/kg akrilamid uygulamiglardir. Bu islem ¢ok ciddi biinye
zayifligina ve sicanlarin Sliimiine sebebiyet vermistir. Doz azaltilarak haftanin 5
giinlii 25 mg/kg akrilamid 20 seans seklinde uyguladiklarinda ise bacak kaslarinda
gozle goriiliir bir zayiflik tespit etmisler ve ardindan 28. doza ulastiklarinda ise
viicudun her yerinde ciddi zayifliklar gézlemlemislerdir. Tam olarak iyilesme ancak
uygulama bittikten 4 hafta sonra gergeklesebilmistir. Akrilamidin norotoksik
etkilerini inceleyen ¢alismalar si¢an, fare, maymun, kopek ve kediler lizerinde yogun

olarak siirdiiriilmektedir (26).

2.1.6.2. Akrilamidin Genotoksisitesi

Akrilamid ve metabolitleri (glisidamid gibi) hem genotoksik (mutajenik)
hemde kanserojendir. Akrilamidin bu iki etkisiyle ilgili olarak memelilerde yapilmis
olan ¢ok sayidaki arastirma da, akrilamidin memeliler igin genotoksik ve kanserojen
oldugunu ortaya koymaktadir (27,28). Insanlarda glisidamid olusumunun ¢ok diisiik
diizeylerde ger¢eklesmesi nedeniyle akrilamidin insanlar lizerindeki mutajenik etkisi
hayvanlara gore daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Akrilamidin insanlar i¢in 2A grubu bir kanserojen oldugunu belirten
Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi (IARC), bu kararini akrilamidin kemirgenlerin
tireme ve somatik hiicrelerinde yaptigi kromozomal anormalliklere ve gen
mutasyonlarina dayandirmistir  (29). Labaratuvarda yapilan hiicre kiiltiirii
caligmalarinda da akrilamidin gen mutasyonlari ve kromozomal anormalliklere
neden oldugu bildirilmistir (30).

Son zamanlarda yapilmis bircok c¢alismada, akrilamid’in canlilarda
genotoksik oldugunu ve genotoksisitesiye sebebiyet verenin akrilamid’den ziyade
glisidamid oldugu bildirilmis. Hayvanlara verilen glisidamidin ayn1 dozdaki
akrilamidden daha mutajenik oldugunu tespit edilmistir (31,32,33). Glisidamid ya da
akrilamid ile muamele edilen hiicrelerin, kendiliginden mutasyona ugrayan kontrol
hiicrelerine oranla daha fazla A—G gegisleri ve G—C transversion’larini
gostermisken, glisidamid ile muamele edilen hiicrelerde G—T transversion’lar1 ¢ok

daha yiiksek diizeylerde gergeklestigi ortaya konmustur (31,34).
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2.1.6.3. Akrilamidin Kanserojenik Etkisi

Akrilamidin igme suyu veya diger yollarla uzun siire verilmesi fare ve
siganlarda gesitli organlarda tiimor gelismesine neden olmaktadir (20,35,36).
Akrilamid; farelerde alveol kaynakli akciger timorii olusumuna, dermal
uygulamalarda deri tiimorlerine sebebiyet verirken, siganlarda testis, tiroid ve
memeyle ilgili timoér olusumunu tetiklemektedir (20). Sig¢anlar {izerinde yapilan bir
calismada, hipofiz ve klitoral salgi bezlerinin adenomasi, agiz boslugunun
papillomasi, rahmin adenokarsinomasi ve bobrekiistii bezine ait tiimorlere
rastlanilmustir (20).

Deney hayvanlarinda agizdan alinan akrilamidin 6nemli bir bolimii,
kimyasal olarak tepkisel ve genotoksik olan glisidamide doniisiir. Glisidamidin
kanserojen oldugunu tam olarak ortaya koyan bir arastirma bulunmamaktadir, ancak
bu bilesikle ilgili arastirmalar yogun sekilde siirmektedir.

Epidemiyolojik ¢alismalarda ise akrilamidin insanlarda kansere yakalanma
riskini arttiran kesin ve kati bir olguya rastlanmamustir (21,37,38). Yiiksek miktarda
akrilamide maruz birakilan isgilerde pankreas kanseri insidansi ikiye katlanmigken,
bu durumun tutarl: bir maruz kalma-etki iligkisi saptanamamustir (37) .

Bazi avrupa iilkelerinde kanser oranlar1 {izerine yapilan ¢alismalarda,
akrilamid iceren gida ve iceceklerin tiiketimi ile bobrek, kalin bagirsak, idrar kesesi,
ag1z boslugu, yutak, girtlak, yemek borusu, gogiis ve yumurtaligi kapsayan cesitli
yerlerdeki kanser oranlari arasinda direkt bir iliski olmadigimi bildirilmistir

(39,40,41).

2.1.6.4. Deney Hayvanlarinda Yapilan Kanserojenite Calismalari

Sicanlarda ve farelerde akrilamid’in kanserojenitesi ile ilgili bircok ¢alisma
yayimmlanmistir. Siganlarda iki yillik bir ¢aligmayi farelerde daha kisa siireli bircok
calismay1 igeren bu deneylerde akrilamid, ¢esitli yollarla sistemli bir sekilde
verildiginde, gerek farelerin (42,43) gerekse de siganlarin (35) ¢esitli dokularinda
timor gelismistir. Akrilamid, viicuda girdikten sonra oksidasyona ugrayarak

genotoksik bir metabolit olan glisidamide (44,45) doniistiiriilebilmektedir.
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Yapilmis bir bagka calismada, yiyeceklerin pisirilmesi esnasinda 6zellikle bir
amino asid olan asparagin ile glukoz gibi sekerler (46,9) arasindaki Maillard
reaksiyonu sonucunda akrilamidin olustugu gosterilmistir. Gida kaynakli
akrilamid'den dolay1 insanlarda olusabilecek olas1 kanser risklerini saptamak ig¢in
toplumun biiyiik bir kismini i¢ine alan ¢ok sayida epidemiyolojik ¢aligma planlanmis
ve bir kismi da yapilmaya baslanmustir.

Akciger timorii gelisimi tizerine akrilamidin etkisini arastirmak amaciyla
yapilan bir ¢aligmada, erkek ve disi farelere sondayla ¢esitli dozlarda akrilamid
verilmig, hayvanlar yedi ay sonra dekapite edildiginde, akciger adenoma’ll farelerin
sayisinda ve fare basina akciger adenomalari sayisinda doz ile alakali 6nemli bir artig
oldugu saptanmustir (36). Bir diger ¢alismada, 8 haftalik 16 erkek ve 16 disi fareye
viicut agirliklarina gore cesitli dozlarda akrilamid uygulanmis. Uygulama karin zar1
icine sekiz hafta boyunca haftada {i¢ defa olacak sekilde yapilmistir. Akrilamid
uygulamasi, en yiiksek doz seviyesinde (60 mg/kg) hayvanlarda noropati ve diisiik
hayatta kalma yiizdesine yol agmasi nedeniyle sonlandirilmistir. Diger gruplardaki
hayvanlar uygulamay: takip eden 6. aya kadar yasamis, ancak 6. ayin sonunda
dekapite edildiklerinde erkeklerde akciger adenoma gelisim oranlarimin doza baglh
olarak arttig1 tespit edilmistir (36).

5-6 haftalik erkek ve disi si¢anlarda yapilmis bir baska ¢alismada, iki yil
boyunca i¢gme suyuna akrilamid verilmis ve ¢alismanin sonunda en yiiksek dozu alan
her iki cinsiyetten hayatta kalan hayvan sayisi olduk¢a azalmigtir. Caligmada
erkeklerde tiroid bezi ile testis tiimorii oranlarinda disilerde ise meme, merkezi sinir
sistemi, tiroid bezi, agiz boslugu, rahim ve klitoral salgi bezi tiimorlerinin
oranlarinda da 6nemli artiglar gozlemlenmistir (35). Yang ve ark. (19), akrilamid
verilen sicanlarin testislerinde meydana gelen toksik etkileri arastirmis ve
akrilamidin sperm kalitesini etkiledigini ve sperm konsantrasyonu'nu azalttigini
bildirmislerdir. Histopatolojik incelemeler de ise; testislerde ¢ok sayida
histopatolojik degisikligin oldugunu ve toksik etki nedeniyle ¢ok sayida Leyding
hiicresinin 6ldiigiinii, sperm noksanliklarinin ve gesitli histopatolojik anormalliklerin

meydana geldigini bildirmislerdir.



2.2. Kayis1 (Prunus armeniaca L.)

Rosaceae (Giilgiller) familyasinin Armeniaca cinsine ait olan kayisinin
botanik adi Armeniaca vulgaris Lam. (Prunus armeniaca L.)'dir. Bir¢ok arastiriciya
gdre kayismin anavatani Cin ve Orta Asya olup, Biiyiik Iskender'in Asya seferleri
sirasinda (M.0.330-323) Iran ve Transkafkaslar yolu ile Anadolu'ya getirilmistir (1).

Bugiin Tirkiye'nin yas kayis1 lretiminin yaklasik % 50’si, kuru kayisi
liretiminin ise % 95°i Malatya ilinde yapilmaktadir. Uretilen kuru kayismin g¢ok
onemli boliimii ihrag edilmekte ve diinya kuru kayisi ticaretinin yaklagik % 80-85°1

Malatya'dan saglanmaktadir. Malatya ile kayis1 6zdes iki kelime haline gelmistir.

2.2.1. Kayisinin besin degeri

100 gr. yas ve kuru kayisinin besin degerleri asagidaki Tablo 4:’de verilmistir (47).

Tablo 4:Yas ve kuru kayisinin besin igerigi.

I¢erik Yas Kayisi Kuru Kayisi
(100 gr’da) (100 gr’da)
Su (%) 86.3 311
Enerji (Kcal) 48.0 48.0
Protein (%) 1.4 3.65
Lipid (%) 0.39 0.46
Karbonhidrat (g) 11.12 61.75
Vitamin A (1.U) 2.612 7.420
Vitamin B1 (mg) 0.3 0.1
Vitamin B2 (mg) 0.04 0.16
Vitamin C (mg) 10 12
Kalsiyum (mg) 17 67
Demir (mg) 0.54 4.7
Sodyum (mg) 10 26
Potasyum (mg) 296 1378
Fosfor (mg) 23 108
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2.2.2. Malatyada yetistirilen kayisilarin 6zellikleri

Malatya’da yetistirilen kayisinin mineral igerigi Inductively Coupled Plasma-
Atomic Emission Spectrometer (ICP-AES) ile 6l¢iilmiis ve olgun kayisinin kuru
madde, kiil, ham protein, ham lif, pH, asidite, suda ¢oziinebilen igerik ve mineral
icerik miktarlar1 da belirlenmistir (48).Yapilan 6l¢iimlerde; ham protein %2.8—4.29,
ham yag % 0.55— 3.12, ham lif % 0.77-2.41, kil % 2.72-5.34, suda ¢6ziinebilen
icerik % 48.3-74.7, alkolde ¢oziinebilen igerik % 19.9-25.9, kuru madde% 16.73—
22.63, pH 4.16-5.23 ve asidite oram1 % 0.17-0.79 (mallik asit) seklinde
belirlenmistir (47). Biitiin gesitler yiiksek miktarda 20791-33364 ppm K, 1436.49—
2643.42 ppm P, 843.28-1896.53 ppm Ca, 773.95-1129.74 ppm Na, ve 402.82—
765.62 ppm Mg igermektedirler. Antioksidan igeren meyveler arasinda ozellikle
kayis1 gerek kendine has sekli ve rengiyle gerekse de igerdigi farkli mineral (Na, K,
P, Mg) ve antioksidanlar (likopen, B-karoten, A, E vitamini) bakimindan beslenmede
onemlidir. Iki-ii¢ adet taze kayis1 kisinin giinliik kalori ve PB-karoten ihtiyacinin
karsilayabilir (49). Malatya’da yetistirilen 9 farkli kayisi ¢esidinin toplam fenolik,
karotenoit, B-karoten miktarlar1 Tablo 5: ve 6:’da verilmektedir.

Tablo 5: Malatyada yetistirilen kayisi ¢esitlerinin fenolik, karotenoid ve B-karoten
miktarlar1 (mg/100g kuru madde olarak) (49).

Kayisi Cesidi Toplam Fenolikler Toplam B-karoten
Karotenoidler
Hacihaliloglu 5341.29+ 206.05 21.87+1.99 8.88+0.62
Hasanbey 5827.98+401.84 50.78 +£7.49 22.02 +£4.5
Soganci 4965.994+355.64 23.29+7.04 9.18+2.97
Kabaagi 5822.03 +£73.72 40.00 £ 2.85 26.18+0.16
Cologlu 5674.25+459.27 14.83 £1.47 574+ 0.50
Cataloglu 6107.21+£209.41 32.08+7.14 17.53+4.89
Hacikiz 6592.38 + 59.83 22.81+0.99 13.05+0.37
Tokaloglu 4233.70+ 174.03 50.07 £3.12 21.59+£2.51
Alyanak 6773.43 + 78.70 91.75+8.16 48.69+0.44




18

Tablo 6: Malatyada yetistirilen kayisi gesitlerinin baz1 mineral igerikleri (mg/100 g
kuru madde olarak) (49).

Kayis1 Cesidi | Magnezyum| Fosfor Demir Cinko Selenyum
(Mg) (P) (Fe) (Zn) (Se)
Hacihaliloglu | 134.7+4.9 107.0+£1.3 | 2.98+0.06| 1.38 +0.12| 0.150+0.013
Hasanbey 1522+38 | 118.6+23 | 2.80+0.43|1.41+0.11| 0.190+0.031
Soganci 1104+ 104 | 979+4.5 |348+1.58[1.90+092]|0.115+0.024
Kabaas1 131.0+3.7 97.0+3.1 |2.344+0.52|2.63+0.13| 0.150=+0.043
Cologlu 120.4+169 | 72.0+2.8 |3.73£0.32| 1.61 £0.20| 0.230+0.078
Hacikiz 146.7+3.0 | 104.6£2.4|3.51+0.17| 2.02+0.24| 0.185+0.044
Tokaloglu 1488 +1.0 | 144.1+3.1|5.09+1.35]2.05+0.13| 0.250+0.012
Cataloglu 131.7¢19.3 | 889+74 |2.73+£0.32|2.19+0.51| 0.145 £0.061
Alyanak 1604+ 11.5 | 157.2+5.4| 7.74 £1.03| 2.54+ 0.89 | 0.335+0.091

Kayist yliksek miktarlarda demir (Fe)’den dolay:r iyi bir antianemik, ayni
zamanda diisiik oranda yag ve yeterli miktarda siikroz, glukoz, fruktoz vb ile Na, K,
P ve Mg ile A, C ve E vitamini i¢germesinden dolay: kaliteli ve dengeli beslenme
acisindan onemli bir gida maddesidir (49,50).

Kayisiin, igerdigi fenolik bilesikler, vitamin ve mineraller ile fruktoz orani
cesit, genetik yapi, yetistirildigi cografyaya, bakim ve gilibrelemeye gore
degismektedir (49,50). Taze kayisinin rengiyle igcerdigi fenolik bilesikler arasinda bir
iligki bulunamazken tiiriiyle igerdigi fenolik bilesikler arasinda 6nemli farkliliklar
oldugu belirlenmistir. Kayis1 ¢ekirdegi de igerdigi yag, yagda ¢dzlinen vitaminler ve
mineraller bakimindan zengindir (50,51). Eski ¢aglardan bu yana kronik kabizligin
tedavisinde giinde 68 kayisi iyi bir lakzatif olarak etki gosterdigi, deri, karaciger,
mide-bagirsaklar kars1 koruyucu etkilerine
yapilmaktadir (50,52).

Malatya’da yetistirilen 9 farkli kayisi1 ¢esidi, oksidatif strese karsi koruyucu

ve kalp hastaliklarina vurgu

olabilen Magnezyum (Mg), Fosfor (P), Demir (Fe), Cinko (Zn) ve Selenyum (Se)
gibi bazi iz elementleri icermektedir. Son yillarda yapilan deneysel ¢aligsmalarda %10

oraninda kuru kayisi (kabaasi tiirii) ilavesinin metotreksatla uyarilmis ratlarda
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intestinal oksidatif hasarin tedavisinde faydali oldugu (53), yine %10 ve %20
oraninda kuru kayisi ilaveli yemle beslenen ve deneysel miyokardial iskemi-
reperfiizyon uygulanan ratlarda doku hasarina kars1 koruyucu oldugu bildirilmektedir
(54).

2.2.3. Kayisinin Insan Saghg Bakimindan Onemi

Kayisi, insan viicudunun gilinlik enerji ve protein gereksiniminin
karsilanmasinda ¢ok az katkida bulunmakla birlikte mineral maddelerden potasyum
ve vitaminlerden B-karotence ¢ok zengindir. A vitaminin onciil maddesi olan f-
karoten  viicudu ve  organlar1  saran  epitel doku, gbz  sagligi,
kemik, dis gelismesi ve endokrin bezlerinin ¢aligsmasi igin gereklidir.

Bu gorevlerinden baska A vitamini lireme ve biiylimede, enfeksiyonlara
kars1 viicut direncinin artmasinda 6dnemli rol oynar. Diger taraftan A vitamini normal
viicut hiicrelerinin kanserli hiicreye doniismesinin baglica sorumlusu olan aktif
karsinojenlerden tekli oksijenin olusmasini dnlemekte veya olustuktan sonra etkisiz
hale getirmektedir. Ayrica A vitamini organizmanin ve saglikli hiicrelerin direncini
artirarak kansere karsi koruyucu gorevi yapmaktadir. Bu koruyucu aktivite sigara ve
alkol kullananlar i¢in daha da 6nemlidir.

Kayisinin sodyumca fakir potasyumca zengin olmasi nedeniyle kalp
yetmezligi, bobrek hastaliklari, hepatit ve siroz tedavisinde olumlu etkileri oldugu
bildirilmektedir (55).

Kuru kayisinin beslenme ve saglik acisindan en 6nemli bilesiklerinden biri de
diyet lifidir. Kuru 100 g’da yaklagik olarak 24 g diyet lifi bulunur. Yetiskin bir
insanin giinliik diyet lifi gereksinimi ise 25 g’dur.

Diyet lifi sindirim sistemimizde salgilanan enzimler tarafindan
hidrolizlenemeyen polisakkarit ve lignin gibi bilesiklerden olusmaktadir. Diyet lifi
kabizlik, apandisit, hemoroid, dis hastaliklari, sismanlik, seker hastaligi, kroner kalp
hastaliklar1 ve kolon kanseri gibi hastaliklarin olusum riskini azaltmakta,

bagirsaklarin diizenli ¢alismasini saglamaktadir. (55).
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2.3. Tez Calismasina Dahil Edilen Parametreler Hakkinda Genel Bilgi

2.3.1. Glutatyon Metabolizmasi

Glutatyon nonprotein tiyol olup hiicrenin antioksidan savunmasinda gorev
yapmaktadir. Aktif grubu sistein kalintisindaki tiyol (-SH) grubudur (Sekil 4). Tiim
organlarda Ozellikle de karacigerde sentezlenir ve tiim memeli dokularinda
bulunmaktadir (56).

Total GSH’1n ¢ogu sitozolde (%85-90) bulunurken geri kalan1 ise  (%10-
15) mitokondri ve diger organellerde bulunur. Bazi durumlarda mitokondride
sitozoldeki oranlara ulasildigi goriilmiistir (57). Mitokondride GSH sentezleyen
enzimlerde eksiklik olustugunda sitozolden alinarak devamliligi saglanir (57).

Hiicrelerde total glutatyon, serbest veya proteinlere bagli (%15) olarak
bulunur. Serbest glutatyon ¢ogunlukla rediikte formda bulunur ve oksidatif streste
okside forma doniistiiriiliir. Hiicrelerde redoks halinde rediikte ve okside formlarin
oran1 (GSH/GSSG) kritik 6neme sahiptir. Normalde memeli hiicrelerinde, glutatyon
redoks ¢ifti 1-10 mM konsantrasyon araliginda bulunur ve rediikte glutatyon, okside
forma gore daha iist seviyededir. Hiicre dinlenme halindeyken bu oran 100’1 asarken
oksidatif stres modellerinde bu oran 10 ile I mM’a diiser (58).

Organlar arast GSH dongiisiiniin devamliligini saglayan en 6nemli organlar
karaciger ve bobrektir. Fakat dalak, lens, eritrosit ve 16kositler tarafindan da kismen
saglanir. Geri doniisiimii olmayan hiicre hasar1t meydana geldiginde, hiicredeki GSH
icerigi  devamliligm1  kaybeder.  Biyolojik  kompartimanlarda ~ GSH’in
konsantrasyonunun 6lg¢iilmesi, gesitli patolojik durumlarin anlagilmasi i¢in 6nemli bir

parametredir (59).

H

H\io
H H

NH3

Sekil 4: GSH’1n molekiiler yapis1
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Glutatyon, birincil olarak ROS’a kars1t engelleyici olarak gorev alir. Bu
amagla serbest radikalleri siipiirir ve H,O;’yi azaltir. Hiicrelerde oksidatif stresin
etkisiyle olusan hidrojen peroksid (H20,), glutatyon peroksidaz (GSH- Px) enzimi ve
GSH’1in etkisiyle suya yikilir. Ancak rediikte glutatyon (GSH), okside glutatyona
(GSSG) doniisiir. Okside glutatyon daha sonra glutatyon rediiktaz (GR) ile tekrar
GSH’a doniistiiriiliir.

GSH-Px
2GSH + H,O0, ——— » GSSG +2H,0

GR
GSSG + NADPH —— » 2GSH + NADP

Glutatyon bagimli enzimler, hiicrelerin korunmasindaki ikinci basamagi
olustururlar. Bunlar serbest radikallerin yayilmasini engelleyecegi gibi ROS
tarafindan iretilen {riinlerin detoksifikasyonunu da saglarlar. GSH bagiml
proteinlerin ¢ogu antioksidan ajanlar tarafindan indiiklenerek oksidatif stresin
dengelenmesini saglarlar. Glutatyon S-Transferaz enziminin bir¢ok pro-oksidan ajan
tarafindan indiiklendigi goriilmiistiir (60).

Glutatyon hiicrede alti enzim serisinin katalizledigi reaksiyonlarda, v-
glutamilsistein sentetaz (GCS) ve Glutatyon sentataz (GS)’in etkisiyle sentezlenir.
Bu reaksiyonlar y-glutamil dongiisii olarak isimlendirilir (61,62).

Glutatyon, merkezi sinir sisteminin fonksiyonu i¢in &nemlidir. y-glutamil
dongiisiinde defekt olan hastalarda zeka geriligi ve diger beyin defektleri meydana
gelmektedir (56).

Glutatyon sentezi, dokunun glutatyon konsantrasyonuna bagli olarak
feedback inhibisyonla kontrol edilir. y-GCS, heterodimer yapida olup katalitik
aktiviteden sorumlu agir subiinite (katalitik subiinite, GCSh) ve enzimin glutamat
icin Km’inin diizenlenmesi ve feedback inhibisyondan sorumlu hafif subiinite
(diizenleyici subiinite, GCSI) olmak {izere iki itiniteden olusur. Heriki subiinite pro-
oksidant ajanlar (tert-butilhidroquinon ve B-naftoflavon) tarafindan indiiklenir. ikinci
basamak y-glutamil sistein dipeptidine glisin eklenmesiyle gerceklesir ve glutatyon
sentetaz tarafindan katalizlenir. Bu basamakta iiriin inhibisyonu yoktur, fakat doku

spesifik salinim s6z konusu olup engok bobrekte bulunmustur.
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Sekil 5: Glutatyon sentezinde y-glutamil dongiisii (61,62).

Glutatyon, y-glutamil transpeptidaz enzimi araciligiyla enzime bagli olarak
belli hiicrelere tasinir. y-glutamil transpeptidaz enzimi, y-glutamil amino asit ve
sisteinil glisin olusumuna Onderlik eder. Daha sonra ise dipeptidaz ile sistein ve
glisine ayrilir. y-glutamil amino asitler, intraseliiler enzim y-glutamil siklotransferaz
enziminin subsrat1 olup bu enzim tarafindan serbest amino asitlere ve 5-okzoprolin’e
doniistiiriiliir. 5-okzoprolin, glutamat olusturmak igin tekrar dongiiye girer. 5-
okzoprolin ve glutamat arasindaki denge nétral pH’da, dongiiniin devamlilig
yoniindedir, ancak bunun i¢in enerjiye gereksinim vardir (63,64).

y-glutamil transpeptidaz enzimi, dokularin epitellerinde bulunur ve
cogunlukla transportta (nefron, koroid pleksus, jejunum) goérev alir (65). Bu enzim
hiicre membran ylizeyinin dis kisminda lokalize olurken glutatyon intraseliiler olarak
bulunur (66). Bu nedenle glutatyonun transportu y- glutamil dongiisiiniin dnemli bir
basamagini olusturur.

Transpeptidaz inhibitorii verildigi zaman plazma glutatyon seviyesi ylikselir.
Plazma glutatyonunun c¢ogu karaciger tarafindan karsilanir. Glutatyon plazmadan
transpeptidazlarin aktivitesiyle uzaklastirilir ve bu enzim c¢ogunlukla bobreklerde
lokalize olmustur.

Bobreklerde kullanilan glutatyonun bliyiik kismi organin  kendi ig

dongiisiinden, bobrek hiicrelerinden tiibiillere transfer edilerek karsilanirken geri
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kalan miktar plazmanin glamerular filtrasyonundan kaynaklanir (67).

Glutatyon birgok fizyolojik role sahiptir ve hiicrenin koruyucu
mekanizmalarinda 6nemli gorevleri vardir. Amino asitlerin transportu, proteinlerin
ve niikleik asitlerin sentezinde, enzimlerin aktif formlarinin devamliliginda, heksoz
mono fosfat yolunun diizenlenmesinde, radyasyon ve endotoksinlere maruz
kalmalarda bunlara kars1 koruyucu etkisi vardir.

Ayrica septik ve kardiyojenik sokun Onlenmesinde de etkilidir. Glutatyon
transhidrojenasyon reaksiyonlarina katilarak diger molekiillerin (Koenzim A, gesitli
enzimler ve proteinlerin) siilfidril gruplarini devamliligini ve yapisinin korunmasini
saglar. Bir¢ok reaksiyon i¢in rediikte kapasiteye sahiptir ve hidrojen peroksit, diger
peroksitler ve serbest radikallerin detoksifikasyonunda 6nemli rol oynar. Cesitli
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorevli olup bunlarla etkileserek markaptiirik

asit olarak digki ve idrarla atilmasini saglar (60).

2.3.2. Glutatyon S-Transferaz (GST) ve GST-Pi

Glutatyon S-transferaz (GST) enziminin izoenzimleri bakterilerden insana
kadar biitiin organizmalarda bulunmaktadir. Glutatyon S- transferaz enzim sistemleri
hiicrelerde olusan endojen toksinlerin yok edilmesinde veya degisime ugratilmasinda
onemli rol oynayan Faz Il metabolizmasi enzimlerindendir (68). Hiicre sitozoliinde
bulunan GST enziminin primer yapisini olusturan amino asit zincirine gore alfa, mii,
pi, sigma, theta, zeta ve omega olmak tizere yedi izoenzimi bulunur. Ayrica memeli
hiicrelerinde bunlardan farkli olarak mitokontriyal GST olan kapa izoenzimi de
bulunur (69).

Glutatyon S-transferaz enzimi, farkli bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu
saglamaktadir. Bu oOzelligini, yapisindaki spesifik olmayan hidrofobik gruplarin
varligina ve ¢ok sayida izoenzimini bulunmasina borgludur. Bu sayede GST enzimi;
bircok kanserojenik bilesik c¢evresel kirleticileri, ilaglart ve diger birgok bilesigi
substrat olarak kullanabilmektedir. GST, ksenobiyotik i¢in ve GSH igin birer
baglanma bolgesi tasiyan iki protein alt birimine sahip bir dimerdir (70).

GST’nin yedi izoenzimi, birbirinden farkli aktivitelere ve tepkime tiirlerine

sahiptirler. Bu enzimler, kataliz ettigi substrat bilesiginin elektrofilik merkezi ile
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GSH’m siilfiir atomu arasinda bir tiyoester bagi olusturarak konjugasyon tepkimesi
meydana getirir. Bu tepkimenin yani sira, GSH bagimli tepkimelerde organik
hidroperoksitleri de katalize ederler. Bu enzimler, karsinojenlerin detoksifikasyonu,
bircok hidrofobik ligandin hiicre i¢i taginimi ve sinyal ileti slireglerinin modiilasyonu
gibi non-enzimatik islevler de yapabilmektedir.

Son yillarda yapilan calismalarda, GST’nin Pil izoenziminin akciger
timorogenezinde oénemli rolii oldugu rapor edilmistir ve insan akcigerinde en fazla
bulunan GST izoenzimidir. GST Pil encok insan akcigerinin bronsiol
epitelyumundaki Clara hiicrelerinde bulunur (71). Ayn1  sekilde GST Pil’in fare
akciger dokusuna lokalize oldugu goriilmiistiir (72). GST Pil’in, sigara tiitiiniinde
bulunan kimyasallar1 (polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi) detoksifikasyona
ugrattigr gorilmiistiir (73,74). Ayrica sigaranin sitotoksik etkisini inhibe etmek igin
insan akciger fibroblastlarinda GST Pi sentezinde ¢ok fazla miktarda artis oldugu
goriilmistiir (75). Yine insan akg¢igerinde yapilmis olan epidemiyolojik c¢alismalar
da, GST Pi geninin eksperyonunda artis oldugu bildirilmistir (76.77).

Glutatyon S-transferaz, faz II ksenobiyotik metabolizmasinda ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir. Genelde GST’nin aktivitesi, Sit P450°nin katalizledigi tepkimeleri
takip etmektedir. Bu enzimler, akrilamid gibi elektrofilik merkezli ksenobiyotikler ile
niikleofilik ~ GSH’1  konjuge ederek bu maddelerin  detoksifikasyonunu
gerceklestirirler. GSH ile molekiiler olarak isaretlenen bu ksenobiyotik konjugatlar,
ilag tasiyict proteinler araciligiyla hiicreden wuzaklagtirlmak tizere faz III
metabolizmasina dahil edilirler. Hiicre disina atildiktan sonra ksenobiyotik-GSH
konjugatinin y-glutamil ve glisin rezidiileri, y-Glutamil Transpeptidaz (y-GT) ve
Sisteinilglisin Dipeptidaz ile yapidan uzaklastirilir. Ksenobiyotigin agiga ¢ikan bu
sisteinil formu, N-asetilasyon tepkimelerine ugrar ve ksenobiyotigin idrarla atilan
formu olan markaptiirik aside doniistiirtiliir (78).

GST’nin ksenobiyotikler ile GSH’1 konjuge etmesi ile baslayan ve sonrasinda
markaptiirik asit olusturan reaksiyonlarin tamamina detoksifikasyon tepkimeleri adi
verilmektedir.

Fakat bazi bilesikler, GSH ile konjugasyon olusturduktan sonra ¢ok daha
aktif bir forma doniisiir ve omurgalilarda 6zellikle bobrek dokusunda ana bilesige

oranla ¢ok daha ciddi hasarlar olusturabilmektedir (79). GST, hidroksialkenaller,
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bazi propenaller (lipid peroksidasyonu yikim firiinleri) ve hidroperoksitler gibi
endojen bilesikleri de detoksifiye ederek antioksidan etki gostermektedir. GST nin
peroksidaz aktivitesi selenyum-bagimli degildir, fakat GSH’a siddetle gereksinim
duymaktadir (78).

2.3.3. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu, c¢ogunlugu reaktif elektrofillerden olusan cesitli
kompleks {irlinler agiga c¢ikarir. Bu iirlinlerin ¢ogunlugu DNA ve proteinlere
baglanarak toksik ve mutajenik etkiler meydana getirirler (80).

Uzun zincirli doymamis yag asitleri bir veya daha fazla cift bag igeren
metilen gruplar igerirler. Metilen gruplar oksidan ajanlara kars:1 yiiksek reaktiviteye
sahiptir. Uzun zincirli doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla olusan ilk iiriin
peroksil radikalleridir.

Serbest radikaller diger molekiillerle bir¢ok yolla reaksiyona girerler (81,82).
Eger iki radikal ajan bir araya gelirse elektronlarini paylasirlar ve kovelent olarak
birbirine baglanirlar. Hiicrelerde bulunan bir¢ok molekiil radikal degildir. Ancak
radikaller ile elektron alisverisinde bulundugunda kendileri de radikal bilesiklere
dontistirler. Lipid peroksidasyonu buna uyumlu en iyi 6rnektir.

Hidrojen atomu bir proton ve bir elektrona sahiptir. Bu nedenle radikal

olarak isimlendirilir (82).
L-H + OH — H,0 + L

Bilinen serbest radikaller 6zellikle O, ve diger reaktif oksijen tiirleri (H20,
gibi) viicutta devamli olarak Tretilirler. Organizmalar bunlara kars1 yalniz
antioksidan koruyucu sistemle degil aym1 zamanda oksidatif hasar yapici
molekiillerin birikmesini engelleyici sistemlerle koruma saglarlar (81).

OH ' radikali gok reaktif bir tiirdiir, biitiin biyolojik molekiillere saldirabilir ve
bdylece serbest radikal zincir reaksiyonunu baslatir (81,83).

OH radikali organizmada iki sekilde olusur. Ya H,0; ile metal iyonlarinin
transisyon reaksiyonuyla ya da suyun iyonize radyasyonla fizyona ugramasiyla
olusur (84).
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O, ve H,0, radikalleri *OH radikaline gore daha az reaktiftirler (81,84).
Fakat tamamen zararsiz da degillerdir. Eger fazla miktarlarda olusursa belli
hiicrelerde direk hasara sebep olabilirler. Buna ilave olarak O, bir¢cok hiicre
tarafindan ozellikle fagositler ve damar endotel hiicrelerince iretilen NO (Nitrik
oksit) ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna sebep olurlar. Peroksinitrit
toksik etkiye sahip olmasmin yani sira (-SH grubunun giiclii oksidanidir) ayni
zamanda OH' olusturmak iizere ayrisir (85).

Aerobik organizmalarda fazla O,-’nin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan O, ve H,0,’ye doniistiiriilmesi onemli bir fizyolojik antioksidan koruma
mekanizmasidir (155). H,O, birgok metabolik fonksiyona sahiptir. H,O,, hiicre
membranini kolaylikla gecer ve spesifik proteinlerin tiyol guruplarini okside ederek
hiicre i¢i olaylarin baslamasini tetikler (81).

Uzun zincirli doymamis yag asitleri (6zellikle arasidonat ), serbest radikaller
tarafindan saldirtya ugrayarak okside olurlar ve lipid peroksidlerini olustururlar.
Doymus yag asitleri serbest radikal saldirilarina kars1 direnglidir. Lipid peroksidleri
toksiktir ve gogu hiicre i¢in hasar yapma kapasitesine sahiptirler.

Lipid peroksitleri, yiiksek 1sida hos olmayan tat ve kokuya sahip iiriinler
(keton, asitler ve aldehitler) olusturmak tizere ayrisir (86,87). Yiiksek sicaklikta lipid
peroksidlerinin ayrigmasi insan kanindaki proseslerde miimkiin degildir. Ciinkii cogu
lipid peroksidi 37 °C’de metal iyonlarinin yoklugunda stabildirler.

Peroksidatif yol boyunca reaktif ara iriinler yoluyla aldehitler;
malondialdehid (MDA), 4-hidroksinonenal, pentan ve etan, 2,3 trans konjuge dienler,
isoprostanlar ve kolesteroloksidler gibi son iiriinler sekillenmektedir. Aldehitler, lipid
hidroperoksidlerinin yikimi sirasinda daima olusurlar ve bir¢ogu biyolojik olarak
aktiftir. Bunlardan en iyi bilinenleri MDA ve 4-hidroksinonenal’dir (88).

Olusan bu {irtinler kolayca difuze olarak hiicrenin diger bdliimlerinde hasara
yol agarlar. Olusan bu aldehitlerden MDA, membran doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunun bir isareti olup, lipid peroksidasyonunun en 6nemli gostergesi olarak
kabul edilir (88). MDA ve 4-hidroksinonenal gibi aldehitler, hiicrede bulunan DNA
ve proteinlerle ¢capraz baglar olusturarak onlarin fonksiyonlarini bozarak bir takim

bozukluklara sebep olurlar.
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2.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

PZR yontemi, bir organizma veya bir mutant gene iliskin saglam veya
parcalanmis DNA veya RNA pargasmnin in Vvitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan bir
yontemdir. Bu yontem sag teli ve sperm gibi degisik dokulardan elde edilen 1-2
hiicreden bile sonuca ulasilmasini saglar. bir gen veya DNA bdolgesinin bu bolgeye
baglanan oligoniikleotid primerler araciligi ile bir dizi replikasyon dongiisii gegirerek
cogaltilmasi islemidir. PZR yonteminde s6zii edilen her replikasyon dongiisii; 1)
DNA’nin denatiirasyonu, ii) Primerlerin baglanmasi ve iii) Primerlerin uzamasi,
olmak tizere 3 asamadan olusur.

Bu dongiiler tekrarlanarak istenen sayida hedef DNA bolgesi elde edilir. Her
dongiide olusan {irtin bir dncekinin 2 katidir. Boylece yaklasik 20 dongiiliikk bir
reaksiyon sonucunda yaklagik 1 milyon DNA kopyasi elde edilir (89).

Hedef DNA 'min ¢ogaltilmasi, DNA’ daki mutasyonlarin belirlenmesi, dizi
analizi i¢gin DNA'larin ¢ogaltilmasi, laboratuar sartlarinda kontrollii mutasyonlarin

olusturulmasinda (PZR) olduk¢a yaygin kullanilmaktadir.

2.3.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) sleyisi

PZR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu igin gelistirilmis, bir test
tip sistemidir. Hedef DNA/RNA’nin selektif olarak amplifikasyonuna imkan verir
(89,90,91). /n vivo sartlarda béliinen bir hiicrede DNA’nm replikasyonu gesitli
enzimler tarafindan diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanan bir
islemdir.

Bir test tiipii igerisinde gergeklestirilen PZR’da in vivo ¢ogalma 6rnek olarak
alimmustir. Yalnizca DNA polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami degil, 6zel
bolgelerin kopyalanmasi gergeklestirilir.

Kullanilan polimeraz enzimine bagli olarak kopyalanarak cogaltilacak olan
bolgenin uzunlugu Taq DNA polimeraz i¢in 2 kb’dan kii¢iik, daha komplike enzim
veya enzim karisimlari ile 5 kb’dan daha biiytik hatta 40-50 kb kadar olabilmektedir
(89).

In vivo sartlarda DNA replikasyonu esnasinda enzimler ilk olarak DNA’nin

cift zincirli yapisin1 bozarak tek zincirli hale gecisini saglar. Daha sonra RNA
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polimeraz sentezlenir ve replikasyon baglangic bolgesinde tek zincirli hale
doniistiiriilmiis DNA zincirlerinden birisine tamamlayict RNA’nin olusumu saglanir.
Bu DNA/RNA heterodupleksi DNA polimerazin saldirisi i¢in bir baglatic1 bolge rolii
oynar. Boylece DNA’nin tamamlayicisi sentezlenir. PZR ¢alismalarinda reaksiyonun
gerceklesmesi igin kiigiik miktarda hedef DNA (1-100 ng kadar) iceren Ornek
calisma soliisyonu igerisine ilave edilir.

Daha sonra Ornekteki ¢ift sarmal DNA’nin tek sarmal DNA’ya
dontistiiriilmesi saglanir. Tek sarmal DNA iplik¢iklerinin karsit1 20-30 baz c¢ifti
uzunlugundaki sentetik oligoniikleotid diziler, RNA/DNA heterodubleksini
olusturmak {iizere primer gibi kullanilir. Spesifik bir bdlgenin amplifikasyonu igin
hedefi sinirlamak amaciyla ikinci primer kullanilir. Primerlerden birisi tek iplikcikli
DNA zincirinde baslatict bolgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir iizerinde
sonlandirict bolgeye baglanir. Taqg DNA polimeraz enziminin yardimiyla primerlerin
baglandigi bolgeden itibaren her tek zincirli DNA zincirinin tamamlayicisi
olusturulur. Boylece iki adet ¢ift sarmal DNA olusur. Olusan ¢ift sarmal DNA’lar
yeni amplifikasyon i¢in kalip gorevini istlenirler. Bu islem 30 siklus
tekrarlandiginda birkag saat igerisinde, hedefin milyarlarca kopyasi elde edilebilir.
PZR temel olarak tekrarlayan {i¢ basamakli bir yontemdir (92). Bu basamaklar

sirasiyla denaturasyon, baglanma ve uzamadir (Sekil 6 da gosterilmektedir).

DENATURASYON
94°C-97°C

SICAKLIK

BAGLANMA
e 47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA |

25%

Sekil 6: Polimeraz Zincir Sisteminin Basamaklar1
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2.3.4.2. Geri Transkripsiyon PZR (RT-PZR)

RNA PZR olarak da adlandirilan RT-PZR iki asamali olup RNA’dan
tamamlayict DNA sentezi (geri transkripsiyon) ve tamamlayict DNA’nin da standart
PZR yoluyla ¢ogaltilmas1 asamalarini kapsar. RT-PZR tek asamal1 bir reaksiyonla da
gerceklestirilebilir. T.thermophilus(Tth) DNA polimerazi gibi bazi polimerazlar
Mangan varliginda hem RNA hem de DNA kalip ipliklerini kullanabildiginden tiim
islem ayni tiipte tek asamada yapilabilmektedir.

RT-PZR, mRNA veya viral RNA miktarlarinin belirlenmesi ile RNA
diizeyinde gen anlatimi1 ¢aligmalarinda olduk¢a duyarli bir yontemdir. Ayn1 zamanda
“Message amplification phenotyping-MAPPing-"’ olarak da bilinen bu yontem az
sayidaki hiicreden ayni anda fazla miktarda RNA’nin analizini de olas1 kilar. Ayrica
RNA PZR, hiicresel bir RNA 6rnegindeki tiim mRNA’lardan PZR yoluyla cDNA
kitapliklarinin olusturulmasi i¢in de yararli bir yontemdir. Boylece, ¢ok az sayidaki,
hatta tek bir hiicreden ya da gogaltilamayan hiicrelerden bile cDNA kitapliklarinin
kurulmasi gergeklestirilebilir.

cDNA sentezinde kullanilabilecek cesitli kaynaklardan izole edilmis ters
transkriptaz enzimleri vardir. Bunlara 6rnek olarak avian myeloblastosis virus’’
(AMV) ve “Moloney murine leukemia virus’> (MMLV) revers transkriptazlari

verilebilir (93,94).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
1. Potasyum Klortiir (KC1) —Merck,

2.1,1,3,3 tetraethoxypropan —Acros,
3. Fosforik asit - Merck,

4. Tiobarbutirik asit (TBA) —Acros,
5. Etanol-Merck,

. n-butanol —Merck,

. Trikloroasetik asit (TCA) — Sigma,

6
7. Rediikte glutatyon (GSH)- Sigma,
8
9

. 5.5'dithiobis 2 nitrobenzoik asit (DTNB) — Sigma,

10.

11

Trisodyum sitrat -Aklar Kimya,

. Sodyum azid-Merck,
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

NADPH - Sigma,

GSH Rediiktaz- Sigma,

Amonyum Siilfat -J.T Baker,

Hidrojen Peroksit (H202) —Merck,

Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA) -J.T Baker,
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)-Merck,
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4)-Merck,
1-Kloro 2,4 dinitrobenzen (CDNB) —Merck,
S1gir serum albumini (BSA) — Sigma,

Bakir siilfat 5 sulu(CuS0O4.5H20) -Aklar Kimya,
Sodyum Potasyum Tartarat-Merck,

Sodyum Hidroksit (NaOH) — Sigma.

30



31

3.1.2. Kullanilan Aletler

. Homojenizator —IKA Labortechnik Staufen T25B,

. Vorteks “WiseMix VM10,

. Manyetik karigtirict —~Wisestir MSH-20A,

. Santrifiij —Hettich Universal 320R,

. Otomatik pipet-Medisis marka 20,200,1000 mL' lik,

. Hassas terazi- Shimadzu Libror AEG-320,

. Spektrofotometre —LKB Biochrom Ultraspec Plus 4054UV/ visible
. pH metre —Hanna Instruments H18314 membrane,

© 00 N oo o B~ W N

. Su banyosu- Memmert WB22,
10. Deepfreez (-70°C)-Hera Freeze Kendro,
11. Buz makinesi-Buzzbarr Kale.

3.1.3. Ratlarin temini ve Bakimi

Bu arastirma i¢in, In6nii Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlari yerel
etik kurulundan etik onay alindi. Bu ¢aligmada kullanilan canli agirlig1 ortalama 200
gram olan 40 adet disi Spraque Dawley rat, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinden temin edildi.

Ratlar sicakligin 21 °C ve ortam neminin % 55-60 oldugu, 12 saat 151k
(08.00-20.00 saatleri), 12 saat karanlik uygulanan odalarda bakildu.

3.2. Yontemler

3.2.1. Gruplarin olusturulmasi

1. grup (kontrol grubu); 12 hafta silireyle normal yemle beslendi. 2. grup
(kayist grubu); 12 hafta siireyle yem icinde %5 kuru kayisi ile beslendi. 3. grup
(akrilamid grubu); 12 hafta siireyle i¢me suyu icinde 500 pg/kg canhi agirlik
akrilamid ve normal yemle beslendi. 4. grup (akrilamid+kayis1 grubu); 12 hafta
stireyle igme suyu ile 500 pg/kg canli agirlik akrilamid ve yemle %5 kuru kayisi ile

beslendi.
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3.2.2. Numune Alinmasi ve Hazirlik islemleri

Strenin sonunda ratlar ksilazin-ketamin anestezisi sonrasi, tiim ratlar
dekapite edilerek kalin bagirsak doku oOrnekleri alindi, doku ornekleri serum
fizyolojikle yikanarak fazlalik kanin uzaklastirilmasi saglandi.

Dokularin bir kismi histopatolojik incelemeler icin alkolle tespit edildikten
bir kism1 GST-Pi gen ekspresyon diizeyinin arastirilmasi igin RNA later saklama
¢Ozeltilerinin i¢ine aktarildi.

Geriye kalan dokular farkli parametreler igin farkli ¢ozeltiler iginde
homojenize edildi. Doku homojenatlarinin 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmesinden sonra elde edilen siipernatantlarda GST ve GSH-Px aktivite diizeyleri
ile GSH, MDA ve protein diizeyleri dl¢iildii.

GST, GSH, MDA ve Protein diizeyleri, spektrofotometrik 6l¢iim yontemleri
ile analiz edildi.

3.2.3. Rediikte Glutatyon (GSH) Analizi

GSH analizi, Ellman’in tarif ettigi (95) metoda gore yapildi. Metodun GSH
Olgtim prensibi, analiz tiipiinde bulunan glutatyonun 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik
asit ile reaksiyona girerek sari-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 1s1k
siddetinin 410 nm dalga boyunda, spektrofotometrede okunarak rediikte glutatyon

miktarinin tayin edilmesi seklindedir.

3.2.3.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Gruplardan alinan kalin bagirsak numunelerine %10’luk homojenat
olusturacak sekilde distile su ilave edildi ve buz iizerinde 1-2 dakika 12000
devir/dakika homojenize edildi. Doku homojenatlart 5000 rpm’de, +4 derecede, 20
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta TCA c¢ozeltisi ilave edildi,
karistirildi ve tekrar 3000 rpm’de, +4 derecede, 20 dakika santrifiij edilerek
proteinlerin ¢okmesi saglandi. Acik renkli siipernatant numuneleri GSH analizinde

kullanildi.
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3.2.3.2. Kullanilan Reaktifler

% 10’1uk triklor asetik asit, % 1’lik trisodyum sitrat, % 0.4’liik 5,5’-Ditiyobis
2-nitrobenzoik asit, 0.3 molar disodyum hidrojen fosfat.

3.2.3.3. GSH Diizeylerinin Tayini

Numune Kor
Siipernatant 250l | ---
Na2HPO4 (0.3 M) 2mL 2 mL
DTNB 250 uLb 250 uLb
Distilesu | - 250 uL

Yukarda belirtilen ¢alisma semasmna gore deney tiipleri hazirlandi,
¢ozeltilerin iyice karigmasi i¢in tiipler vortekslendi. Spektrofotometre kor ile 410 nm
’de sifir absorbansa ayarlandi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletilen numunelerde olusan
rengin siddeti spektrofotometrede 410 nm’de okundu ve glutatyon standard
grafiginden yararlanilarak GSH diizeyleri bulundu. Doku GSH diizeyleri, nmol/gr
yas doku olarak ifade edilmistir.
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Sekil 7: GSH standart Grafigi
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3.2.4. Malondialdehit (MDA) Analizi

Lipid peroksidasyonunun en énemli gostergesi olan MDA, Ohkawa ve ark
(96)’nin tarif ettigi metoda gore analiz edildi. Analizin temel prensibi, ortamda
bulunan MDA ’nin asit ortamda tiyobarbutiirik asit ile 1sitildiginda reaksiyona girerek
pembe renkli bir kromojen olusturmasina dayanmaktadir. Pembe rengin siddeti,

numunedeki MDA konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

3.2.4.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Kalin bagirsak numunelerine %10’luk homojenat olusacak sekilde
%1.15’1ik KCl ¢ozeltisi ilave edildi ve 15000 devir/dakikada, 1-2 dakika siireyle buz

icinde homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar MDA analizinde kullanildi.

3.2.4.2. Kullanilan Reaktifler

% 8,1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) , % 20’lik asetik asit, % 0,8’lik 2-
tiyobarbutiirik asit (TBA), 2 mmol/L 1,1°,3,3’ tetractoksipropan.

3.2.4.3. MDA Diizeylerinin Tayini

Numune Kor
% 10'Tuk Homojenat 250 pl | e
% 1'lik Fosforik asit 1500 pl 1500ul
% 0.6k TBA 500 pl 500 pl
Etanol | - 250 ul

Vortekslenip 45 dakika kaynar su banyosunda (95°C) inkubasyon ve sogutma.

n-butanol 2mL 2mL

Hazirlanan c¢ozeltiler yukaridaki g¢alisma tablosunda belirtildigi sekilde deney

tiiplerine eklendi, ¢ozeltilerin karigmasi i¢in iyice vortekslendi. Tipler kaynar suda



35

(en az 95 derecede) 1 saat bekletildi, akan ¢gesme suyunda sogutuldu ve 5000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Spektrofotometre 532 nm’de korle sifir absorbansa
ayarlandi. Pembe renkli siipernatantlarin absorbanslari 532 nm’de okundu ve
1,1°,3,3’ tetractoksipropanla hazirlanan standart grafiginden yararlanilarak pmol/L
cinsinden MDA diizeyleri bulundu. Doku MDA diizeyleri nmol/gr yas doku olarak
ifade edildi.
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Sekil 8: MDA standart grafigi

3.2.5. Glutatyon S-Transferaz aktivitesinin analizi

GST aktivitesi, Habig ve ark.’nin (97) tarif ettigi metoda gore tayin edildi.
GST aktive diizeyleri, 340 nm dalga boyunda 1-kloro 2,4 dinitrobenzen (CDNB)’nin
GSH ile konjugasyonu sirasinda meydana gelen absorbans artislarinin takip edilmesi
ile Olciliir. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de GSH ve CDNB kullanilarak
dakikada olusan S-2,4 dinitrofenilglutatyonun 1 pmol’unu katalizleyen enzim

miktarinin 6l¢lilmesiyle belirlenir.

GST
CDNB + GSH —— » GSH-CDNB (S-2,4 Dinitrofenilglutatyon) + HCL
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3.2.5.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Kalin bagirsak numunelerine %10’luk homojenat olusacak sekilde distile su
ilave edilerek ve buz tizerinde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize
edildi. Doku homojenatlar1 5000 rpm’de, +4 derecede, 20 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen siipernatantlar, GST aktivite diizeylerinin tayininde kullanildu.

3.2.5.2. Kullanilan Reaktifler

100 mM Tris Tamponu (pH 7.4), 1 mM 1-kloro 2,4 dinitrobenzen (CDNB),
5 mM Rediikte Glutatyon.
3.2.5.3. GST Aktivite Diizeylerinin Tayini

Glutatyon S-transferaz aktivitesini Olgmek i¢in ¢ozeltiler kor ve

ornek olmak iizere farkli kiivetlere asagidaki sekilde eklenir.

Cozeltiler Numune Kor
Fosfat Tamponu 2.1 mL 2.15 mL
CDNB 25 ul 25 ul
GSH 25 ul 25 ul

Tiiplere Alinan ¢ozeltiler iyice karistirilir

Stipernatant 50ul | eeeeeees

Numune kiivetine GST kaynagi olan siipernatant numunesinden 25 | ilave
edildi, hafifce kanistirildi ve 340 nm’de 3 dk boyunca meydana gelen absorbans
artiglar1 6lciildii. 3 dakika sonunda Glgiilen absorbans 3’e béliinerek dakika basina

diisen absorbans degeri tespit edildi.
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3.2.5.4. GST Ativite Diizeylerinin Hesaplanmasi

Asagidaki formiil ile hesaplanan GST aktivite diizeyleri (U/L) olarak
hesaplandi ve asagida verilen diger bir formiille spesifik aktiviteye (U/g protein)

cevrildi.

AA/tx Vtx 10°
U/L (uM/min/L) = x 10
exVsxL

€ = CDNB 'nin ekstinksiyon sabiti (9,6 x 10° L.mol™.cm™)
Vt= Total reaksiyon volimi (ml)

Vs= Total reaksiyon i¢indeki numune voliimii (ml)

L =Kiivet ¢ap1 (1cm)

A A/t = Dakikadaki absorbans degisimi

10°= Molii MM ‘e cevirme sabiti

X 10= Sulandirma faktori

GST (U/mL)

GST Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =
Protein (mg/mL)

3.2.6. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesinin Analizi

GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin metoduna goére calisildi (98).
GSH-Px hidrojen peroksit varliginda GSH’1n GSSG’ye yiikseltgenmesini katalizler.
Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-PX’in olusturdugu GSSG, glutatyon
rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’ya indirgenir.

3.2.6.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Kalin bagirsak numunelerine %10’luk homojenat olusacak sekilde EDTA’I
fosfat tamponu ilave edildi ve buz iginde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika
homojenize edildi. Doku homojenatlari 5000 rpm’de, +4 derecede, 30 dakika
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santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar, GSH-Px aktivite diizeylerinin tayininde

kullanildi.

3.2.6.2. Kullanilan Reaktifler

50 mM, pH:7. 0,5 mM ETDA'lW fosfat tampon, 150 mM GSH (rediikte
glutatyon), 1 mM Sodyum azid (NaN3), 3 mM NADPH, GSH rediiktaz, 3.2 M
amonyum siilfat (NH4),SO4), 2 mM H,0, ¢ozeltisi.

3.2.6.3. GSH-Px Diizeylerinin Tayini

Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanan spektrofotometrede numunelerin absorbans
degerleri 3 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azalisinin 3 dakikalik siiresi
esas alindi. 3 dakikalik siire sonunda Olgiilen absorbans farki 3’e boliinerek dakika

basina diisen absorbans degisimi tespit edildi.

GSH-Px aktivitesini 6lgmek igin ¢ozeltiler asagidaki sekilde tiipe alinir.

Fosfat tamponu 5 mM EDTA’l1 2.65 mL
Rediikte GSH (150 mM) 0.10 mL
NADPH (10 mM) 0.10 mL
GSH rediiktaz (110) 0.01 mL
NaNs (1 M) 0.01 mL
Numune 0.02 mL

Iyice karstirildi ve 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra H,O,

ilavesiyle reaksiyon baslatildi.

Reaksiyonda 3 dk. boyunca absorbans diisiisii takip edildi ve dakika basina

diisen absorbans hesaplandi.
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3.2.6.4. GSH-Px Aktivite Diizeylerinin Hesaplanmasi

GSH-Px’in aktivite diizeyleri asagida verilen formiille U/L olarak hesaplandi
ve spesifik aktiviteye (U/g protein) g¢evrildi. Doku siipernatant numuneleri protein

diizeyleri, s1gir albiiminin standart olarak kullanildig1 Biiiret metoduna gore olgiildii.

A A/tx Vtx 10°
U/L (uM/min/L) = x 10
exVsxL

£ = NADPH 'in ekstinksiyon sabiti (6,22 x 10> L.mol™.cm™)
Vt= Total reaksiyon voliimii (ml)

Vs= Total reaksiyon i¢indeki numune voliimii (ml)

L =Kiivet ¢ap1 (1cm)

A A/t = Dakikadaki absorbans degisimi

10°= Molii uM ‘e ¢cevirme sabiti

X 10= Sulandirma faktori

GSH-Px (U/L)

GSH-Px Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =
Protein (g/L)

3.2.7. Protein Diizeylerinin Analizi

Doku protein tayini Biiiret metodu ile analiz edildi (99). Bu yontem, alkali
kosullar altinda Cu*? iyonlarmin amonyum, aminoasitler, peptidler, proteinler ve
bitiretler gibi amonyumlu bilesiklerle mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Protein ve peptidlerde iki peptid bagi olusumuna katilan 4 azot
atomu ile biliret ayiracindan gelen Cu®nin renkli kompleks olusturmasi esastir.

Olusan bu kompleks 540-560 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir.
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3.2.7.1. Kullanilan Reaktifler

Bakir siilfat (CuSQ,4.5 H,0), Na-K tartarat, Sodyum hidroksit (NaOH), Sigir
serum albumini (BSA).
3.2.7.2. Protein Diizeylerinin Tayini

Protein diizeylerinin tayini i¢in hazirlanan c¢ozeltiler, asagidaki c¢alisma

tablosunda belirtildigi sekilde deney tiiplerine eklendi.

Kor Standart Numune
Distile su o5mL | 0 e e
Numune |  -—— | - 0.5mL
Standart | @ --—-- o5mL | 0000 -
Biiiret ayiraci 2mL 2mL 2mL

Tiipler iyice vortekslenip, 30 dakika oda 1sisinda bekletildi, numunlerde olusan
mor rengin absorbansi1 540 nm de spektrofotometrede okundu. Numunelerin protein
diizeyleri, BSA ile hazirlanan standart grafiginden yaralanilarak mg/mL cinsinden

hesaplandi.
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Sekil 9: Protein standart grafigi
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3.2.8 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.2.8.1 Kullanilan Arag ve Gerecler

© 0O N o o B~ W DN

. Biorad-MyCycler marka PZR cihazi,

. Denver Instrument marka terazi,

. Biorad marka elektroforez gii¢ kaynagi,

. Jenco marka 6173 model pH metre,

. Hettich-zetrifugen marka micro 200 model masaiistii santrifiij cihazi
. Ultra turrax T 25 model homejenizasyon cihazi,

. Biohit marka hassas otomatik pipetler ve uglari,

. Labart marka vorteks,

. Yellow line marka manyetik karistirici.

3.2.8.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. EDTA (Cy1oH14N2NayOg. 2H,0; FW: 372.24; Sigma no: E5134),
. Tris Baz ( C4H11NOg3; FW: 121.14 ; Sigma no: T6066),
. Borik asit ( H3BOg3; FW:61.83 ; Sigma no: B6768),
. EtBr ( C21H20N3.Br; FW: 394.32; Sigma no: E8751),

. Bromofenol Blue (C19H10BrsOsS; FW: 669.96 Sigma no: B0126)
. Agaroz (Sigma No: 5093),
. Sodyum Sitrat tribasik dihidrat (NasCsHs07.2H,0; FW:294.1;),

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

2
3
4
5. Gliserol ( C3HgO3; FW: 92.09; Sigma no: G5516),
6
7
8
9

Sodyum Asetat (CH3;COONa; FW: 82.03; Sigma no: S3272),

Guanidin Tiyosiyanat ( CHsN3.CHNS; FW:118.16; Sigma no: G9277),
Sodyum Hidroksit (NaOH; FW:40.00; Sigma no: S8045),

Hidroklorik asit ( HCI; FW:36.46; Sigma no: H1758-1 1),

Konsantre Asetik Asit (CH3CO,H; FW:60.05; Sigma no:A9967),
DEPC-O(COOC;Hs),; FW: 162.14; sigma no:D5758),
Beta-merkaptoetanol ( C,HgOS; FW: 78.13; Sigma no: M3148),
Sodyum Klorit ( NaCl; FW: 58.44; Sigma no: S3014),

17.Amonyum Siilfat (NH,4),SO,4; FW132.14; Sigma no: A4915),

18.

dNTP (Invitrogen),
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19. Superscript (Invitrogen),
20. Primer (Operon veya Midland, Teksas, USA),
21. Taq polimeraz (Sigma).

3.2.8.3 Kullamlan Coézelti ve Tamponlar
RNA Later Saklama Soliisyonunun Hazirlanisi

70 gr Amonyum Siilfat, 10 mM EDTA ve 25 mM Sodyum Sitrat (pH=5,2)
100 ml DEPC ile islenmis ddsu igerisinde karistirilarak hazirland1 ve pH 5.2’ye
ayarlandi.
RNA Denaturasyon Soliisyonunun Hazirlamis1 (RLT c¢ozeltisi)

4M Guanidin Tiyosiyanat, 25 mM Sodyum Sitrat (pH=7), % 0,5 Sarkosil
iceren ¢Ozelti hazirland1 ve kullanimdan hemen 6nce son konsantrasyon % 1 olacak

sekilde beta-merkaptoetanol eklendi.

Total RNA saflastirmasi ( Qiagen Kit Protokolii)
Bu islem icin QIAGEN RNA Mini Saflastirma Kiti asagida verilen sekliyle

kullanilda.

- Yaklasik 100 mg doku parcast alindi ve % 5 (w/v) doku olacak sekilde kit
igerisindeki RLT ¢ozeltisi i¢ine kondu.

- 13500 rpm hizda 5 mm’lik homojenizatdriin ucuyla buz tizerinde 40 saniye
homojenize edildi.

- Homojenattan 600 pul alindi (30 mg dokuya karsilik geliyor)

- 10 dakika 18000 rpm’de (4 o°c ) de santrifiij edildi

- Siipernatant kismi1 yeni eppendorf tiipline alindi ve iizerine ayn1 hacimde %70
ethanol (DEPC ddsu ile hazirland1) eklendi

- (Cozeltinin 600 ul’si filtreye kondu ve altindaki tiiple beraber 10000 rpm 15
saniyede santrifiij edildi

- Alt tiipteki sivi atildi ve tiip tekrar filtreye takilarak geriye kalan ¢ozeltide
filtreye eklendi ve yukaridaki gibi sanrifiij edildi
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- Alttaki tiipteki siv1 atildi ve filtreye RWI soliisyonundan 700 pl eklendi ve
10000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi

- Alttaki tiip atild1 ve filtrenin altina yeni bir tiip takildi (2 ml) ve filtreye 500 pl
RPE soliisyonu ilave edildi (kullanmadan 6nce RPE i¢in 4 kat etanol eklendi) ve 15
saniye 10000 rpm’de santrifiij edildi

- Alttaki siv1 atildi ve filtreye 500 pul RPE eklendi ve 2 dakika 10000 rpm’de
santrifiij edildi

- Alttaki tiip atild1 ve filtre yeni bir eppendorf igerisine takildi ve filtreye 50 pl
RNAaz igermeyen ddsu eklendi ve 1 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi

- Filtreye tekrar 50 pL RNAaz icermeyen ddsu konularak tekrar 1 dakika 10000
rpm’de santrifiij edildi alttaki tiipteki saf toplam RNA hemen -30 °C’de saklandu.

3.2.8.4 RNA’nin Agaroz Jele Yiikleme Islemleri

QIAGEN RNAeasy saflastirma kiti ile karaciger orneklerinden saflastirilan
toplam RNA’lar, %]1°lik agaroz jel iizerinde, elektroforezde 100 mV’da kosturuldu.
RNA bantlar1 jel goriintiileme sisteminde (ultraviole 1s1k altinda) goriintiilenerek 28S
ve 18S keskin ribozomal RNA bantlarinin elde edildigi ve herhangi bir yikimin
olmadigi RNA’lar ¢cDNA isleminde kullanildi (Sekil 14 ’‘de). Orneklerin RNA
miktarlar1 spektrofotometrede 260 nm UV spektrumda okundu. cDNA yapiminda
ortama 1 pg toplam RNA eklendi.RNA miktar hesaplanmasinda 260 nm deki OD x
Sulandirma faktorii x 40/1000 formiilii kullanildi.RNA miktar1 pug/NL cinsinden

bulundu.

1000 ml 5X TBE ¢6zeltisi hazirlamak igin ;

54 gr Trise Base
27.5 gr Borik Asit
20 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi

900 mL dd su igerisinde manyetik karistiricida karistirildi. Cozeltinin pH’1
8.0 oluncaya kadar HCI eklendi. Cozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.

Ix TBE hazirlamak icin bu ¢6zelti 1/5 oraninda diliie edildi.
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3.2.8.5 cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢in Invitrogen firmasinin irettigi SuperScript III ters
transkriptaz enzim kiti kullanildi. cDNA sentezi firmanin 6nerdigi sekilde yapildi. K
100 pl’lik PZR tiipiine 1 ug toplam RNA, 1 ul primer 100 pmol PoliT-18 primeri),
1 ul ANTP (10 mM) ve toplam hacim 13 pl olacak sekilde ddsu eklendi, karistirildi
ve 65 °C’de 15 dakika PZR makinesinde 1sitildi. Bu karisim {izerine 4 ul 5x First
Strand tamponu, 2 pul DTT, 1 pul ddH20O, 1 ul SuperScript III ters transkriptaz
enzimi eklendi ve karistirildi ve PZR makinesinde 50 °C’de 60 dakika ve 70 °C’de
15 dakika 1s1t1ld1, daha sonra da -20 °C de analize kadar sakland.

Arastirmada rat GADPH ve GST Pi gen ifadeleri igin, listesi Tablo 7°de

verilen primerler kullanildi.

Tablo 7. Primer dizilimleri

Primer ad: Primer dizilimi PZR iiriinii Primerin alindig:
biiyiikliigii (baz kaynak
‘ sayis1)
GAPDH-F CAAATTCAACGGCACAGTCA
GAPDH-R | ACACATTGGGGGTAGGAACA >0 131
GST=-F CCTCACCCTTTACCAATCTA
GSTn-R TTCGTCCACTACTGTTTACC 462 132

3.2.8.6. Gercek Zamanh PZR protokolii

Gergek zamanli PZR cihazi Roche LC480 modeli oldugu i¢in ROCHE
gergek zamanli PZR kit karisimi kullanildi. Reaksiyonlar 20 pl toplam hacimde
yapildi. Bunun i¢in 10 pl kit karisimi (Enzim, dNTP, Mg, tampon ve su), 0,2 pl
cDNA, 0,2 pl ileri ve geri primerler (10 pmol/ul) ve 9,4 ul ddsu olacak sekilde
hazirland1. Ik denaturasyon, 5 dakika 95 °C, denaturasyon 30 saniye 95 °C,
baglanma 55 °C’ 40 saniye ve polimerizasyon 72 °C 40 saniye olarak ve déngii sayis1
50 olarak kullanildi.
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3.2.9. PCR Verileri I¢in Istatistiksel Analizler

[statistik incelemede, SPSS 15.0 istatistik paket programi kullanildi. Degerler
ortalama + standart sapma (Ort + SD) seklinde ifade edildi. Gruplarin
karsilagtirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi, gruplar arasi
karsilagtirmalarda Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi kullanildi. P’nin 0.05 den kiigiik

oldugu degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.

3.2.10. Biyokimyasal Veriler i¢in Istatiksel Analizler

Istatiksel analizler SPSS 9.05 Windows paket programi ve GraphPad Prism
programi  kullanilarak  degerlendirildi. Verilerin  normal dagilim  gosterip
gostermedigi Kolmogorov-Smirnov testiyle degerlendirildi. Normal dagilim gosteren
veriler ortalama + standart sapma (mean+SD) olarak, normal dagilim gostermeyen
veriler ise ortanca (min-maks) seklinde ifade edildiler. Normal dagilim gosteren
veriler i¢in gruplar arasindaki karsilastirmalarda tek yonlii varyans analizi uygulandi,
gruplar arasi ¢oklu karsilagtirilmalarda Tukey'in HSD testi yapildi. P 'nin 0.05 den
kiigiik oldugu degerler istatiki olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim
gostermeyen verilerin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi kullanildi. Gruplarin
ortanca degerleri Dunn'in testi ile karsilastirild. P 'nin 0.05 ve 0.01 den kiiciik oldugu

degerlerde anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarin Kalin bagirsak MDA diizeyleri

Yapilan istatiki Ol¢timler sonucunda Rat Kalinbagirsak MDA diizeyleri
Ortanca ; (min-mak): Kontrol grubunda 191 (124-248), Kayis1 grubunda 198 (174-
251), Akrilamid grubunda 4070 (1039-7069), Akrilamid+Kayis1 grubunda 375 (298-
499) nmol/gr yas doku olarak bulunmustur. Akrilamid grubunda MDA aktivitesi
diger tim gruplara gore istatistiki olarak anlamli derecede artarken (P<0.05),
kayisitakrilamid grubunda, kayist uygulamasi akrilamid grubuna goére MDA
aktivitesini istatistiki olarak anlamli sekilde diistirmistiir (P<0.05).

4500 b
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3500
3000
2500
2000
1500

1000

Kalin bagirsak MDA (nmol/gr yas doku)

500 a a

kontrol kayisi akrilamid kayisi+akrilamid

Gruplar

Sekil 10:Gruplarin Kalin bagirsak MDA diizeyleri
*QGruplarda farkli olan harfler istatistiki olarak birbirinden anlamlidir (P<0,05).
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4.2. Gruplarin Kalin Bagirsak GST Diizeyleri

Yapilan istatiki Ol¢iimler sonucunda Rat Kalin bagirsak GST diizeyleri
Ortanca (min-mak): Kontrol grubunda 15,05 (9,8-19,50), Kayis1 grubunda 21,25
(18,50-29), Akrilamid grubunda 339,6 (224-604), Akrilamid+Kayis1 grbunda 9,2
(5,9-11,3) Ulgr protein olarak bulunmustur. Akrilamid grubunda GST aktivitesi
diger tim gruplara gore istatistiki olarak anlamli derecede artarken (P<0.05),
Akrilamid+kayist grubunda kayist uygulamasi akrilamid grubuna goére GST
aktivitesini istatistiki olarak anlamli sekilde diistirmistiir (P<0.05).
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Kalin bagirsak GST (U/gr Protein)

Kontrol(n=9) Kayisiin=10)  Akrilamid{n=9) Kay+Akr{n=10)

Gruplar

Sekil 11: Gruplarin kalin bagirsak GST aktivite diizeyleri
*Gruplarda farkli olan harfler istatistiki olarak birbirinden anlamlidir (P<0,05).
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4.3. Gruplarin Kalin Bagirsak GSH-Px Diizeyleri

Yapilan istatiki ol¢iimler sonucunda Rat Kalin bagirsak GSH-Px diizeyleri
(Ortalama + SD): Kontrol grubunda 1961+1052, Kayist grubunda 2573+436,
Akrilamid grubunda 2383+537, Akrilamid+Kayis1 grubunda 3179+791 U/gr protein
olarak bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla akrilamid+kayisi grubu, GSH-Px

aktivitesini istatistiki olarak anlamli derecede arttirmistir (P<0,05).
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3500 - a ab ab
3000 -
2500 -
2000 -
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1000 -

500 -

0 | . .

kontrol{n=10) kayisi(n=9) akrilamid{n=10) kay+akr{n=9)
Gruplar

Kalin bagirsak GSH-Px (U/gr Protein)

Sekil 12: Gruplarin Kalin bagirsak GSH-Px diizeyleri
*Gruplarda farkli olan harfler istatistiki olarak birbirinden anlamlidir (P<0,05).
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4.4. Gruplarin Kalin Bagirsak GSH Diizeyleri

Yapilan istatistiki Ol¢iimler sonucunda Rat Kalin bagirsak GSH diizeyleri
(Ortalama + SD): Kontrol grubunda 1820+119, Kayis1 grubunda 1806+126,
Akrilamid grubunda 1849+86, Akrilamid+Kayis1 grubunda 1868+264 nmol/gr yas

doku olarak bulunmustur. Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur (P > 0,05).
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Kalin bagirsak GSH (nmol/gr yas doku)

1600 T
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Gruplar

Sekil 13: Gruplarin Kalin bagirsak GSH diizeyleri
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4.5. Gruplarin Kalin Bagirsak GST-Pi Gen Ekspresyon Diizeyleri

PZR Sonuglari

RNA’lar saflastirildiktan sonra % 1’ lik agaroz jele yiiklenerek incelendiler.
Sekil 14’de her gruptan segilen saflastirilmis RNA'larin % 1’ lik agaroz jelde
kosturulmus resmi goriilmektedir. Sekilde de goriildigli iizere saflastirilan
RNA’larda herhangi bir yikilim olmadigi gibi, iki ribozamal bantta biiyiik saflikta

elde edilmistir.

Marker Kontrol ~ Kayist1  Akrilamid Kay+akr Marker

Sekil 14: Qiagen RNAeasy saflastirma kiti ile kalin bagirsak orneklerinden
saflagtirilan toplam RNA 6rnekleri (% 1'lik agaroz jel).
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GAPDH ve GST-Pi’nin, gercek zamanli PCR’de g¢ogaltilarak elde edilmis
DNA’lart % 1'lik agaroz jele yiiklendi. Daha sonra bu &rneklerin kullanilmasiyla
yapilan agaroz elektroforezinde, PZR sonuclarinin tek ve istenilen boyda bir DNA

bant1 olusturdugu goriildii (Sekil 15).

g § 5 &
600 5 b % 5
500 P o ©) p=
400
300
250
200
150«

100

Sekil 15: Gergek zamanli PZR da ¢ogaltilan GAPDH ve GST-Pi cDNA’larinin

elektroforegrami

Tablo 8: Gruplarda dlgiilen Kalin bagirsak GSTPi/GAPDH mRNA seviyelerinin
orani.

Gruplar GSTPiI/GAPDH
ortalama =+ standart sapma

Kontrol 0.71+0.185

Kayis1 0.73+0.150°

Akrilamid 3.00+1.192"

Kayisi+ Akrilamid 1.50+0.116°
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Kontrol, kayisi, akrilamid ve akrilamid+kayis1 uygulanan gruplarda
GSTPiI/GAPDH mRNA sinyal orani sirasiyla 0.71, 0.73, 3 ve 1.50 olarak bulundu.
Gruplar arasinda GSTPi mRNA seviyeleri istatistiki olarak karsilastirildiginda,
akrilamid grubunun mRNA seviyelerinin diger gruplara gére anlamli olar artig

gosterdigi tespit edildi (P<0.05).

b

A5 -

%2,5 -

=2 2 |

m1,5 -

—.:r:

T 1 -

£0,5 -

i)

B0

KONTROL IKAYISI AKRILAMID KAYISI+AKRILAMID
Gruplar

Sekil 16:Kontrol ve uygulama gruplarinda kalin bagirsak GSTPi/GAPDH mRNA

seviyelerinin orant.
Siitiinda farkli olan harfler istatistiki olarak birbirinden anlamli bulunmustur

(P<0,05).
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4.6. Gruplarin Haftalik Ortalama Agirhklar:

12 hafta boyunca gruplardaki her bir disi Spraque dawley tiirii rat haftalik
olarak tartildi. 12 hafta siire sonunda tartim sonuglart degerlendirildigin de gruplar

arasinda ortalama agirlik bakimindan anlamli bir fark gézlemlenmedi (p<0.05).

Tablo 9: Ratlarin haftalik agirlik ortalamalari

wl 2 | 3 4|56 [7 8] 9|10 11|12
Gruplar

Kontrol 227 | 227 | 231 |229|230| 233|231 | 239 | 235| 236| 232|231

Kayisi 206 | 208 | 210 | 207|207 | 209|212 | 213 | 212| 214| 211|213

Akrilamid | 200 | 211 | 210 |211 210|212 209 | 217 | 210| 211| 214|206

Kayis1 + 213 | 215 | 215 |213| 213|216 218 | 219| 226| 220| 213|214
Akrilamid

Ort
250 1
240 4
G
S 230 1
= —¢o— Kontrol
D
< —0—Kayisi
5 —a— Akrilamid
,E_ —¢—Kayist-Acr
;
190
180 ) L) L) L) L L) L] L] L] Ll L] L}
1.hf 2.0f 3.hf 4.hf 5.hf 6.hf 7.hf 8.hf 9.hf 10.hf 11.hf 12.hf
Haftalar

Sekil 17: Ratlarin haftalik agirlik degisimleri
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5. TARTISMA

Akrilamid dogal olarak bulunmamakla birlikte oldukca yiiksek kimyasal
aktiviteye sahip a-B-ansature karbonil bilesigi olup oldukca yaygin kullanilmaktadir.
Bu yaygin kullanim alani, gerek endiistriyel alanda gerekse de besinlerin pisirilmesi
sirasinda goriilmektedir. Insanlik igin asil tehlikeli olan gida kaynakli akrilamiddir,
clinkli gida kaynakli akrilamid giinliik diizenli olarak viicuda alinmaktadir. Gida
kaynakli akrilamid, karbonhidrat ve 6zellikle asparajin amino asidi igeren gidalarda
yiikksek sicakligin etkisi ile olusmaktadir. Bu olusum, maillard reaksiyonu ile
gerceklesmektedir. Akrilamid olusumu, kizartma ve firinlama islemi sirasinda 120
°C tlizerine ¢ikan pisirme isleminde ger¢eklesmektedir (100). Ancak haglama islemi
sirasinda akrilamid olusumu ile ilgili risk olmadig1 bildirilmistir (101).

Akrilamidin, gidalarin iglenmesi sirasinda da olustugunun ortaya konulmast,
cok sayida klinik ve deneysel calismanin yapilmasina sebep olmustur. Bu
arastirmalar, akrilamidin insanlik i¢in nérotoksik, deney hayvanlari i¢in nérotoksik
ve kanserojen oldugunu gostermistir (102, 103). Akrilamidin insanlarda kanser
olusturduguna dair heniiz bir bilimsel veri bulunmasada, Uluslararasi Kanser
Aragtirmalart Kurumu (International Agency for Research into Cancer-lIARC)
gidalardaki akrilamidi ‘insanlar icin potansiyel kanserojen maddeler’ (grup 2A)
arasina almigtir. Akrilamidin canlilar i¢in tehlikeli bir madde olmasi dolaysiyla ¢ogu
iilkede, akrilamidin giinliik st ve alt alim sinirlarint belirlemeye ve giinliik alim
miktarlarini azaltmaya yonelik olarak bilimsel ¢alismalar yapilmistir.

Bu calismalarin sonuglari, insanlarin ortalama giinliikk akrilamid alim
diizeylerinin beslenme aligkanliklarina gore degiskenlik gosterdigi ve ortalama
olarak 0.3-5.1pug/kg/giin arasinda oldugu tespit edilmistir. Akrilamidin ortalama
giinlik alim miktarlar1 konusunda o6nde gelen kuruluslar tarafindan yapilmis
caligmalarin sonuglar1 yayimlanmistir. WHO; 0.3-0.8 pg/kg/giin araliginda, FDA ise
0.4 ng/kg/giin olarak belirlemislerdir (104,105). Viicuda gidalarla alinan akrilamidin
biiyiik kismi, patates kizartmalar1 ve cipslerden (%6-46), kahvede (%13-39), hamur
isleri ve biskiivilerden (%10-20), ekmekten (%10-30) kaynaklanmaktadir.



55

Isve¢’te yapilmig bir arastirmada, bir kisinin yiyeceklerle aldig1 akrilamid
miktarinin gilinliik olarak ortalama 35 mg oldugu tespit edilmistir. Yetiskin bir
insanin viicut agirliginin ortalama 70 kg oldugunu diisiiniirsek, kg canli agirhik
basina ortalama 0.5 pg akrilamidin viicuda alindigi goriilmektedir (45). Mojska,
Polonya da yapmis oldugu bir ¢aligmada ise, insanlarin ortalama 0.43 pg/kg/giin
akrilamid aldigimi rapor etmistir (106). Avrupa’nin diger {ilkelerinde yapilan
arastirmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (47,48)

Yapilan bir arastirmada, saglikli goniillillere kg basina degisik miktarlarda
radyoaktif isaretli akrilamid verilerek giivenli ve tehlikeli doz aralig1 tespit edilmeye
calisilmigtir. Bu arastirmanin sonuglari, 0.5 pg/kg/glin’den diisiik olan akrilamid
dozlarinin iyi derecede tolere edilebildigini, ancak 0.5 pg/kg/giin’den yiiksek olan
miktarlarin ise insan saghigi i¢in ¢ok zararli oldugunu gostermistir (107). Olcay
Kaplan ve ark., Tiirkiyede yaptiklari akrilamid tarama ¢alismasinda, ¢esitli gidalarda:
mangalda tavuk, et tiirleri, patates kizartmalar1 biskiivi ve kahve de 20-250 pg/kg
diizeyinde akrilamidin bulundugunu tespit etmislerdir (108). TUBITAK tarafindan
sadece besinlerde ki akrilamid miktar1 hesaplanmig, ancak akrilamid kaynakli bir risk
degerlendirilmesi yapilmamistir.

Viicudda normal fizyolojik metabolizmada da siirekli serbest radikaller
olusmakta ve bu zararli radikallere kars1 viicudun koruyucu antioksidan
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu antioksidan mekanizmalar; antioksidan enzimler
(SOD, CAT, GSH-Px, GST, GR gibi enzimler), vitaminler (Vitamin A, E ve C) ve
organik/inorganik molekiillerden (Glutatyon, melatonin, selenyum) olusmaktadir.
Normal fizyolojik sartlar altinda antioksidan sistemler ile serbest radikaller arasinda
bir denge s6z konusudur ve bu denge sayesinde serbest radikaller zararsiz hale
getirilmektedirler. Bu dengenin oksidanlar tarafina dogru bozulmasi, oksidatif strese
ve hasarlayici olaylarin baslamasina sebebiyet vermektedir. Oksidatif stres ise genel
olarak oksidan ve antioksidan mekanizmalar arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanir. Hiicreler aras1 major antioksidan, GSH’dir. GSH, oksidasyon-rediiksiyon
tepkimelerinde indirgeyeci giic olarak gorev almaktadir. Total GSH seviyesini
muhafaza etmek icin ise GSH-Px, GR ve GST gibi antioksidan enzimler koordineli
bir sekilde islev gormektedir (109).
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Akrilamidin oksidatif strese yol agip agmadigini arastirmak amaciyla yapilan
deneysel arastirmalar, akrilamidin dokularin GSH diizeylerin 6nemli derecede
azaltarak hiicreleri oksidatif hasarlanmaya karsi korumasiz biraktigini ortaya
koymustur. Akrilamidin bu mekanizmayla oksidatif strese yol agarak noérotoksik
etkiden mutajenik ve karsinojenik etkilere kadar ¢ok ¢esitli hasarlanmalara neden
oldugu ve bu ¢ok fakli hasarlanmalarin, akrilamidin uygulama dozu, siiresi ve yoluna
bagli olarak degistigi rapor edilmistir (110,111).

Akrilamid, diger ksenobiyotiklerin tersine suda iyi derecede ¢Oziiniir, agiz
yoluyla viicuda alindiktan sonra ¢ok hizli bir sekilde tiim dokulara dagilim gosterir.
Akrilamid, sindirim kanali boyunca tiim dokularda (6zafagus, mide, ince ve kalin
bagirsak) GST/GSH sistemiyle konjuge edilerek akrilamid-glutatyon kompleks
bilesigine ¢evrilmekte ve sindirim kanali dokularinin akrilamidin zararh etkilerinden
korunmas1 saglanmaktadir. Boylece gidalarla agizdan alinan akrilamidin bir kismi1
sindirim kanalinda etkisiz hale getirilmis olmaktadir. Ancak akrilamidin sindirim
kanali boyunca etkili bir sekilde konjuge edilebilmesi, biiyiik oranda dokunun GST
aktivite ve GSH diizeylerine baglidir. Bu konuyla ilgili olarak Lieshout ve ark. (112),
ratlar1 bir siire; a-tokoferol, B-karoten, likopen, flavonoid, limonen gibi antioksidan
ve antikanserojen madde ilave edilmis diyetle beslemislerdir. Calisma sonucunda
yaptiklar1 analizlerde, sindirim sistemi boyunca; 6zafagus, mide, ince ve kalin
bagirsak dokularinda GST aktivitesinin dnemli derecede arttigini goézlemlemislerdir.
Lieshout ve ark. bu sonuglari antioksidan ve antikanserojen etkili molekiiller
acisindan zengin olan sebze ve meyvelerin yeterli diizeyde tiikketiminin, agiz yoluyla
alinan toksik ve kanserojen maddelerin sindirim kanali boyunca GSH ile
konjugasyonunu ve viicut digina atilimini hizlandiracagi ve bunun sonucunda da
viicudu zararh etkilerden koruyabilecegi seklinde yorumlamislardir. Bu aragtirmanin
sonuclarl, gida kaynakli akrilamide maruz kalan kisilerin, antioksidan ve
antikanserojen madde igeren bu sebze ve meyveleri yeterince tiiketmesinin akrilamid
kaynakli kanserojenik, mutajenik ve oksidatif etkileri engelleyebilecegini
diistindiirmektedir.

Bagirsaklardan emilerek kana gecen akrilamid biiyiik oranda karaciger ve
diger dokulara ¢ok hizli bir sekilde dagilim gosterir. Akrilamid, yarilanma siiresinin

kisa olmasi nedeniyle kandan ¢ok hizli bir sekilde temizlenmektedir. Karacigere
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alinan akrilamidin bir kism1 GST/GSH sistemiyle konjuge edilerek detoksifiye edilir,
bir kismi ise sitokrom P450 enzim sistemiyle okside edilerek glisidamide
doniistiiriilmektedir. Glisidamid, akrilamidin okside edilmis formudur. Kan
serumunda degisiklige ugramamis akrilamid oraninin ise ¢ok diisiik (% 0.5) oldugu
goriilmiistiir. Ayrica kana gecen akrilamidin bir kismimnin, kanda bulunan proteinler
ile hemoglobine yiiksek affinite gostermesi nedeniyle bu proteinlere baglandigr tespit
edilmistir (113). Glisidamidin katabolizmasi iki enzimatik yolla meydana gelmekte
ve glisidamidin etkisizlestirilerek viicud disina atilmasi saglanmaktadir. Birinci
reaksiyonda glisidamid, Epoksi Hidrolaz (EH) ile gliseramide okside edilerek yikima
ugratilmakta ve biiyiik oranda idrarla disar1 atilmaktadir. ikinci enzimatik yikim yolu
ise, GST’nin glisidamidi GSH ile konjuge ederek detoksifiye etmesi seklinde
gerceklesir (114). Ancak hiicrelerin glisidamidi detoksifiye etme kapasitelerinin
biiylik oranda yiliksek GST aktivite ve GSH diizeylerine bagimli oldugu, agik¢a
vurgulanmasi gerekir.

Seed Alzahrani, akrilamidin fareler iizerindeki genotoksik etkilerini
inceledigi c¢alismada, L-karnitinin akrilamidin mutajenik etkilerine karsi koruyucu
etkide bulundugunu bildirmistir (115). Bu ¢alismada 10, 20, 30 mg/kg/giin dozunda
akrilamid ve koruyucu olarakta 100 ile 200 mg/kg/giin dozunda L-karnitinin
uygulanmistir. 1 veya 2 hafta iginde kemik iligi hiicrelerinde kromozomal
anomalilerin (morfolojik sperm) ve mikronukleus olusum oranlarinin istatiksel
olarak anlamli derecede arttigi goézlemlenmisler. L-karnitin uygulanmasi, bu
degisiklikleri 6nemli derecede azaltmistir. Yine baska bir ¢calismada Chen Shuming
ve ark., ratlarda soya sosunun akrilamid kaynakli norotoksisiteye karst koruyucu
etkilerini arastirmiglardir (116). Bu ¢aligmada, 8 hafta boyunca ratlara 10 mg/kg/giin
dozunda akrilamid ve 0.5 ml soyu sosu vermislerdir. Sonu¢ olarak soya sosunun,
beyin dokusunda akrilamid kaynakli oksidatif strese karsi 6nemli bir koruyucu etki
gosterdigi ortaya konulmustur.

Pupel ve ark. hiicre i¢ci GSH seviyelerinin akrilamid ve glisidamidin
genotoksik etkilerinin olusumunda 6nemli bir faktor olup olmadigini arastirdiklar
bir ¢alismada, yliksek hiicre i¢ci GSH diizeylerinin akrilamidin GSH'la baglanmasini
arttirarak glisidamid olusumunu azalttigin1 ve bdylece genotoksik hasarlarin 6niine

gecilebilecegini bildirmislerdir. Ayni1 ¢alismanin GSH sentez inhibitorii verilerek
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yapilan kisminda ise, ratlara ¢ok diisiik diizeyde akrilamid uygulamasinin (1mM)
bile, hiicre DNA’larinda 6nemli derecede zincir kiriklari, baz kaymasi gibi
degisikliklerinin meydana gelmesine yol agtigi rapor edilmistir. Bu veriler, gerek
akrilamid kaynakli gerekse de glisidamid kaynakli genotoksik etkilerin
onlenmesinde, hiicre i¢i GSH diizeylerinin ¢ok 6nemli olduguna isaret etmektedir
(117). Bizim galismamizin GSH sonuglari, pupel ve ark. yaptigi g¢alismanin
sonuglariya ortiismemektedir.

Ratlara tek ve tekrarlayan dozlarda akrilamid uygulanarak yapilan deneysel
bir arastirmada, akrilamid’in beyin dokusunda GSH diizeylerini ve GST aktivitesini
onemli derecede azalttigini ve bunun sonucunda ise krilamid kaynakli oksidatif
hasarlanmalarin meydana geldigini ortaya konulmustur (118). Bizim ¢alismamizda
uzun siireli akrilamid uygulamasina cevaben, GST aktivite diizeylerinde 6nemli
artislar gozlenmistir. Bu iki calismanin sonuglarinda gozlenen tersligin, her iki
calismada uygulanan akrilamid dozunun ve uygulama siirelerinin farkli olamasindan
kaynaklandigin1 disiiniiyoruz.. Naruszewicz ve ark., goniillii insan deneklerine 4
hafta siireyle 157 mg akrilamidi gida yolu ile uygulamig ve 4 hafta sonra deneklerden
kan alinarak yapilan analizlerde hsCRP, y-GT, ox-LDL ve IL-6 diizeylerinin 6nemli
derecede arttig1, kandan izole edilen monosit, lenfosit ve graniilosit gibi kan
hiicrelerinde asir1 bir SOR iiretiminin meydana geldigini, hiicre i¢i GSH
seviyelerinin ciddi derecede azaldigini tespit etmislerdir. Bu sonugtan yola ¢ikan
arastiricilar, uzun siire gida kaynakli akrilamide maruz kalan insanlarda akrilamidin;
oksidatif stres, inflamasyon ve aterosikleroz gelisimini tetikleyebilecegini
bildirmislerdir (119).

Yousef ve El-Demerdash’in igme sularina 10 hafta boyunca 0.5-500 pg /kg
araliginda akrilamid uygulanan erkek ratlarda plazma protein seviyelerinde ve
kreatin kinaz seviyelerinde bir azalma oldugunu, plazma fosfataz diizeylerinde bir
artis oldugunu bildirmislerdir (110). Kan plazmasinda, testiste, karaciger, beyin ve
bobrekte MDA, Glutatyon S-transferaz ve Siiperoksit dismutaz aktivite diizeyleri
artis gostermistir. Akrilamidin farkli dozlarinin bu dokularda enzim aktivitelerinde,
lipid peroksiyonunda ve GSH diizeylerinde azalmalara yol agtig1 bildirilmistir. Buna
karsilik, kisa siireli yiiksek subletal doz uygulandiginda ise GSH konsantrasyonunda
bir degisiklik olmadig: bildirilmistir. Bizim arastirmamizda, ratlara 500 pg/kg dozda
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akrilamidin 12 hafta siireyle uygulanmasi, kalin bagirsak dokusunda MDA diizeyini
ciddi derecede artirmigtir. Bu agidan bakildiginda bizim sonuglarimiz, Yousef ve El-
Demerdash’in arastirma sonuglariyla paralellik géstermektadir.

Ancak Yousef ve EI-Demerdash’in yaptigi ¢alismada, akrilamid uygulamasi
sonrast dokularda GST aktivitesinin arttigin1 tespit edilmistir, bu acidan iki
calismanin GST sonuglar1 farklilik gostermistir. Bu ¢alismay1 yapan arastiricilar bu
uyumsuzlugun, Yousef ve El-Demerdash’in uyguladigi akrilamid dozlarinin ¢ok
diisitk olmasindan ve uygulama siiresinin farkli olmasindan kaynaklandigin ileri
stirmiiglerdir. Bizim c¢aligmamizda akrilamid uygulamasi sonrasi kalin bagirsak
dokusunda GST aktivite seviyelerinde anlamli bir artis bulunmustur. Bizim
¢alismamizin sonuglari, model olarak birbirine benzeyen Yousef ve ElI-Demerdash’in
calismasiyla paralellik gostermektedir.

GSH-Px, hidrojen peroksitin suya doniisiimiinii katalize ederek; eritrosit, zar
lipidleri, hiicre zari, selliiler ve subselliiler membranlarin oksidatif hasarlanmalardan
korunmaktadir (120). 4 selenyum atomu i¢eren GSH-Px hiicre membrani, sitozol ve
mitokondride bulunmaktadir. GSH-Px aktivitesindeki azalma H,O, diizeylerinin
artisina bagli olarak oksidatif strese ve hiicre hasarina yol agmaktadir (121).

Allam ve ark., 10 mg/kg dozunda akrilamidi 7 giin siireyle gebe ratlara
uygulayarak yaptiklari arastirmada, dogan yavrularin dogum agirliklarinda ciddi
azalmalar gozlemlemislerdir. Ayrica ayni1 ¢caligmada, akrilamid uygulanan annelerin
yavrularinin beyin dokusunda lipid peroksidasyonunun arttigi, GSH diizeyinin ve
SOD aktivite seviyesinin 6nemli derecede diistiigli, oksidatif stres gelistigi ve
bunlara bagl olarakta yavrunun beyin gelisiminin bozuldugu rapor edilmistir (122).
Bir bagka calismada ise Catalgol ve ark, 0.10, 0.25, 0.50, ve 1.00 mM'lik akrilamid
ile insan eritrositlerini invitro sartlarda 37 °C’de 1 saat muamele etmislerdir.
Sonugta, akrilamidin yiiksek dozlarmin eritrosit GSH-Px aktivitesini azalttigini
saptamiglardir. Bu veri, akrilamidin eritrositlerde antioksidan enzim diizeyini
diistirerek oksidatif strese yol agtigini1 gostermektedir (123).

Bizim ¢alismamizda ise akrilamid verilen grubun GSH-Px aktivite diizeyleri,
kayis1 ve kayisi-akrilamid verilen grublara kiyasla daha diisiik oldugu bulunmustur.
Bu bulgular diger arastirmacilarin bulgulari ile paralellik gostermektedir. Akrilamid

ve benzeri toksik maddelerin viicuda alinmasi sonucu reaktif oksijen tiirleri meydana
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gelmektedir. Bu toksik molekiiller viicudun kendi detoksifikasyon sistemleri
tarafindan ortadan kaldirilmaya calisilmaktadir. Bu mekanizmalarda gorev yapan
enzimlerin aktiviteleri ve gen diizeyleri bu toksik maddelere maruz kalma sekline
gore degisiklik gosterebilmektedir.

Glutatyon S-transferaz (GST) anti-kanser ilaglar veya peroksidatif strese
kars1 hiicresel bilesenlerin korunmasini saglayan ¢ok fonksiyonlu enzimlerdendir.
Arastirmamizda GST enzim aktivitesinin, akrilamid uygulanan grupta kontrol
grubuna gore anlamli sekilde yiikseldigi, akrilamidle beraber kayis1 uygulamasinin
enzim aktivitesindeki bu artis1 kontrol grubu seviyelerine diistirdiigii tespit edildi. Bu
bulgulara paralel olarak ayni sonuglar GSTPi mRNA seviyesinde gozlendi.
Akrilamid uygulamasi enzimin mRNA seviyesinde ciddi bir artisa neden olmus,
ancak akrilamidel beraber kayis1 uygulamasi ise enzimin mRNA seviyesini kontrol
grubu ile ayn1 seviyeye getirmisti.

Akrilamidin organizmada detoksifikasyonunda iki biiyiik yol vardir. GSH ile
dogrudan baglanma veya sitokrom P450 oksijenazasyonu (CYP2E1) ile toksik ve
mutajenik etkisi olan glisidamide doniigiim. Akrialmidin detoksifikasyonunda ana
yol GSH-akrilamid kompleksinin olusmasidir (124).GSH ile akrilamid konjugasyonu
GSH depolarini tiiketen onemli bir etkendir. GSH’nin azalmasi hiicresel hasara
neden olabilecek diizeyde oksidatif stresin olusturabilmektedir. Hiicrelerde meydana
gelen akrilamid kaynakli genotoksik etkinin ise, CYP2E1 enziminin akrilamidi
detoksifiye ederken olusturdugu glisidamidden kaynaklandigi tahmin edilmektedir
(125).

Insanlarda akrilamid, bagirsaktan yiiksek oranda ve hizla emilmektedir (126).
Bagirsakta akrilamidin tagmmmasi, Caco-2 hiicrelerinde pasif difiizyon yolu ile
olmaktadir (127). Zodl ve ark., Caco-2 hiicre kiiltiir ortamina 0.1, 0.5 ve 1 mM
oranlarda akrilamid uygulamislar ve hiicrelerde 24 ve 48 saat sonra CYP2E1
aktivitelerine, GSH diizeylerine bakmuslardir. Arastirmacilar kiiltiir hiicrelerinde
CYP2E1 enziminin gen ekspresyon diizeyini gercek zamanli PZR’la analiz ederek
degerlendirmislerdir. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerde, uygulamanmn 14. ve 21.
giinlerinde akrilamid dozunun artisina paralel bir GSH azalmasi tespit etmislerdir.
Yine arastirmacilar, hiicre kiiltiir ortaminda akrilamidin miktarinin artmasina paralel

olarak CYP2E1 enziminin mRNA seviyesinin de arttigini tespit etmislerdir. 0.1 mM
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akrilamid uygulamasinin hiicrelerde CYP2E1 enziminin gen ifadesine bir etki
yapmadigin1  gézlemlemislerdir. Arastirmacilar bu durumu, CYP2E1 enzim
ifadesinin artmasiyla hiicrelerde akrilamidin glisidamide doniisiimiinii artiracagini ve
bununda hiicrelerde  genotoksik  hasarlanmalara yol acacagi  seklinde
yorumlamiglardir. Arastirmacilar, hiicresel GSH igeriginin azalmasinin akrilamid
genotoksisitesinin  potansiyel mekanizmalarindan biri olabilecegi sonucuna
varmiglardi (128). Yapilan arastirmalarda, yanmis hayvansal yaglarda mevcut olan
akroleinin proteinlere kovalent olarak baglandigin1 ve akrolein protein kompleksleri
meydana getirdigini tespit edilmistir. Bu komplekslerin oksidatif stresin olusumunda
tetikleyici bir marker oldugu diisiiniilmektedir (129). Akrolein GSH azalmasini
indiikklemekte ve hiicresel hasara yol agmaktadir (130). GST ile katalizlenen
reaksiyon, akrolein toksisitesinde onemli bir detoksifikasyon mekanizmasi olarak
karsimiza g¢ikmaktadir (131). Burada olusan akrolein-GSH bilesiklerinin ratlarda
nefrotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir (132).

GST-Pi, baslica iiriner, sindirim ve solunum sistem dokular1 olmak tizere
viicudun bir ¢ok dokusunda bulunmaktadir (133). Insan ve hayvanlarda yapilan
arastirmalarda, herhangi bir dokuda GST-Pi gen ekspresyonu diizeylerindeki
artislarin, o dokuda preneoplastik degisikliklerin meydana geldigini gosteren c¢ok
onemli bir belirteg oldugu tespit edilmistir (134-140). GST-Pi rat hepatositlerinde
belirlenemeyecek kadar diisiik miktarda iken karsinojenlerle muamele edilmis
deneysel hayvan modellerinde karacigerde asir1 miktarda ifade edildigi tespit
edilmistir (141). Yapilan bir aragtirmada 14 giin boyunca ratlara igme suyu ile 2.5,
10 ve 50 mg/kg giin dozlar seklinde verilen akrilamidin, beyin hipofiz dokusunda
GST-Pi mRNA gen ifadesini anlamli sekilde artirdigi goriilmiistiir (142).

Arastirmamizda GST-Pi gen ifadesinde gozlemledimiz artis, muhtemelen
oksidatif stresten kaynaklanmaktadir. Ozellikle akrilamidin GSH ile konjuge edilerek
viicud disina atilmasina bagli olarak kalin bagirsak dokusu GSH depolarmin
azaltmasi, oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasi sonucunda
oksidatif, mutajenik hasarlanmalar ortaya ¢ikmaktadir. Yine akrilamidin glisamide
donligiimiiniin ~ hizlanmasi, dokularda oksidatif, mutajenik ve genotoksik
hasarlanmalarin artis1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Artan oksidatif stres ile beraber

NF-Kappa B transkripsiyon faktoriiniin artmasi, GST-Pi genindeki indiiksiyonu
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aciklayan muhtemelen bir mekanizmadir (143). NF-Kappa B artis1 genellikle
oksidatif stres ile birliktedir. Hidrojen peroksitle, sitokinlerle veya UV ile
indiiklenebilmektedir (144). Kaysi, iceriginde bulunan birgok vitamin ve fenolik
maddeler nedeniyle ¢ok kuvvetli antioksidan o6zellige sahip bir meyvedir.
Aragtirmamizda, akrilamid ile birlikte kayis1 uygulamasinin, akrilamid uygulamasi
ile artan GST-Pi mRNA ifadesini kontrol seviyesine diisiirdiigii ortaya konulmustur.
Bunun nedeni, kayisinin kuvvetli antioksidan 6zellige sahip bir meyve olmasidir.
Ciinkii ortamda antioksidanlarin bulunmasi, NF-Kappa B transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonunu Onleyerek bazi genlerin transkripsiyonunu azaltmaktadir (145).
Muhtemelen GST-Pi genide, transkripsiyonu NF-KB tarafindan uyarilan genlerden

birisidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada; kalin bagirsak MDA diizeyleri agisindan Akrilamid
uygulamas1 kalin bagirsak dokusu MDA diizeyini kontrol grubuna goére anlamli
derecede artird1 (p<0.05), ancak akrilamidle beraber kayisi verilmesi ise akrilamid
grubuna gére MDA diizeyini ciddi derecede azaltti (p<0.05). Kalin bagirsak GST
aktivite diizeyleri i¢in: Kontrol grubuna kiyasla 6zellikle akrilamid grubunda GST
aktivite diizeyleri 6nemli derecede yiiksek (p<0.05) bulunurken, akrilamid+kayisi
grubunda 6nemli derecede diisiik bulundu (p<0.05). Kalin bagirsak GSH-Px aktivite
diizeyleri i¢in: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda kayisi, akrilamid gruplarindaki
degisim anlamli degildi, ancak kayisi-akrilamid grubundaki GSH-Px aktivite artisi
istatistiksel agidan anlamli idi (p<0.05). Kalin bagirsak GSH diizeyleri; kontrol
grubuna kiyasla kayist grubunda onemli derecede diisiik (p<0.05), akrilamid ve
akrilamid+kayis1 grubunda ise kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede yiiksek
bulundu (p<0.05). Gruplarin GST-Pi gen ifade diizeylerinde kontrol grubuna gore
akrilamid grubunda ¢ok ciddi bir artis (p<0.05), akrilamid+kayis1 grubunda ise
onemli bir diisiis (p<0.05) gézlemlenmistir.

12 hafta siireyle akrilamid uygulamasi, ratlarin kalin bagirsak dokusunda
preneoplastik degisikliklerin en 6nemli belirteci olan GST-Pi gen ekspresyonu
diizeyini ve lipid peroksidasyonunun en dnemli belirteci olan MDA diizeylerini ciddi
dercede artirmigtir. Ancak, akrilamidle beraber organik kuru kayisi uygulamasi,
ratlarda kalin bagirsak GST-Pi gen ekspresyonu ve malondialdehid (MDA)
diizeylerini kontrol grubu degerlerine diisiirmiistiir.

Sonu¢ olarak; Organik kuru kayis1 uygulamasinin, akrilamidin kalin
bagirsakta meydana getirdigi preneoplastik degisiklikleri ve oksidatif hasarlanmalari
onledigi goriilmektedir.

Gida kaynakli akrilamid toksikasyonlarindan korunabilmek i¢in:

1- Farkli besin gruplarinin amino asit igerigi saptanmalidir.
2- Besinlere uygulanacak pisirme kosullar1 bir sistem haline getirilmelidir.
Derece/pisirme kurallari: baslangi¢ kizartma derecesi 175 °C olmasi, Soguk

depolama onlenmeli: 8°C’nin altinda depolamanin indirgen seker miktarini azalttig
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gosterilmistir (Bazi kaynaklara gore 6 °C),pisirme siiresi/isisinin diigtiriilmeli, ancak
tiim besinler patojenleri 6ldiirecek kadar pisirilmelidir

3- Ozellilke asparajin aa ve karbonhidrat¢a zengin olan patates kizartmalarinda:
Diisiik seker igerikli patateslerin tercih edilmesi, disarida donmus ve korunmamais
patateslerin tercih edilmemesi, patateslerin suya daldirilmasi, pisirme veya kizartma
islemi gergeklesmeden 1lik veya sicak suda veya oda 1sisinda bekletme, kizartma
isleminden Once suyunu 1iyi aritma akrilamid olusumunu O©nemli derecede
diisiireceginden bu kurallara hassasiyet ile uyulmasi1 gerekmektedir.

4- Gelismekte olan iilkelerde de Akrilamid alim diizeyleri belirlenmelidir.

5- Tencerede pisen yemek kiiltiirii Tiirkiyede yasayanlar agisindan bir sans olarak
goriilmeli ve siirdiiriilmelidir.

6- Gida kaynakl akrilamide maruz kalan insanlar, sindirim kanali dokularinda GSH
ve GST aktivite diizeylerini artiran flavonoidlerden zengin sebze ve meyveleri yeterli
miktarlarda ve giinliik olarak tiiketmelidir.

7- Antioksidan ve oksidan dengesinin bozulmamasi i¢in ozellikle gida kaynakli
akrilamide maruz kalan kisilerin, antioksidan (likopen, B-karoten, A, E vitamini,
polifenoller) bakimimdan zengin gidalari ve dzellikle de mevsimine gore taze yada

kuru kayisiy1 giinliik olarak tiikketmesini 6neriyoruz.
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