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SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

IARC : Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
GSH : Rediikte glutatyon

SOR : Serbest oksijen radikaller1

GST : Glutatyon S-transferaz

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz

MDA : Malondialdehid

CYP 450 2E1 : Sitokrom P-450 ailesi-2 alt ailesi-Enzim polipeptid-1

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EH : Epoksit hidrolaz

NOAEL : Herhangi bir etki gozlenmeyen en yiiksek diizey
ALT : Alanin transaminaz

AST : Aspartat transaminaz

FDA : Gida ve Ilag¢ Dairesi

TUBITAK  : Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirmalar Kurumu

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

FAO : Gida ve Tarim Tegkilat1

dNTP : Deoksiriboniikleozid trifosfat

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA : Riboniikleik asit

cDNA : Komplementer DNA

mRNA : Messenger RNA

RT-PZR : Ters Transkriptaz PZR

KAT : Katalaz

SOD : Siiperoksit dismutaz

GSSG : Okside glutatyon

H,0; : Hidrojen peroksit

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (rediikte)
NADP : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (okside)
TBA : Tiyobarbitiirik asit

TBARS : Tiyobarbitiirik asit reaktif tiirleri
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1. GIRIS

Kayis1 (Prunus armeniaca) diinyada en yaygin olarak Anadolu’da (6zellikle
Malatya ve ¢evresinde) yetistirilmektedir. Diinya kuru kayis1 liretiminin yaklagik %851
Tiurkiye’de gergeklesmektedir. Kayismmin en Onemli bileseni karotenoid grubu
maddelerdir. Karotenoid grubu maddeler sari, turuncu ve kirmizi renkteki dogal
pigmentlerdir. Bu maddeler organizmada antioksidan etkiye sahiptirler. Provitamin-A
etkisi gosteren karotenoidlerin en 6nemlisi olan B-karoten ince barsaklarda karoten
oksigenaz enzimi ile retinol, retinal ve retinoik aside doniiserek immiin sistem, gérme
olay1 ve epitel dokunun sentezi ve yenilenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Kayisinin
ayni zamanda fenolik maddeler bakimindan da oldukc¢a zengin oldugu bildirilmistir.
Ozellikle 6nemli derecede antioksidan ozellikte olduklari bilinen flavonoid grubu

fenolik maddeler bakimindan zengindirler (1).

Akrilamid oldukg¢a yiiksek kimyasal aktiviteye sahip a-B-ansature karbonil
bilesigidir. Endiistriyel iiretimden laboratuvar ¢aligmalarina kadar bir¢ok alanda yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Akrilamidin insanlarda ve laboratuvar hayvanlarinda norotoksik etkisi
kanitlanmistir. Yine laboratuvar hayvanlarinda kanser olusumuna neden oldugu tespit
edilmistir.  Insanlardaki kanser olusumuyla heniiz bir baglantis1 kamitlanmasa da
Uluslararast Kanser Arastirmalar1 Kurumu (International Agency for Research into
Cancer-IARC) gidalardaki akrilamidi ‘insanlar i¢in potansiyel kanserojen maddeler’

(grup 2A) arasmna almistir (2).

Gidalarin yiiksek sicaklik derecelerinde pisirilmesi sirasinda olusan akrilamid,

bu gidalarla birlikte viicuda alinmaktadir. Gidalarla alinan akrilamidin insan viicudunda
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ne gibi hasarlar olusturabilecegi konusu tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle, gida
kaynakl1 akrilamid tiim insanlig1 tehdit eden bir problem olarak karsimizda durmaktadir.

Rediikte glutatyon (GSH) viicudun en Onemli non-enzimatik antioksidan
molekiiliidiir. GSH, serbest oksijen radikallerini (SOR) non-enzimatik yolla detoksifiye
ederek dokular1 oksidatif stresin zararl etkilerinden korur. Cok daha 6nemli olan diger
bir islevi de, dokularin en 0nemli enzimatik antioksidanlarindan olan glutatyon S-
transferaz (GST) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi i¢cin siddetle ihtiyag
duyulan bir koenzim olmasidir. Fizyolojik sartlarda tiim dokularda oksidanlarla
antioksidanlar arasinda bir denge s6z konusudur. Bu oksidan/antioksidan dengesi,
viicutta dogal olarak {iretilen SOR’larin etkisizlestirilmesini ve dokularin radikallere
bagli hasarlardan korunmasini saglar.

Gastrointestinal yolla alinan akrilamid, sindirim sistemi boyunca yeterli diizeyde
GSH mevcut 1se, GST tarafindan glutatyonla konjuge edilerek (akrilamid-glutatyon)
etkisizlestirilir ve kolaylikla atilir. Tiim viicutta bulunan rediikte glutatyonun yaklasik
%601 karacigerde bulundugu i¢in karacigerde ¢ok daha yiiksek bir kapasite ile
akrilamid, akrilamid-glutatyon konjugatina ¢evrilerek biiyiik oranda idrarla viicut disma
atilir. Ancak akrilamidin, suda ¢oziintirliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle bir kismi da
biitlin viicut dokularina dagilim gosterir. Viicudun tiim dokulari, GST / GSH
diizeylerine bagli olarak akrilamidi GSH ile konjuge ederek etkisizlestirebilir.
Akrilamid ayrica, karacigerde sitokrom P450 2E1 (CYP 450 2E1) ile okside edilerek
cok daha genotoksik olan glisidamid’e doniistiiriiliir. Glisidamid molekiilii de GST /
GSH sistemiyle glisidamid-glutatyon konjugatma cevrilerek detoksifiye edilir ve idrarla
viicut disina atilir. Ancak, akrilamidin katabolizmasi sirasinda en onemli smnirlayici
faktor, ortamda yeterli diizeyde GSH’1n bulunabilirligidir.

Bu c¢alismada disi Spraque Dawley ratlara igme suyu ile akrilamid verilerek,
akrilamidin karaciger dokusunda meydana getirebilecegi muhtemel hasarlarin
incelenmesi ve bu hasarlarin organik kuru kayisi ile Onlenebilirliginin test edilmesi

amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Akrilamid

Akrilamid (CH=CH-CO-NH) 6zellikle poliakrilamid ve bir¢ok ¢esitli kimyasalin
sentezinde kullanilan vinil tiirevi bir monomerdir (3,4).

Akrilamid, tabiatta dogal olarak bulunmayan, ancak kimyasal olarak sentez
edilerek ticari kullanima sunulan, yiiksek kimyasal aktiviteye sahip bir maddedir.

Akrilamid ve bisakrilamid birimlerinin polimerizasyonu ile yiiksek molekiiler
agirhikli polimerik 6zelligi olan poliakrilamid olugsmaktadir. Bu polimerler, kimyasal
olarak inert (tepkisiz), nontoksik ve genelliklede kararli yapilardir. Poliakrilamid,
matbaacilik ve tekstil sektoriinde kagidin dayanikliligini arttirmak amaciyla, atik sularm
aritilmasi isleminde yogunlastirma basamaklarinda, losyon, deodorant gibi birgok
degisik kozmetik irilinlerin hazirlanmasi sirasinda yagli ve yumusatict bir 6zellik
kazandirmak icin katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica poliakrilamid,
arastrma laboratuvarlarinda elektroforez ve kromatografi gibi molekiiler biyoloji
tekniklerinde, proteinlerin ayirimi ve purifikasyonunda yogun olarak kullanim alani
bulmaktadir (5). Akrilamidin sigara dumani bileseni de oldugu ve son yillarda yapilan

calismalarda gida maddelerinde de yaygin olarak bulundugu saptanmistir (6).



2.1.1. Akrilamidin Ozellikleri ve Metabolizmasi

Akrilamid, oda sicakliginda kati, kokusuz, tatsiz, beyaz renkli kristaller halinde
bulunur. Molekiil agirlig1 71.08 g/mol olan akrilamid suda ve diger polar ¢oziiciilerde
(aseton, metanol, etanol vb) kolaylikla ¢oziinlirken; polar olmayan ¢oziiciilerde
coziinmez (4).

Akrilamid doymamis ¢ift bag iceren bir amiddir. Diger isimleri etilen
karboksamid, propenoik asit amid, akrilik amid ve vinil amiddir (7).

Erime sicakhigi 84.56°C, kaynama sicakhigi (25 mm Hg) 125°C’dir (8). Sekil

1’de akrilamidin molekiil yapis1 verilmistir

NH,

H,C =

Sekil 1: Akrilamidin molekiil yapisi

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

Yapilan calismalar sonucu elde edilen bilgiler, akrilamidin mide ve barsaklar
yoluyla ¢ok hizli ve etkili bicimde emildigini gdstermektedir. Bununla birlikte, tiirler
arasindaki emilim seviyelerinin farkliliklarmin da alt1 6nemle c¢izilmistir. Elde edilen
sonuglar, insanlarda glisidamid olusumunun farelerden 2 ya da 4 kat daha az oldugunu
ortaya koymustur (9).

Yakict veya tahrig edici 6zelligi yoktur. Hem zayif asidik hem de zayif bazik
karaktere sahiptir. Akrilamid iki farkli fonksiyonel gruba sahip monomerik bir yapidir.
Elektronca zayif bir ¢ift bag ile bir amid grubuna sahiptir ve kimyasal reaksiyonlara bu
gruplar araciligiyla katilmaktadir. Akrilamid, sahip oldugu cift bag ile amonyak,
aminler, alkoller gibi niikleofilik maddelerle Michael tipi katilma reaksiyonlar1 verdigi
gibi, serbest radikallerle de cesitli reaksiyonlara girer. Amid grubu ise hidroliz,

dehidrasyon ve aldehitlerle kondenzasyon reaksiyonlar1 verebilmektedir.
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Akrilamidin katabolizmas1 i¢in en etkili yolun GSH ile konjugasyonu oldugu
bildirilmistir. Bunun yan1 sira ikinci yol ise akrilamidin CYP2E1 (Cytochrom P—450
family—2 subfamily Enzym polypeptide—1) enzimi araciligiyla bir epoksit tiirevi olan
glisidamide donlismesidir (2,10). Glisidamid DNA’ya baglanma yetisine sahip
potansiyel bir mutajendir. CYP2E1 reaksiyonu sirasinda reaktif oksijen radikallerinin de

olusumu s6z konusudur. Sekil 2°de akrilamid ve glisidamid i¢in olas1 metabolik yollar

gosterilmistir
P450 @ P-‘-Sﬁl
H O NH
I — s
o N OH CH. .~

T (Y -

lll;; tHo ~ e He” h

0

Glisidamid (GA
N-metiloglisidamid (MGA) ? teidamid (GA)

'.,’ o / k}fﬂ I
< 7 GSH
yo .

? OH M- AcCys=5-7 A

~ MNH
C 2
H -
H,C c

OH (8]

N-AcCys-8-MGA ?

Sekil 2: Akrilamidin sitokrom P450 enzimleri tarafindan glisidamide doniismesi

Glisidamid, akrilamidin zararlarmin degerlendirilmesi agisindan anahtar bir role
sahiptir; ¢iinkii akrilamid, toksik etkilerinin biiyiik bir kismini bu metaboliti araciligiyla

gostermektedir (10,11).

Sekil 3’de glisidamidin molekiil yapis1 gosterilmistir.

Sekil 3: Glisidamidin molekiil yapis1



Mesleki olarak akrilamide maruz kalan insanlarda akrilamid/glisidamid oraninin
10:3 oldugu tahmin edilmektedir (12). Glisidamid sonradan GSH konjugasyonundan
veya epoksit hidrolaz (EH) tarafindan katalize olan epoksit grubunun hidroliz
edilmesiyle metabolize olmaktadir. Hem akrilamid ve glisidamidden olusan GSH
metabolitleri hem de glisidamidden olusan hidroliz tiriinleri, akrilamide maruz birakilan
kemirgen hayvanlarin idrarinda bulunmustur (2). Sekil 4’de Akrilamidin metabolik

yollarinin CYP2E1, GST ve EH enzimleri ile iliskisi verilmistir.

i L
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B : CYP2EL s N
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Alarilanud  Glisidami
Ldm.clmmd FH
GsH + (35H Diludrolsi-
l propronamid
GST GST
3SH metabolitler GSH metaboliflen

Sekil 4: Akrilamidin metabolik yollarmin CYP2E1, GST ve EH enzimleri ile iligkisi

Akrilamid ve akrilamid tiirevlerinin organizmadan atilimi temel olarak idrar yolu
ile olmak {izere safra, feges ve solunum yolu ile gerceklesmektedir (4,6,13,14).
Akrilamidin metabolize olmadan dogrudan atilimi, konjuge olmus iiriinlerine gore ¢ok

daha diisiiktiir.

2.1.2. Akrilamidin Gidalarda Olusumu

Akrilamid, yiiksek karbonhidrat ve diisiik protein icerikli bitkisel kaynakli
tirlinlerin 120°C’nin tstiindeki sicaklilarda pisirme ve benzeri termal uygulamalar
sirasinda yiiksek sicaklia maruz birakilmasi sonucu meydana gelmektedir.

Akrilamid olusumu ti¢ sekilde meydana gelmektedir.

1. Lipidlerin transformasyonu, karbonhidratlar ve aminoasitlerin ayrigsmasi

yoluyla ortaya ¢ikan akrolein ya da akrilik asit reaksiyonu,
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2. Malik asit, laktik asit ve sitrik asit igeren temel bazi organik asitlerin

dehidrasyon-dekarboksilasyonu,

3. Karbonhidratlar ve proteinler arasinda meydana gelen Maillard reaksiyonu

sonucunda olusmaktadir (15).

Bu mekanizmalarm en etkini asparajin ve indirgen sekerler iizerinden yliriiyen
Maillard reaksiyonuna dayanmaktadir. Reaksiyon reaktif bir karbonil grubu ile
aminoasitler arasinda gerceklesmektedir (16-19). Maillard reaksiyonu ayn1 zamanda
enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu olarak tamimlanmaktadir. S6z konusu
reaksiyon kompleks olmasma karsin yine de Onemli aroma ve lezzet bilesiklerini
olusturmasi agisindan arzu edilmektedir (20).

Yapilan c¢alismalar akrilamidin olusumundan sorumlu aminoasidin asparajin
oldugunu ve gidalarin pisirilmesi sirasinda asparajinin indirgen sekerlerle reaksiyonu
sonucunda akrilamid olustugunu gostermektedir (21).

Ik kez 1912 yilinda Louis-Camille Maillard tarafindan ortaya konan ve bu
nedenle kendi adiyla anilan Maillard reaksiyonu, sekerlerin ve aminoasitlerin, renk
pigmentleri olusturmak iizere etkilesmelerini agiklayan bir reaksiyondur. Isiya maruz
birakilmis gidalarin kizarmasma veya kahverengi renk almasina neden olan, bir bagka
deyisle yedigimiz yiyeceklerin giizel gOriinmesini saglayan “kizarma” reaksiyonu
Maillard reaksiyonudur. Sekil 5’de Maillard Reaksiyonu verilmistir.

Ornek ¢aligmalar, akrilamid olusumunda fruktozun glukoz ya da galaktozdan
daha etkili oldugunu gostermistir (22). Asparajin amino asidi disinda glutamin, sistin,
arginin, metiyonin ve aspartik asit gibi amino asitler de eser miktarda akrilamid

olusturmaktadir (23).
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Sekil 5: Maillard reaksiyonu ve akrilamid olusumu
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Sekil 6: Farkli molekiillerden akrilamid sentezi

Seker, yag ve siitiin yiiksek sicaklikta pisirilmesinin gerek biskiivide gerekse
mubhallebi gibi diger iirlinlerle karamelize sekerlerde Maillard reaksiyonu olusmaktadir
ve bu saghgi olumsuz yonde etkilemektedir. Maillard reaksiyonu nedeniyle siitteki
proteinler kullanilmaz hale gelmektedir.  Bu durum, karacigerde toksik etki
yapabilmektedir (24).

Pisirme siiresi ve sicakligi ile akrilamid olusumu arasinda dogrusal bir iliski
olmakla birlikte ayn1 gida tiplerinin farkl: iirlinleri veya ayni {riinlerin farkl tarihlerde
iretilmis olanlar1 arasinda bile akrilamid igerigi bakimindan farkliliklar goriilmektedir.
Benzer bir durum evde pisirme s6z konusu oldugunda da ortaya ¢ikmaktadir. Pigsirme
seklinin de akrilamid olusumunda etkisi vardir. Ornegin bazi ¢alismalarda haslanarak
pisirilen gidalarda akrilamidin olusmadigi gézlenmistir (25).

Gidanin 6zellikle sahip oldugu asparajin ve indirgen sekerler (baslica fruktoz ve
glukoz) yoniinden bilesimi, tiirii, saklama kosullari, donemsel degisiklikler de akrilamid
miktar1 iizerinde farkliliklara yol agmaktadir.

Gidalarda akrilamid varhiginin kanitlanmasindan sonra diinya capinda bir¢ok
resmi kurulus bu maddenin olusumu ve azaltilmasi ilizerine ¢alismalar baglatmustir.
Yayinlanan raporlarda, yiriitiilmekte olan iretim basamaklarinda yapilan
tyilestirmelerle, patates cipslerindeki akrilamid miktarlarinda %3040 oraninda azalma

saglanabilecegi belirtilmektedir (26). Ancak bu iyilestirmelerin patates cipsi iireticileri
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tarafindan hangi yayginlikta uygulandigi belirsizdir. Benzer oneriler ve durumlar kahve
ve kahvaltilik gevrekler i¢in de s6z konusudur.

Gida modelleri kullanilarak yapilan c¢alismalarda akrilamid miktarmin
azaltilabilmesi i¢in bir¢ok secenegin bulundugu belirtilmektedir. En verimli yontem,
oncilil madde olan asparajinin pisirme Oncesinde gidaya asparajinaz enzimi katilarak
secici olarak yok edilmesidir. Bunun yani sira asparajinin azaltilmasina yonelik
alternatif yontemler de vardir. Akrilamid miktarinin azaltilmasi i¢in Onerilen diger
yontemler ise temel gida kompozisyonunun degistirilmesi (Maillard reaksiyonuna
asparajinle yarigsmali olarak giren aminoasitlerin katilmasi gibi) ve pisirme sartlarinin
degistirilmesidir (sicakligin diisiiriilmesi gibi). Ne var ki bu onerilerin biiyiik 6lcekli
iiretimlere uygulanabilirligi heniiz tam olarak degerlendirilmemistir. Bu noktada iiretim
yontemlerinin tiiketici memnuniyeti, Uriinlerin besleyicilik 6zellikleri ve olas1 zararh

maddelerin olusumu {izerine etkilerinin de degerlendirilmesi gerekmektedir.

2.1.3. Akrilamidin Toksik EtKileri

Akrilamid, suda ¢ok yiiksek ¢oziinebilirligi nedeniyle viicutta (siit ve plasenta
dahil) ¢ok genis bir dagilim gostermektedir (27).

Akrilamidin toksik 6zellikleri ve etki mekanizmalarina yonelik bir¢ok arastirma
yapilmistir. Bu ¢alismalardan ¢ikan ortak goriis, akrilamidin akut toksik etkilerinin 100
mg/kg ve listii dozlarda ortaya c¢iktigi ve LDsy degerlerinin genellikle 150 mg/kg’in
iizerinde oldugu belirtilmektedir (26).

Akrilamid kaynakli olas1 toksik etkiler temel olarak birbiriyle iligkili iki yolla
gerceklesmektedir (6,11,28).

1. Dogrudan, akrilamid ve tiirevlerinin olusturdugu etkiler.

2. CYP2E1 aktivasyonu sirasinda olusan reaktif oksijen radikalleri ile olusan
etkiler.

Akrilamidin CYP2E1 aracili detoksifikasyonu, reaktifligi yiiksek ara bilesiklerle
gerceklesmektedir. Eger konjugasyon basamagi (Faz II), aktivasyon basamagini (Faz I)
izlemezse, aktive olmus akrilamid molekiilii kendi c¢evresindeki diger molekiillerle
tepkimeye girebilmekte ve toksik etki gdstermektedir (29,30).

CYP2E1l genine sahip olan ve olmayan iki grup farenin kullanildig1 bir
calismada, akrilamid uygulamasi sonrasi CYP2E1 olmayan farelerde karaciger, testis ve

akcigerlerde glisidamidin DNA eklentileri diizeylerinin ve buna bagl hasarin %67 daha
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az oldugu gozlenmekte ve akrilamidin mutajenik ve karsinojenik etkilerinden temel
olarak glisidamidin sorumlu oldugu bildirilmektedir (31).

Farkli deney hayvanlar1 kullanilarak yapilan caligmalarda akrilamidin toksik
etkilerini gosterdigi baslica bolgenin sinir sistemi oldugu tespit edilmistir. Akrilamide
yeterli dozda siirekli maruz birakilma sonucunda periferik sinirlerde dejenerasyonun
meydana geldigi, daha uzun siireli maruz birakilma durumunda ise beyindeki 6grenme
ve hafiza gibi biligsel fonksiyonlarin yuriitiildigii bolgelerdeki (serebral korteks,
talamus, hipokampus) noronlarda dejenerasyon ve morfolojik degisiklikler goriildiigi
belirtilmistir (32-37). En sik goriilen klinik belirtiler; el ve ayaklarda karmcalanma ve
uyusukluk, bacaklarda zayiflik, postural ve motor inkoordinasyon, konviilsiyonlar ve
titreme gibi norotoksisite belirtileridir. Bu belirtiler geri doniisiimliidiir (38—40).

Akrilamidin norotoksik etkisinin 1ki farkli mekanizma ile gergeklestigi
diistiniilmektedir. Bu mekanizmalardan biri, aksonlar arasinda sinir impulslarinin hizh
ileri dogru iletimi i¢cin gerekli olan néroflamentlerin kinesin-related motor proteinlerinin
akrilamid ile etkilesimidir. Bu motor proteinlerin inhibisyonu ve sinir biiyiime
faktorlerinin transaksonal tagmmmasinin bozulmasi sonucu hiicre gévdesinden distal
aksona molekiiler transport aksar ve bdylece sinir hiicresinin iglevi durur. Diger bir
mekanizma ise, akrilamidin sinir u¢larindaki membran fiizyon prosesi ile etkilesimdir.
Boylece sinaptik vezikiillerin hedef hiicre ile fiizyonu bozularak, nérotransmitter iletimi
azalir ve sonugcta sinir uglarinda dejenerasyon meydana gelir (41).

Yiksek doz akrilamide maruz kalan laboratuvar hayvanlarinda reprodiiktif
(lreme) toksisite de gozlenmistir (5,42). Reprodiiktif toksisite icin NOAEL (No
observed adverse effect level-Deney hayvanlarinda gozlenebilen higbir yan etki
gostermeyen doz) dozu yaklasik 2—-5 mg/kg bw/giin’diir (43). Insanlarda reprodiiktif
toksisite bildirilmemistir. Reprodiiktif toksisite i¢in gerekli doz ndrotoksisite olusturan
dozdan en az 4 kat fazladir ve ayrica bu doz diyetsel maruziyetle alinan akrilamidin
tahmini 2000 katidir (44-46). Diisiik seviyede kronik maruziyetin kiimiilatif etkileri
hakkinda bazi kaygilar olsa da, diyetle alinan akrilamidin reprodiiktif toksisiteye neden
olma ihtimali oldukca diistiktiir.

Reprodiiktif toksisiteden sorumlu baz1 mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Ornegin
disfonksiyonel birlesme, spermin vajina ve uterusda uygun birikimini ve sonrasinda
iireme ve implantasyonun stimulasyonunu saglayan hormonal olaylar1 etkileyebilir.

Buna ek olarak, erektil fonksiyon penisin sinir hasar1 nedeniyle de azalmis olabilir (42).
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Baska bir teoriye gére hem reprodiiktif toksisite hem de norotoksisitenin altinda
yatan mekanizma, kinesin-motor proteinlerinin etkilenmesi araciligiyladir. Bu kinesin-
proteinleri sinir sistemi ve diger dokularda oldugu gibi spermin flagellasinda da
bulunmaktadir. Bu proteinlerin etkilenmesiyle fertilizasyon olay1 ve sperm motilitesi
azalmaktadir (42,43,47,48).

Memeli hiicrelerinde akrilamidin in-vivo ve in-vitro olarak klastojenik
(kromozom kirilmasi) ve genotoksik (mutajenik) etkili oldugu ve akrilamidin
metabolizmasi sonucu olusan glisidamidin, akrilamid genotoksisitesi i¢in en Onemli
basamak oldugu belirtilmektedir. Akrilamid ve glisidamidin hemoglobin, DNA ve diger
proteinler ile katilim reaksiyonu iiriinleri olusturdugu bircok calisma ile gosterilmistir
(2,13,49-53).

Akrilamidin organizmadaki baslica reaksiyonu, sahip oldugu a, 8 doymamis ¢ift
baginin, protein ve aminoasit yapilarindaki amin ve tiol gruplar ile etkileserek meydana
getirdigi Michael tipi katilim reaksiyonudur. Akrilamidin, hemoglobinlerin N-terminal
ucu ile bu reaksiyon araciligiyla etkilestigi (12,54) ve baslica katilim iirtinleri olarak N-
2-karbamoiletil valin ve N-2-karbamoil hidroksietil valini olusturdugu rapor edilmistir
(55).

Yiiksek dozlarda (500 mg/kg ve 250 mg/kg) akrilamid uygulamasmin karaciger,
testis, beyin, bobrek ve akciger dokularda lipid peroksidasyon diizeylerini arttirdigi,
stilfidril grup igerigini ve doku total protein diizeylerini diistirdiigii bildirilmektedir (6).

Yapilan bir baska calismada ise rat hepatositlerinde akrilamid uygulamasinin
doz ve zaman bagimli olarak, hiicrelerde glutatyon diizeylerini diisiirdiigii, AST ve ALT
enzim aktivitelerini arttirdig1 goriilmiistiir. AST aktivitesindeki artisin, ozellikle
mitokondriyal hasarin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir (56).

Akrilamide, endiistriyel iiretim ve tiikketim sirasinda, mesleki olarak maruz kalan
bireyler iizerinde yapilan calismalarda akrilamide mesleki maruziyetin kanser veya
Olim vakalarinda anlamli bir artisga yol agmadigi rapor edilmistir (57-60). Ancak
yapilan baska bir ¢alismada ise mesleki maruziyet sonucunda pankreas kanseri goriilme
sikliginda artis oldugu belirtilmistir (61).

Hollanda, Isveg, Isvicre, italya ve Norveg’te yasayan halklarin, beslenme ile
akrilamide maruz kalmalar1 ve hastalanma risklerinin arastirildigi ¢alismalarda, kanser
goriilme siklhiginda akrilamid alimiyla iliskilendirilebilecek bir artisa rastlanmadigi

rapor edilmistir (45,46,62—65).
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2.1.4. Akrilamidin Gidalarda Bulunusu

Akrilamid, toksik etkilerinin baslangic konsantrasyonlarmin tam olarak
bilinemedigi kimyasallar grubunda degerlendirilmektedir. Akrilamidin de yer aldig1 bu
grup kimyasal maddeler, ¢ok diisiik konsantrasyonlar da dahi bir risk tasirlar ve bunlar
icin tamamen zararsiz denmesi miimkiin degildir. Viicuda alinan akrilamid miktari
arttikca ve maruz kalinan siire uzadik¢a olusan hastalik riskide o oranda artis
gostermektedir.

24 Nisan 2002’de Isve¢ Ulusal Yiyecek Ajansi ve Stockholm Universitesi
120°C’nin tzerindeki sicaklik derecelerinde kizartilmis veya pisirilmis yiyeceklerde
yogun miktarlarda akrilamid olustugunu diinyaya duyurduktan sonra ¢ok sayida kurulus
kendi tilkelerinde gidalarin akrilamid diizeylerini ve smir degerlerini tespit etmek iizere
calisma baslatmiglardir.

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (U.S. FDA) 2002 yilindan beri periyodik olarak
her yil piyasadan O6rnekleme seklinde aldigi gida maddelerinde akrilamid Ol¢timleri
yapmakta ve bu sonuglar1 kendi Web sitesinden kamuoyuna duyurmaktadir (66).

Bilimsel ve Teknik Arastirmalar Kurumu’nun (TUBITAK) Marmara Arastirma
Merkezi laboratuvarinda yapilan gida analizlerinde, Tirkiye’deki akrilamid
taramalarinda evde taze patatesin soyularak kizartilmasina oranla fast-food triinii olarak
dogranip dondurulmus patateste ¢cok daha yiiksek miktarda akrilamid olustugu tespit
edilmistir (67).

TUBITAK Marmara Arastrma Merkezi tarafindan yapilan bu arastirmada
tesadiifi yontemle ev yemekleri, kavrulmus cerezler, ekmek ve firincilik mamulleri,
cipsler, kahve, biskiivi, kraker, c¢ikolata, bebek mamalari, patates kizartmalari,
geleneksel Tiirk tathlari, pekmez, 1zgara, kebap, doner ve kofte gibi geleneksel
gidalardan Ornekler alinmistir. 9 ay siiren caligmanin sonunda bu gida {irtinlerinin
akrilamid diizeyleri tespit edilmistir (67). Bu arastrmanin sonuclar1 Tablo 1° de

verilmistir.
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Tablo 1: Olmez ve ark.’nin gida kaynakli akrilamid analiz sonuglar1 (67)

Gida maddesi Akrilamid (pg/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

Tulumba tatlis1 40-45

Bebe biskiivisi 400-600

Biskiivi 70-130

Kraker 70-200
Kahvaltilik gevrekler 80-350

Ekmek 40-160
Kizarmis ekmek 90-1430

Sade kek 150400
Zencefilli kek 1070-1410

Cesitli firmcilik tirtinleri 230-3200
Kahvaltilik tahillar 30-1400

Patates kizartmasi 330-3700

Kahve (bir bardakta) 25

Akrilamidin cips, kraker, kahvaltilik gevrekler, biskiivi ve bebe biskiivileri ile
patates ve ekmek kizartmalarinda yiiksek miktarlarda olustugu tespit edilmistir.
Tulumba tatlis1 ve beyaz ekmegin kabugunda da kayda deger miktarda akrilamid
bulundugu ortaya konulmustur. Ancak ekmegin i¢ kisminda, 1zgara, doner, tahin
helvasi, cavdar ekmegi, baklava ve pilavda ise akrilamid diizeyleri 6l¢iilebilir degerlerin
altinda bulunmustur. Yiiksek diizeyde akrilamid i¢eren gidalarin insan sagligini tehdit
etmesi nedeniyle yasaklanmasi ya da bu gidalarin ambalajlarina “insan saghigia zararl
akrilamid maddesi icerir” uyar1 yazismmin konulmasi gerektigi yoniinde goris

bildirilmistir.
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2.1.5. Gida Kaynakh Akrilamidden Korunma Yollar

120°C’nin  lizerindeki sicaklik derecelerinde kizartilmis veya pisirilmis
yiyeceklerde yogun miktarlarda akrilamid olustugu tam olarak ispat edilerek ortaya
konulmustur (68). Ancak, 120°C’nin altindaki sicakliklarda haslanarak hazirlanmig
gidalarda ise akrilamid olusmadigi tespit edilmistir (25). Bu nedenlerden dolay1 gidalar
hazirlanirken uzun siire ¢ok yiiksek sicakliklara maruz birakilmamali ve asir1 derecede
kizartilmamalidir. Ancak bilhassa et ve et {iriinleri, gida zehirlenmelerine sebep olan
bakterileri 6ldiirmeye yetecek sartlarda pisirilmelidir. Akrilamid konusunda yapilan
calismalarm sonuglarma dayanarak Diinya Saglk Orgiiti (WHO) ve Diinya Tarim
Orgiitii (FAO), insanlar1 akrilamid toksisitesinden korumak icin yiiksek sicaklik
derecelerinde kizartilmis ve yaglh gidalarin (akrilamid igerigi yiiksek) miimkiin
oldugunca tiiketilmemesini, beslenmede sebze ve meyve agirliginin artirilmasi
gerektigini tavsiye etmektedirler (69).

Avrupa Saglhk Komisyonu (European Commission Health and Consumer
Protection Directorate-General) akrilamid konusunda yapilan arastirmalarin sonuglarini
da g6z Oniline alarak, gidalarin akrilamid icerigini azaltmak amaciyla iiretici ve
tiikketicilere bazi tavsiyelerde bulunmustur (70).

Yiiksek sicakliklarda kizartilarak tiiketilen patates, gidalar icersinde en yiiksek
akrilamid igeren {riin olarak bilinmektedir. Patates kizartmalarinda akrilamid
olusumunu artiran en Onemli faktor patatesin seker icerigidir. Bu nedenle patates
tiriinlerinin hazirlanmasinda;

1- Seker icerigi diisiik yeni patates tiirlerinin gelistirilmesi,

2- Kizartma isleminden Once patateslerin beyazlatilmasi, pH seviyesinin
diistiriilmesi ve nem oraninin yiikseltilmesi,

3- Evde yapilan patates kizartmalarinda, patateslerin kahverengi yerine altin
saris1 renk alana kadar bekletilmesi ve bu amagcla sicakligin 175°C’nin altinda tutulmasi
tavsiye edilmistir.

Tahil triinleri asparajin amino asidi bakimindan ¢ok zengin olan gidalardir.
Tahil iirtinlerinde akrilamid olusumunu etkileyen en 6nemli faktor asparajin diizeyidir.
Bu nedenle tahil tiriinleri pisirilirken 120°C’nin altindaki sicaklik derecelerinin tercih

edilmesi ve asparajin diizeyleri diisiik tahil tiirlerinin se¢ilmesi onerilmistir.
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2.2. Kayis1 (Prunus armeniaca L.)

Rosaceae (giilgiller) familyasinin Armeniaca cinsine ait olan kayisinin botanik
ad1 Armeniaca vulgaris Lam. (Prunus armeniaca L.)'dir. Kayist zerdalinin (yabani
kayisi) as1 ile ¢ogaltilan bir kiiltiir tipidir (71).

Birgok arastiriciya gore kayisinin anavatant Cin ve Orta Asya olup biiylik
Iskender'in Asya Seferleri sirasinda (M.O. 330-323) Iran ve Transkafkaslar yolu ile
Anadolu'ya getirilmistir (72).

Kayis1 (Prunus armeniaca) diinyada en yaygin Anadolu’da (6zellikle Malatya ve
cevresinde) yetistirilmektedir. Diinya kuru kayis1 liretiminin yaklasik %85°1 Tiirkiye’de
gerceklesmektedir. Kayismin en oOnemli bileseni karotenoid grubu maddelerdir.
Karotenoid grubu maddeler sari, turuncu ve kirmizi renkteki dogal pigmentlerdir. Bu
maddeler organizmada antioksidan etkiye sahiptirler. Provitamin-A etkisi gosteren
karotenoidlerin en 6nemlisi olan B-karoten ince barsaklarda karoten oksigenaz enzimi
ile retinol, retinal ve retinoik aside doniiserek immiin sistem, gorme olay1 ve epitelyum
dokunun sentezi ve yenilenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (1).

Kayis1 sert c¢ekirdekli, sari-turuncu renkli bir meyvedir. Ham durumda biraz
asidiktir, olgunlastik¢a asiditesi azalir, seker icerigi artar ve A vitamini orani 2 katina
cikar. Kayisinin saglik agisindan oldukga fazla yararlari vardir. Taze meyvesi kolay
sindirilebilir dogal sekerler, vitamin A ve C, riboflavin (B2) ve niasinden (B3)
zengindir. Ayrica kalsiyum, fosfor, demir gibi minerallerin miikemmel bir kaynagidir,
az miktarda sodyum, kiikiirt, manganez, kobalt ve brom da igermektedir.

Kayis1 siklikla kurutularak, receli yapilarak tiiketilir. Kayist kurutuldugunda
kalorisi oldukg¢a artar, ayrica icerdigi kalsiyum, fosfor ve demir miktar1 da onemli
Olciide artmaktadir. Meyvede bulunan beta-karoten ve likopen LDL-kolesterolii
oksidasyondan koruyarak, kalp hastaliklarin1 6nlemektedir.

Kayist cekirdegi diger tohumlar gibi protein ve yag bakimindan zengindir.
Ayrica Laetril (amigdalin) olarak bilinen vitamin B17 igerigi son derece yliksektir.
Kayist ¢ekirdeginin giinliik tiiketiminin kanseri Onlemede etkili oldugu iddia
edilmektedir. Laetril tedavisi (yiiksek doz vitamin B17) alan kanser hastalarinda timor
boyutunun kiiciildiigii bildirilmistir (73).

Kayismin meyvesi, ¢ekirdegi, yag1 ve cicekleri antik ¢aglardan beri tibbi tedavi
ve ilag olarak kullanilmistir. Kayis1 ¢ekirdegi yagi sakinlestirici, kas gevsetici ve anti-

spazmotik olarak kullanilmistir.
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Anemi: Meyve yliksek demir igerigi nedeniyle anemi hastalar1 i¢in 1yi bir
besindir. I¢inde bulunan cok az miktardaki bakir, demiri viicut tarafindan kullanilabilir
hale getirmektedir. Kayisinin diizenli tiiketimi hemoglobin iiretimini artrmaktadir.
Dolayisiyla asir1 menstruasyon kanamasi olan kadinlar i¢in ideal bir yiyecektir.

Konstipasyon: Seliiloz ve pektin igerigi hafif laksatif etkisi nedeniyle kabizlik
tedavisinde etkilidir. Cozlinmeyen seliiloz barsak hareketlerine yardimci bir posa olarak
rol oynar. Pektin suyu absorbe ederek tutar, boylece digki hacmi arttirir ve ince barsak
hareketlerine yardimci olur.

Sindirim: Kayisinin yemekten once alinmasi alkali bir reaksiyona neden olarak
sindirime yardimc1 olmaktadir.

Gozler/gorme: Yiiksek vitamin A igerigi (6zellikle kurutulmus meyvede) gorme
yeteneginin gelismesinde oldukca faydalidir. A vitamini eksikliginde gece korliigi ve
gormede bozulmaya neden olmaktadir.

Cilt problemleri: Taze meyve suyunun uyuz, ekzema, gilines yamgi ve cilt
kagintilarinda serinletici ve rahatlatici etkileri olmaktadir (74).

Diinya yas kayis1 iiretiminin %14,4 i Tirkiye’den, Tirkiye kayis1 iiretiminin
yaklasik %80’si Malatya’dan saglanmaktadir. Malatya gerek agag sayis1 gerekse yas ve
kuru kayist tiretimiyle sadece Tiirkiye’nin degil Diinya’nin en 6nemli kayis1 iiretim
merkezidir. Malatya’da Tretilen yas kayisinin yaklasik %90°1 kurutularak ihrag
edilmektedir. Kuru kayis1 ihracatinda Tirkiye %75’lik paya sahiptir (75).

Kayisi, iilkemizin diinya yas ve kuru iiretimde birinci sirada yer aldigi bir
iiriindiir. Uretilen kuru kayisinin yaklasik %80-85'lik kismu ihrac edilirken, %10-15'lik
kismi i¢ piyasada tliketilmektedir (76).

Meyve ve sebzeler, vitaminler, mineraller ve fenolik bilesikler gibi
fitokimyasallarin zengin bir kaynagidir. Fenolik bilesikler antioksidan ozellikleri ile
vitamin C, E ve beta-karotenden daha Oonemlidir. Fenoliklerin antioksidan oOzellikleri
redoks oOzellikleri nedeniyledir. Boylece rediikleyici ajan, hidrojen verici ve metal
baglayici olarak davranirlar (77).

Kayist tiirleri farkh diizeylerde fenolik bilesik icermektedirler. Ozellikle dnemli
derecede antioksidan Ozellikte olduklar1 bilinen flavonoid grubu fenolik maddeler
bakimindan zengindir (78).

Kayis1 meyvesinde kafteik (caffeic), -kumarik (B-coumaric) ve ferulik asit gibi
hidroksisinnamik (hydroxycinnamic) asitler ve bunlarin esterleri en g¢ok bulunan

bilesiklerdir (79).
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Kayisidaki dominant ester klorojenik (chlorogenic) (5’-caffeoylquinic acid)
asittir (80).

Igerdigi fenolik maddeler, kayismmn tiiriine, olgunlasma durumuna ve yetistigi
cografi bolgeye gore degisiklik gostermektedir (81).

Ayrica giines 15181, toprak ve mevsim degisiklikleri de kayisidaki fenolik
bilesiklerin miktarinda etkili olmaktadir (82—84).

Kayis1 B-karotence zengin olmasinin yaninda diger besin 6gelerince de zengin

ve besleyici bir iirlindiir. Tablo 2°de kayis1 meyvesinin besin i¢erigi verilmistir (85).

Tablo 2: Kuru kayis1t meyvesinin besin igerigi (85)

icerik Miktar

Su %25

Protein %S5

Yag %0.5
Karbonhidrat %66.5

Enerji 294 kal/100g
A vitamini 109 IU

B1 vitamini

0.01 mg/100g

B2 vitamini

0.16 mg/100g

C vitamini 12 mg/100g
Kalsiyum 22 mg/100g
Demir 3.88 mg/100g
Sodyum 1.25 mg/100g
Potasyum 1269 mg/100g
Fosfor 108 mg/100g
Magnezyum 47.8 mg/100g
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2.3. Tez Cahismasina Dahil Edilen Parametreler Hakkinda Genel Bilgi

2.3.1. PZR ve Ger¢ek Zamanh PZR

2.3.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) Olusum Mekanizmasi

PZR, c¢ift sarmal bir DNA molekiiinde bulunan hedef dizilere in vitro
kosullarda iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasmma dayanan
tepkimelere verilen isimdir. Kalpp DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde
denatiire edildikten sonra, oligoniikleotid primerler tek iplikli DNA molekiilleri
iizerinde kendilerine tamamlayic1 olan bolgelerle baglanirlar. Oligoniikleotid
primerlerin spesifik olarak hedef dizilerine baglanmasi diisiik sicaklik derecelerinde
gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit deoksiriboniikleozid
trifosfat (AINTP) varlinda primerin 3’hidroksil ucundan uzamasmi saglar. Boylece kalip
DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiiliiniin sentezi ger¢eklesmis olur. PZR
dongiisli denaturasyon, primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (elongasyon) olmak
iizere ii¢ basamaktan olusur. Ardi ardina tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin
baglanmas1 ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA pargalar1 eksponansiyel olarak
artar. Bu artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen iirliniin, ardisik dongiide diger
primerler i¢in kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PZR dongiisii DNA molekiilii
iizerinde istenilen bdlgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir. Boylece baslangigtaki az
miktarda kalip DNA’dan yeterli miktarda DNA elde edilmesi saglanir. Ornegin 30
déngii boyunca amplifiye edilen tek bir DNA molekiiliinden, teorik olarak 2°° adet yeni
molekiil elde edilecektir (86—88).

2.3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel Bilesenleri

PZR’nin temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiili, DNA
Polimeraz enzimi, primerler, ANTP karisimi, tampon ve MgCI’diir.

a) Kalip DNA: PZR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, ¢esitli
genler ve hatta herhangi bir DNA parcas: kalip olarak kullanilabilir. PZR’da kalip
olarak tek ya da ¢ift iplikli DNA’nm yan1 sira RNA’da kullanilabilir. Kalip olarak RNA
kullanilacaksa total RNA’dan 6nce klasik yolla cDNA elde edilir. Genomik DNA ve
cDNA orneginin elde edildigi RNA saf olarak izole edilmeli, proteinden ve alkolden
cok 1yi bir sekilde armdirilmig olmalidir (86,87).
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b) Polimerazlar: DNA polimeraz enzimleri, orijinal kalip DNA zincirindeki baz
bilgisini kullanarak dort ¢esit deoksiriboniikleozid trifosfattan tamamlayicisi olan DNA
zincirinin sentezini kataliz ederler. DNA polimeraz enzimleri, sentezi baglatmak igin
kalip molekiiliindeki tamamlayic1 diziye baglanan kisa DNA pargalarma (primerler)
ihtiya¢ duyarlar. Sentezin yonii 5’ ugtan 3’ uca dogru olup, primerin serbest 3’ hidroksil
ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalariyla fosfodiester baglarmnin
katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir (86).

Termostabil DNA polimerazlardan PZR‘da en yaygm kullanilan1 Thermus
aquaticus’dan elde edilen Taq DNA polimeraz’dir. Taqg DNA polimerazin
polimerizasyon orani (niikleotid/saniye) enzim i¢in en uygun sicaklik olan 70-80°C
(optimum 72°C) de 35-100 diir. Enzimin reaksiyondaki konsantrasyonu da énemlidir.
100 pL’lik bir reaksiyonunda polimeraz enzim konsantrasyonu 1-5 {inite arasinda
olmalidir. Bu miktarlar hedef ve kaliba gore degisim gosterir (86).

¢) Primerler: Genellikle kimyasal olarak sentezlenen, 15-20 bazlik DNA
oligoniikleotid dizileridir. Tamamlayict DNA ipliklerinden karsit yonlerde DNA
sentezini baslatabilmek i¢in iki adet primer kullanilir. Primer tasarimi yapilirken hedef
DNA dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu bdolgelere
tamamlayici olan primerler tasarlanir (86).

d) ANTP kansimi: Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP,
dCTP) yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim halinde ticari olarak saglanir. Taq
DNA polimeraz diisiik ANTP konsantrasyonlarinda (10-100 puM) kaliba uygun dogru
bazlar secmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PZR 100 uM dNTP
konsantrasyonu ile gerceklestirilir. Ayrica dort dNTP’nin esit konsantrasyonda
kullanilmas1 6nemlidir (86).

e) Tamponlar ve MgCI: PZR’da kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok
kullanilan1 Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan 10-50 mM derisiminde 20°C’de pH
8.3-8.8 arasinda olan tris-HCI tamponudur. Ancak hedef dizi ve amaca uygun olarak
farkli tamponlarda kullanilabilir. Tampon igeriginde bulunan KCI’tin 50 mM’a kadar
olan konsantrasyonlar1 primer yapismasini arttirr. Ancak 50 mM {iizerindeki KCI
konsantrasyonlarmin Taq polimeraz enzimini engelledigi unutulmamalidir. MgClI, ‘iin
reaksiyon karsisindaki final konsantrasyonu degisebilmekle birlikte genellikle 0.5-5.0

mM’lik degerler arasinda calisilir.
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2.3.1.3. PZR’nin isleyisi

Gilinlimiizde PZR’1n verimi ve kullaniminda 6nemli gelismelerin yasanmasinin
nedeni, termostabil DNA polimerazlarin ve farkli sicaklik derecelerini istenilen siireler
icin otomatik olarak ayarlayabilen PZR cihazlarmmn (thermal cycler) kullanima
sunulmasidir. Verimli bir PZR i¢in; denaturasyon, primerlerin baglanmasi, primerlerin
uzamasi, dongii sayis1 ve PZR cihazinin sicaklik inis ve ¢ikis siireleri dnemlidir (Sekil
7) (86).

a) Denaturasyon: Baglangic denaturasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks
kaliplarin denatiire olmasii saglamak iizere yliksek sicakliklar (95-100°C) kullanir.
Ancak PZR sirasinda genellikle en etkin denaturasyon sicaklifinin 92-95°C oldugu
saptanmistir. G+C den zengin hedefler i¢cin daha yiiksek sicakliklar gereklidir.
Denaturasyonun tam olarak gerceklesmesi onemlidir. Tamamlanmamis denaturasyon
DNA zincirlerinde kopmalara neden olarak iirlin verimini azaltir. Ayrica Taq DNA
polimerazin yar1 dmriide dikkate alinmalidir. Taqg DNA polimeraz enzimi 92.5°C’de 2
saatten fazla, 95°C’de 40 dakika ve 97°C’de i1se 5 dakika yar1 6mre sahip oldugu goz
ontinde bulundurulmalidir (86,87).

b) Primer Yapismasi (Annealing): Primer yapismasi i¢cin gerekli zamanm
uzunlugu ve sicaklik degeri; primerlerin uzunluguna, baz igerigine ve konsantrasyonuna
bagli olarak degisir. Denaturasyonu takiben primerin baglanmasi asamasmdaki
Tm/baglanma sicakligl oranmin saptanmasi, PZR reaksiyonunun ger¢eklesebilmesi
acisindan biiyiik bir dneme sahiptir. 55—72 °C aras1 yapisma sicakliklar1 en iyi sonuglar1
verir (86,87).

¢) Primer Uzamasi (Extension): Uzama zamani hedef dizinin uzunluguna,
konsantrasyonuna ve sicakliga baghdir. Primerlerin uzamasi asamasinda genellikle
Tag/Amplitaq DNA polimerazlarin polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun sicaklik
derecesi olan 72 °C kullanir. Uzama asamas: i¢in ¢ogu zaman 2 dakika yeterli olmakla
birlikte, eger uzun amplikonlar ¢ogaltiliyorsa siire arttirilir. PZR iiriinii olan tiim
molekiillerde reaksiyonun tamamlanmasini garanti altina almak i¢in son dongiiniin
uzama siiresi ¢ogunlukla uzun (10-15 dakika) tutulur. En uygun dongii sayis1 hedef
DNA baslangi¢c konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gostermekle beraber, ideal
dongii sayis1 genellikle 25-35 arasindadir (86—89).
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Sekil 7: Polimeraz Zincir Reaksiyonunun isleyisi (2 dongi gosterilmis) (86)

2.3.1.4. PZR Uygulama Alanlan

Goreceli olarak yeni bir teknik olmasina ragmen PZR amplifikasyonu genetik
bozukluklarin tanisinda, klinik o6rneklerdeki patojenik organizmalarin niikleik asit
dizilerinin belirlenmesinde, adli 6rneklerin ya da tek bir spermin genetik olarak
tanimlanmasinda  ve  etkinlesmis onkogen mutasyonlarinin  ve tek  gen

polimorfizmlerinin analizinde yogun uygulama alani bulmustur (86,87).

2.3.1.5. PZR’a Dayah Yontemlerden Bazilar

Ger¢ek Zamanh PZR

Ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time PCR) kisaca PZR
amplifikasyonunu goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve
boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1r bir

cogaltma yOntemidir. “Saymmsal Ger¢cek Zamanli—Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-
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PZR)”, “Izlenebilir Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT)”, “Floresan Sayimsal RT-
PZR”, “kinetik PZR”, “homojen PZR”, “kantitatif Real-time PZR” gibi farkl adlarla da
isimlendirilmektedir (90).

Biyolojik orneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere
doniistirme ve DNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme PZR’m en ¢ok
kullanilan alanlarmi olusturmaktadir. Bu amagclarla kullaniominin yani sira tek nokta
mutasyonlarmi belirleme, patojen belirleme, viral ylik tayini, DNA hasar1 belirleme,
metilasyon tespiti, kromozom bozukluklarmin tespiti gibi ¢alismalarda da kullanim
alanlar1 mevcuttur. Dogum Oncesi tanmida X’e bagli genetik gecisli hastaliklarda fetal
cinsiyet tayini, Rh izoimmiinizasyonunda fetal kan grubu tayini icin RT-PZR %100 tani
koydurucu 6zelligi nedeniyle giintimiizde klinik uygulamaya ge¢mistir (91).

RT-PZR, PZR amplifikasyonunu goriiniir hale getirir, monitorize eder. PZR
sonuclarma ulasmak i¢in harcanan zaman azaltmaktadir. Sistemin 6zellikleri tek bir
reaksiyondan elde edilen bilginin miktarin1 en st seviyeye c¢ikarabilmek {izere
gelistirilmistir. Bu sekilde sistemi kantitatif PZR i¢in giiglii bir cihaz haline
dontistiirmektedir. Sistem gen ekspresyonunun miktarmi belirleme ve tek niikleotid
polimorfizminin saptanmasi1 olanaklarim1 saglamaktadir. Ayrica polimeraz zincir
reaksiyonunun kisa siirede tanimlamak i¢in yeni bir hizli sicaklik dongiisii
kullanmaktadir. PZR iirlinlerini yeni erime egrisi analiz programlar1 kullanarak yeni
sinirlart arastirmamiza yardimei olarak daha 6dnceden ulasilabilenin aksine daha zengin
bir bilgiye sahip olmaya olanak saglamaktadir. Real time-PZR, iistiin kopyalama
yetenegi ve hassasiyet performansi saglamaktadir. PZR uygulamalarinda optimum
performansa ulasabilmek icin gelistirilmistir. Fluoresan isaretli problar veya interkalator
boyalar kullanilir. Olusan DNA ile dogru orantili floresan 1s1ma meydana gelir. Hizli (1
saat) sonug verir. Giinliilk numune ¢alisma sayis1 yiiksektir (~200 numune/giin). Diigiik
kontaminasyon riski vardir. Sensitivitesi yliksektir (< 5 kopya). Tekrarlanabilirligi
oldukga iyidir (CV<%2.0). PZR ile miktar tayini yapilabilir. PZR sonrasi elektroforez
gibi ilave tekniklere ihtiya¢ yoktur. Konvansiyonel dl¢iimlerden 1000 kat daha az RNA
ile galisabilir. Iki kat artmis degisimi belirleyebilme hassasiyetindedir. Bu itibarla,
kantitatif real time-PZR analizi ile minimal rezidiiel hastaliklarla baglantili 6zgiin gen

diizeylerinin saptanmasi kliniklere biiytiik katki saglayacak potansiyeldedir (92).
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Ters Transkriptaz PZR (RT-PCR: Reverse Transcriptase PCR)

PZR baslangic inkiibasyonunda retroviral bir transkriptaz ile birlestirilirse,
DNA, tek sarmalli RNA’dan koken alarak da amplifiye edilebilir. Bu sekilde kombine
reaksiyon RT-PZR olarak adlandirilir.

mRNA ve viral RNA gibi RNA hedef dizilerinin amplifikasyonu amaciyla
kullanilir. Bu PZR c¢esidinde bir reverse transkriptaz enzimi ve DNA primeri kullanilir.
DNA primeri genellikle dT oligoniikleotidi igerir ( sadece hekzamer yapida timidin
niikleotidi) veya bir spesifik primerdir. Once reverse transkriptaz veya bir primer
yardimi ile RNA’dan cDNA f{retilir. Meydana gelen mRNA/cDNA heterodupleksi
polimeraz zincirinin RNAaz aktivitesi ile parcalanr. DNA tek iplik¢ik haline doner.
Baglanma sicakliginda, cDNA daki hedef diziye baglanan primer, Taq DNA Polimeraz
icin hedef haline gelir ve uzamay1 baslatir. Boylece 30 siklus sonunda milyonlarca
mRNA iiretilir.

Reverse transcription ve PZR amplifikasyonu bir veya iki asamada
uygulanabilir. Ayr1 ayr1 iki asama halinde uygulanan RT-PZR daha hassas, tek asamali
ise daha az kontaminasyon riski taswr (clinkii tiip transkripsiyondan sonra
acilmamaktadir). Hangi yontemin kullanilacaginin belirlenmesi bizim hassasiyet mi
yoksa kontaminasyondan ka¢inmak mi istedigimize baghdir. RT-PZR icin birkag ¢esit
reverse transcriptase enzimi vardir. Bir veya iki asamali reaksiyon secimi ve daha
sonraki aplikasyonlara gore enzim karekteristigi se¢ilir. Bu secimde RNase aktivitesinin
olup olmamasi, iyon gerekliligi, dUTP ekleyebilme yetenegi ve optimum c¢alisma 1s1s1

gibi etmenler de 6nemlidir.

2.3.2. Glutatyon (GSH) Metabolizmasi

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirevleri (ROS); niikleik asitler, serbest
aminoasitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu
makromolekiilleri gibi canli organizmalarin yapisinda bulunan hemen hemen biitiin
smiflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek reversibl veya irreversibl hasar
olusturabilmektedir (93). Bunlarin iltihap, iskemi ve reperflizyon, kanser ve yaslanma
gibi temel hastalik proseslerinde ¢ok biiyiik 6neme sahip olduklar1 bu konulardaki
calismalar ilerledik¢e daha iyi anlagilmaktadir (94-96). Canli organizmalar, oldukca

reaktif olan ve hemen hemen tiim biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek hasar
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meydana getirme potansiyeline sahip olan bu yapilar1 etkisiz hale getirmek {izere
savunma mekanizmalarina ihtiya¢ duyar. Insan organizmasmi serbest radikal hasarindan
koruyan enzimatik ve nonenzimatik mekanizmalar mevcuttur. Canli hiicreleri serbest
radikallerin hasarmdan koruyan baslica enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon S-tarnsferaz (GST)’dir . Non-
enzimatik mekanizmalar arasinda ise baslica; E vitamini, C vitamini, glutatyon (GSH),
melatonin ve tirik asit bulunmaktadir.

GSH (y-glutamil sisteinil glisin) tiim aerobik hiicrelerde milimolar
konsantrasyonlarda (0.5-10 mM) bulunan, ve hiicrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan
ajanlara kars1 koruyan atipik bir tripeptitdir (Sekil 8). Atipik denmesinin sebebi
glutamilin gama pozisyonundan sisteine baglanmasidir (97). Genelde GSH olarak
kisaltilir. Tabiatta yaygin bir sekilde bulunan bu siilflirli bilesik 1921 yilinda Hopkins
tarafindan kesfedilmis ve 1935 yilinda &-L-glutamil-L-sisteinil-glisin halinde

sentezlenmistir (98).

HO

Iz

NH, o)

Sekil 8: Glutatyonun molekiiler yapis1 (97)

-SH sisteinin siilfidril (tiyol) grubudur ve molekiiliin reaksiyona giren en aktif
kismidir. Glutatyonun birbirine doniisen rediikte bir tiyol formu (GSH) ile okside formu
(GSSG) bulunmaktadir. Cogu hiicrede GSH’nin GSSG’ye oraninin 500/1’den biiyiik
olmasindan dolayr GSH, glutatyonun en yogun bulunan formu olarak kabul
edilmektedir (99). Izomerizasyon reaksiyonlarinmn kofaktdrii, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, hiicre proliferasyonu gibi 6nemli fonksiyonlar1 bulunan, sisteinin
depo ve transport sekli olan indirgenmis glutatyon (GSH), icerdigi tiyol grubu araciligi
ile hiicre i¢inde redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasara
kars1 korumaktadir.

Total GSH’1n ¢ogu sitozolde (% 85-90) bulunurken geri kalani ise (% 10-15)

mitokondri ve diger organellerde bulunur (100).
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Glutatyon;

Proteinlerin siilfidril gruplarini indirgenmis formda tutar.

Protein distilfit rediiktaz enzimi, glutatyon ve proteinler arasindaki siilfidril
distilfit degisimlerini katalizler.

Hiicre membranindan aminoasit transportunu saglar.

Bazi1 enzimatik reaksiyonlar i¢in kofaktordiir.

Glutatyonun siilfidril grubu, oksijen transportu sirasinda olusan peroksitlerin

indirgenmesinde kullanilir.

Glutatyon, glutatyon peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonda toksik

potansiyeli olan hidrojen peroksidin (H,O;) suya yikilmasini saglar. Bu sirada rediikte

glutatyon (GSH), okside glutatyona (GSSG) doniisiir. Okside glutatyon daha sonra

glutatyon rediiktaz (GR) ile GSH’a doniistiirtiliir.

2GSH + H,0, —%1* 5 GSSG +2H,0

GSSG + NADP + H" —SHRd_s9GSH + NADP*

GSH enzimlerin ¢cok 6nemli gruplar1 olan -SH gruplarinin rediiklenmis durumda

kalmalarina yardim eden 6nemli bir hiicre i¢i rediiktordiir. GSH rediikleyici bir ajan

olarak etkili oldugundan -SH grubu okside olur ve glutatyonun diger bir molekiilii ile

asagidaki formiilde goriildiigii gibi bir disiilfit kdpriisti olusturur.

GSH + GSH—2"* 5 GSSG

GSSG okside glutatyondur ve gerektiginde NADPH’1 kullanan bir reaksiyon ile

glutatyon rediiktaz tarafindan asagidaki formiilde goriildiigii gibi GSH’a rediiklenebilir.

GSSG+NADP+H" —SHRd_ o 2GSH+ NADP
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2.3.2.1. Glutatyonun Biyosentezi

GSH sentezi, L-glutamat ve L-sisteinin gama-glutamilsistein sentetaz enzimi ile
katalizlenmesi baglar. Olusan gama-glutamilsistein ve L-glisin tiriini GSH sentetaz
enziminin katalizorliigiinde GSH’ya doniistiiriilir. Bu reaksiyonlar esnasinda iki ATP
harcanir. Ik reaksiyon geri bildirim ile inhibe edilebildiginden hizi belirleyen

basamaktir (Sekil 9).

L-sistein + L-Glutamat
ATP

Gert Bildirim Inhibisyon ::> gama-Glutamilsistein sentetaz
ADP

gama-Glutamatsistein + L-glisin

ATP
(35H sentetaz

ADP

GSH
gama=Glutamil transpeptidaz
Sefemilglsm + Glutamat

Dipeptidaz

Glisin + Sistein

Sekil 9: Glutatyonun biyosentezi ve katabolizmasi

2.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz, bircok dokuda bulunan, dogal bir antioksidandir. Dort
protein alt {initesinden olusan GSH-Px, tetramerik bir enzimdir ve her {nite aktif
bolgesinde bir atom Se elementi icerir. Molekiil agirhigi yaklasik 85 000 Daltondur.

Sitozol ve mitokondride bulunan bir enzimdir. Se elementi selenosistein seklinde olup

27



normal sisteindeki siilfiir yerinde Se bulunur (R-SH yerine R-SeH). Bu enzim,
karacigerde yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta ve kas da diisiik aktivitede bulunur.
GSH-Px  hidroperoksitlerin  indirgenmesinden  sorumludur.  Hidroperoksitlerin
rediiksiyonu i¢in ileri siiriilen katalitik mekanizma selenolat aktif bolgesinin selenenik
asite oksidasyonunu kapsamaktadir ve bir molekiil GSH’n ilavesi ile selenenik asit,
GSH selenenilsiilfit bilesigine doniisiir. Tkinci bir GSH molekiiliiniin ilavesi ile aktif
selenolat ve glutatyon disiilfit (GSSG) olugsmaktadir. GSH-Px fizyolojik sartlar altinda
yiiksek derecede antioksidan 6zelliklere sahipken diger enzimler sadece oksidatif stres
durumlarinda 6nemli yer tutmaktadir. Lipid peroksitlerini toksik olmayan alkole ¢evirir
(101-103).

GSH-Px’in  fagositik  hiicrelerde  6nemli  fonksiyonu vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte, mitokondriyal solunum sirasmnda olusan radikallerin
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. Eritrositlerde de
GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma
gerek eritrosit gerekse makrofajlarda hidrojen peroksidin artmasiyla siddetli hiicre
hasarma yol acar (104,105).

Bu enzimin substrat1 kiigiilk molekiil agirlikli bir tiyol bilesigi olan GSH’dr.
GSH-Px, asir1 H,O, mevcudiyetinde GSH’in GSSG’ye oksidasyonunu katalize eder ve
bu arada H,0O, de suya doniistiiriilerek detoksifiye edilmis olur. Olusan GSSG de
Glutatyon Rediiktaz ile tekrar rediikte forma doniistiiriiliir. Bu reaksiyonda son elektron

vericisi NADPH dur (106,107).

H,0, +2GSH—" 3, GSSG +2H,0
GSSG + NADP+ H" —81Rd_s2GSH + NADP*
2.3.4. GST Enzimleri ve Genleri

Glutatyon S-transferaz (GST) (EC.2.5.1.18) enzimleri ¢ok fonksiyonlu alt
birimlerden olusmus (dimerik) ve biiyiik Olclide sitozolik bir enzim ailesidir. Bu
enzimlerin hem detoksifikasyon yapict hem de hiicre i¢ci molekiilleri baglayict ve
tastyic1 gorevleri vardir. GST gen ailesi, pek ¢ok karsinojenik elektrofili detoksifiye

etme kapasitesine sahip dimerik yapidaki enzimleri kodlamaktadir. Glutatyon S-
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transferaz alt birimlerinin degisik ksenobiyotikler (fenobarbital, transtilbenoksit, 3-
metilkolantiren) ile uyarilabildigi, insan glutatyon S-transferazlarinin en az 4 otozomal
gen lokusu tarafindan kodlandigi, farkli gen siniflarmimn farkli kromozomlar {izerinde
yerlestigi ve bircok organizmanin c¢ok sayida glutatyon S-transferaz izoenzimini
kodlayabilecek genetik kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir. Biiyiik 6lclide sitozolik
olan ve degisik ksenobiyotikler tarafindan uyarilabilen, hiicre ve doku hasari siirecinde
plazmada metabolizmas1 artabilecegi diisiiniilen glutatyon S-transferaz aktivitesi ve
izoenzimleri lizerinde bir¢ok ¢alisma yapilmistir (108-110).

Katalitik olarak; yabanci maddeleri glutatyon (GSH)’daki sisteine ait siilthidril
(-SH) grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik 6zelliklerini nétralize ederler ve {iriiniin
suda daha fazla ¢Oziiniir hale gelmesine neden olurlar. Olusan bu GSH konjugatlar1
boylece organizmadan atilabilir veya daha ileri diizeyde metabolize olurlar.
Ksenobiyotiklerin klasik atilim iirlinleri olan merkaptiirik asitler organizmadan safra ile
atilirlar.

Bu yol GST’lerin kanserojen, mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre ici
detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gostermektedir. Metobolize edilmeyen lipofilik-
hidrofobik pek c¢ok bilesigi baglamalar1 ise bu enzimlerin hiicre i¢inde smirl
cOziinlirliige sahip molekiiller icin hem depo hem de tasima rolii iistlendiklerini
gostermektedir (111,112).

Glutatyon S-transferaz (GST) genlerinin smiflandirilmas: primer yapilarina,
enzimatik Ozelliklerine, antikorlarla ilgili reaksiyonlarina, yapisal karakteristiklerine,
kimyasal affinitelerine, aminoasit dizilerine ve enzimlerin kimyasal davranislarina gore
yapilmistir. Buna gore GST genleri 8 smifa ayrilmaktadir: alpha (o), mu (p), pi (%),
theta (0), omega (Q2), kappa (x), sigma (o) ve zeta ({). Alpha 6. kromozomda; mu 1.
kromozomda; pi 11. kromozomda; theta 22. kromozomda; omega 10. koromozomda;
sigma 4. kromozomda ve =zeta 14. kromozomda kodlanmaktadir (Sekil 10)

(108,109,113,114).
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Sekil 10: GST Gen Ailesi

2.3.4.1. Glutatyon S-Transferaz Pi 1 Geni (GSTP1)

GST-P’nin rat karacigerinde kimyasal karsinogenezis sirasinda olusan
preneoplastik lezyonlarin yeni bir enzimatik belirteci oldugu kabul edilmektedir. Yani
GST-P ekspresyonu ratlarda hepatokarsinogenezis siireci ile yakindan ilgili olabilir.
Tiirler arasinda neoplastik olusumda benzerlik oldugu disiiniiliirse, GST-P’nin insan
preneoplastik lezyonlar1 i¢in yararlh bir belirteg olarak kullanilmasi da beklenebilir.
Aslinda neoplastik lezyon olsun ya da olmasin, karaciger veya diger organlarda benzer
sekilde ekspresse edilen bu enzim, onkoloji arastiricilar1 arasinda oldukga ilgi ¢ceken bir
konu haline gelmistir (115).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda akciger tiimorogenezinde GST’nin Pi
izoenziminin 6nemli bir rolii oldugu ve insan akcigerinde en ¢ok bulunan GST
izoenzimi oldugu ortaya c¢ikmistir. GST Pil encok insan akcigerinin bronsiol
epitelindeki Clara hiicrelerinde bulunmaktadir (116). GST Pil’in, sigara tiitliniinde
bulunan kimyasallar1 (polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi)  detoksifikasyona
ugrattig1 goriilmistiir (117). Ayrica sigaranin sitotoksik etkisini inhibe etmek i¢in insan
akciger fibroblastlarinda GST Pil sentezinde ¢ok fazla miktarda artis oldugu
goriilmiistiir (118). Yapilan bir epidemiyolojik calismada bilinen akciger subtiplerinde
GST Pil geninde polimorfizm oldugu gosterilmistir (119).

Polimorfik GSTP1 gen smifi iiyeleri; kromozom 11ql3 iizerinde, 2.8 kb
uzunlugunda, 7 ekzon igeren bir smiftir (Sekil 11), bu genin 3 aleli GSTP1*A (105
lle/114 Ala), GSTP1*B (105 Val/ll4 Ala), GSTP1*C (105 Val/l14 Val)
tanimlanmistir. Open reading frame (okuma alani) bdlgesi birinci ekzonun 3’ ucundan

baslar ve 630 bazgifti uzunlugunda 209 aminoasitten olusan protein sentezler. GSTPI
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gen seviyesi normal dokularla kiyaslandiginda hem 6zofagus, mide, meme, kolon,
testis, prostat, deri, akciger ve mesane tiimorlerinde hem de akut miyeloid ve lenfoid
16semilerde yliksek miktarda bulunmustur (108,120—-123).

GSTPI1, benzopirin de dahil olmak iizere sigara dumanindaki ¢ogu
karsinojenlerin detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadwr. Sigara dumaninda
bulunan aktif benzo(a)prin diol epoksite karsi yiiksek diizeyde aktivite gosterirken,
benzo(a)prinin mutajenik formu oldugu diistiniilen anti BPDE’nin (+)-enantiomerine
kars1 da aktif oldugu ve akciger kanserinin olusumunda etken oldugu gosterilmistir
(110).
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Sekil 11: GSTP1 gen yapis1

GSTP1’in yapisindaki, fonksiyonundaki veya ekspresyon seviyesindeki genetik
polimorfizme uygun olan degisiklikler sonucunda olusan diisiik enzimatik aktivite,
karsinojenlerin detoksifiye edilebilmelerinde ve akciger kanseri basta olmak iizere
belirli kanser tiplerinin gelismesinde risk faktorii tasimaktadwr. GSTP1’in ekzon 5
(Ile105Val) ve ekzon 6 (Alal14Val) genetik polimorfizmleri, glutatyon S-transferaz gen
irlinii iizerinde azalmig enzim aktivitesi ile sonuglanan fonksiyonel bir etkiye sahiptir

(110,122,123).

2.3.5. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS); Malondialdehid (MDA) ve
Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu sonucu c¢ogu reaktif elektrofillerden olusan c¢esitli
kompleks {iriinler olusur. Tim bu yikilim iirlinleri tiyobarbitiirik asitle reaksiyon

vermeleri nedeniyle TBARS adini1 alirlar. Bu {iriinlerden oran olarak en yogun olusan
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ise MDA’dir. Bu iiriinler genelde DNA ve proteinlere baglanarak, toksik ve mutajenik

etkiler olustururlar (124).

Uzun zincirli doymamis yag asitleri, bir veya daha fazla ¢ift bagi olan metilen
gruplar icerirler. Metilen gruplar oksidan ajanlara karsi yiiksek reaktiviteye sahiptir.
Uzun zincirli doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla olusan ilk iiriin peroksil (LOO)
radikalleridir.

Uzun zincirli doymamis yag asitleri (6zellikle arasidonat) ve lipidler, serbest
radikaller tarafindan saldiriya ugrayarak okside olurlar ve lipid peroksitlerini
olustururlar. Doymus yag asitleri serbest radikal saldirilarina karsi daha direnglidir.
Lipid peroksitleri toksiktir ve cogu hiicre i¢cin hasar yapma kapasitesine sahiptirler.

Lipid peroksitleri, yiiksek 1sida hos olmayan tat ve kokuya sahip triinler (keton,
asitler ve aldehitler) olusturmak {iizere ayrisir (125,126). Yiiksek sicaklikta lipid
peroksitlerinin ayrigmasi insan kanindaki proseslerde miimkiin degildir.

Reaktif oksijen radikali ile hiicre membran fosfolipidlerinin yapisini olusturan
coklu doymamis yag asitleri reaksiyona girerek lipid hidroperoksitlerini olusturur. Bu
olaya lipid peroksidasyonu denir. Lipid hidroperoksidasyonu sonucu aldehit, pentan,
etan gibi iiriinler olusur. Bunlardan en toksik olan1 aldehitlerdir. Ug veya daha fazla cift
bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona giren MDA meydana gelir. Dokudaki ve kandaki MDA seviyesi lipid
peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon gosterir. Lipid peroksidasyonunun son {iriinii
olan MDA, hiicre i¢in ¢ok toksik bir molekiil olup ayn1 zamanda mutajenik, genotoksik
ve karsinojenik bir bilesik olarak kabul edilir. MDA proteinlerin amino gruplarina,
fosfolipidlere veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gostermektedir. MDA
doku, kan ve viicut sivilarinda 6lciilerek lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir (127).

Lipid peroksidasyonu son derece zararli bir zincir reaksiyonudur. Membran
akiskanlhiginda kayip, membran potansiyelinde azalma, hidrojen ve diger iyonlarmn
permeabilitesinde artma ve sonu¢ olarak membranin riiptiirii ile hiicre ve organel
iceriklerinin ortama bosalmasina neden olur. Bazi peroksit par¢alanmalarinin sitotoksik
ozellikleri de vardir (128).

Bilindigi gibi MDA (Malondialdehid), olusan serbest oksijen radikallerinin iyi
bir gostergesidir. MDA yiikselmesi, serbest oksijen radikallerinin etkisi ile artmis lipid

peroksidasyonunu gosterir. Lipid peroksidasyon, organik yapilar ve membranlarin
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fonksiyonlar1 iizerine ¢ok zararh etkilerine bagli olarak, hiicre 6liimiine kadar ilerleyen
degisiklikler olusturur (129).

MDA 6l¢limii i¢in kullanilan tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonu, kolayligi
ve duyarlilig1 nedeniyle en ¢ok kullanilan yontemdir (130).

Doku ve plazma MDA diizeylerinin belirlenmesi, serbest oksijen radikallerinin
dokularda olusturdugu lipit peroksidasyonunun, dolayisiyla oksidatif stresin en duyarlh
gostergelerinden biridir. Oksidatif stres ile antioksidan sistem ve arasindaki korelasyon
son yillarda giderek ilgi odagi olmus, oksidatif stresin gostergesi kan MDA diizeyleri ve
antioksidan olarak bazi1 biyokimyasal parametreler bir ¢ok hastalikta arastirilmaktadir.

MDA vyaygin olarak tiyobarbitiirik asitle reaksiyonu vasitasiyla Olgiiliir. Bu
reaksiyon sonucunda tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) olusur. Her ne
kadar TBARS ol¢iim yontemi MDA’ya 6zel olmasa da TBARS terimi lipid
peroksidasyonunun genel belirteci olarak kabul edilen MDA ile esanlamli olarak

kullanilagelmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Ratlarin Temini ve Bakim

Bu ¢alisma i¢in, inonii Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanalar1 Yerel Etik
Kurulundan etik onay alinmistir. Bu arastirmada ratlara verilen akrilamid (C;HsNO)
Sigma marka %99 saflikta idi. Canli agirligi ortalama 200-225 gram, 8—12 haftalik olan
40 adet disi Spraque Dawley rat, Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma merkezinden temin edildi. Ratlar; her grupta 10 rat olacak sekilde 4 gruba
ayrilmistir. 1. grup (kontrol grubu); 12 hafta siireyle normal yemle beslendi. 2. grup
(kayis1 grubu); 12 hafta stireyle %5°lik kuru kayisili yemle beslendi. 3. grup (akrilamid
grubu); 12 hafta siireyle igme suyu i¢inde 500 pg/kg bw/giin’lilk akrilamid ve normal
yemle beslendi. 4.grup (akrilamid + kayis1 grubu); 12 hafta siireyle igme suyu ile 500
ng/kg bw/giin’lik akrilamid ve %35’lik kuru kayisili yemle ile beslendi. Ratlar sicakligin
21°C ve ortam neminin %55-60 oldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00 saatleri), 12 saat
karanlik uygulanan odalarda bakildi. Akrilamidli su; daha dnce distile suda hazirlanan 1
g/dL’lik stok soliisyondan, ortalama 200 g’lik ratlarin giinliik 500 pg/kg bw alacaklari
sekilde musluk suyuyla diliie edilerek hazirlanmistir. Ratlarin icme sular1 haftada bir

kez degistirildi.
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3.1.2. Kimyasal Malzemeler

1) Potasyum Kloriir — Merck

2) 1,1°,3,3’ tetractoksipropan — Acros

3) Fosforik asit — Merck

4) Tiyobarbutirik asit — Acros

5) Etanol — Merck

6) n-butanol — Merck

7) Rediikte glutatyon — Sigma

8) Triklorasetik asit — Sigma

9) 5,5'ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) — Sigma
10) Trisodyum sitrat — Aklar Kimya

11) Sodyum azid — Merck

12) NADPH - Sigma

13) Glutatyon rediiktaz — Sigma

14) Amonyum sulfat — J.T. Baker

15) Hidrojen Peroksit — Merck

16) Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA) — J.T. Baker
17) Potasyum dihidrojen fosfat — Merck

18) Disodyum hidrojen fosfat — Merck

19) 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) — Merck
20) S1gir serum albumini (BSA) — Sigma

21) Bakir siilfat 5 sulu — Aklar Kimya

22) Sodyum Potasyum Tartarat — Merck

23) Sodyum Hidroksit (NaOH) — Sigma

3.1.3. Kullanilan Aletler

1) Homojenizator — IKA Labortechnik Staufen T25B

2) Vorteks — WiseMix VM10

3) Manyetik karistirici — WiseStir MSH-20A

4) Santrifiij — Hettich Universal 320R

5) Otomatik pipet — MediSis marka: 20, 200 ve 1000 mL’lik
6) Hassas terazi — Shimadzu Libror AEG-320
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7) Spektrofotometre — LKB Biochrom Ultraspec Plus 4054 UV/visible)
8) pH metre — Hanna Instruments HI8314 membrane

9) Su banyosu — Memmert WB22

10) Deepfreez (-70°C) — Hera Freeze Kendro

11) Buz makinesi — Buzzbarr Kale

3.2. Yontemler

3.2.1. Gruplarin Olusturulmasi

1. grup kontrol grubu olarak kullanildi. 12 hafta boyunca normal i¢me suyu ve
normal yem ile beslendi. 2. grup; kayisili yem verilen grup. 12 hafta boyunca normal
icme suyu ve yemlerine %5 oraninda kuru kayisi ilave edilen rat yemi ile beslendi. 3.
grup; akrilamidli su verilen grup. 12 hafta boyunca i¢me suyu i¢inde giinliik ortalama
500 pg/kg bw alacak sekilde akrilamid ve normal rat yemi verildi. 4. grup; akrilamidli
su ve kayisili yem verilen grup. 12 hafta boyunca icme suyu ile 500 pg/kg bw/gilin’lik

akrilamid ve yem ile %5 kuru kayis1 verildi.

3.2.2. Numune Ahnmasi ve Hazirlik islemleri

Stirenin sonunda ratlara ksilazin-ketamin anestezisi altinda, laparatomi yapilarak
karaciger doku Ornekleri alindi, doku ornekleri serum fizyolojikle yikanarak fazlalik
kanin uzaklastirilmasi saglandi.

PZR ile GST-Pi gen ekspresyonu analizi i¢in alman dokular steril bir sekilde
saklama solusyonu i¢ine alindi. Dokular analizlerin yapilacagi giine kadar -70°C’de
bekletildi. Dokularm bir kismi histopatolojik incelemeler icin %10’luk formol i¢inde
tespit edildi.

Analiz zamaninda dokular; uygun tamponlar i¢inde homojenize edildi. Doku
homojenatlarinin 4°C’de, 5000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmesinden sonra elde
edilen siipernatantlarda glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST)
aktivite diizeyleri ile rediikte glutatyon (GSH), Tiyobarbitiirik Asit Uriinleri (TBARS)
ve protein diizeyleri Olgiildi. GSH-Px, GST, GSH, MDA ve Protein diizeyleri,
spektrofotometrik 6lciim yontemleri ile analiz edildi. GST-Pi gen ekspresyonu analizi

PZR ile yapildi.
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3.2.3. PZR

3.2.3.1. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

1) Biorad-MyCycler marka PZR cihazi

2) Denver Instrument marka terazi

3) Biorad marka elektroforez gii¢c kaynagi

4) Jenco marka 6173 model pH metre

5) Hettich-zetrifugen marka micro 200 model masaiistii santrifiij cihazi
(14000 rpm)

6) Ultra turrax T 25 model homejenizasyon cihazi.

7) Biohit marka hassas otomatik pipetler ve uglari

8) Labart marka vorteks

9) Yellow line marka manyetik karistirict

3.2.3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1) EDTA ( CjoH14N2NayOs. 2H,0; FW: 372.24; Sigma no: E5134)

2) Tris Baz ( C4H11NOs; FW: 121.14 ; Sigma no: T6066)

3) Borik asit ( H3BOs; FW:61.83 ; Sigma no: B6768)

4) Etidyum Bromiir ( C;1HoN3.Br; FW: 394.32; Sigma no: E8751)

5) Gliserol ( CsHsOs; FW: 92.09; Sigma no: G5516)

6) Bromofenol Blue (C;9H;¢BrsOsS; FW: 669.96 Sigma no: B0126)

7) Agaroz (Sigma No: 5093)

8) Sodyum Sitrat tribazik dihidrat (Na;CsHsO7.2H,O; FW:294.1; Sigma no:
C8532)

9) Sodyum Asetat (CH;COONa; FW: 82.03; Sigma no: S3272)

10) Guanidin Tiyosiyanat ( CHsN3;.CHNS; FW:118.16; Sigma no: G9277)

11) Sodyum Hidroksit (NaOH; FW:40.00; Sigma no: S8045)

12) Hidroklorik asit ( HCL; FW:36.46; Sigma no: H1758-1 1)

13) Konsantre Asetik Asit (CH3CO,H; FW:60.05; Sigma no:A9967)

14) DEPC-O(COOC;Hs),; FW: 162.14; sigma no:D5758)

15) Beta-merkaptoetanol ( C;H¢OS; FW: 78.13; Sigma no: M3148)
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16) Sodyum Klorit ( NaCl; FW: 58.44; Sigma no: S3014)

17) Amonyum Siilfat (NH4),SO4; FW132.14; Sigma no: A4915)
18) ANTP (Invitrogen)

19) Superscript (Invitrogen)

20) Primer (Operon veya Midland, Teksas, USA)

21) Taq polimeraz (Sigma)

3.2.3.3. Kullamlan Cozelti ve Tamponlar

RNA Later Saklama Cozeltisinin Hazirlanisi
70 gr Amonyum Siilfat, 10 mM EDTA ve 25 mM Sodyum Sitrat (pH 5.2) 100
ml DEPC ile islenmis ddsu igerisinde karistirilarak hazirlandi ve son pH 5.2°ye

ayarlandi.

RNA Denaturasyon Cozeltisinin Hazirlamis1 (RLT cozeltisi)
4 M Guanidin Tiyosiyanat, 25 mM Sodyum Sitrat (pH 7), %0.5 sarkozil igeren
¢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 pargasi alind1 ve doku konsantrasyonu %5 (w/v) olacak
sekilde RLT ¢o6zeltisi i¢ine kondu,
— 13500 rpm hizda 5 mm’lik homojenizatoriin ucuyla buz iizerinde 40 saniye
homojenize edildi,
— Homojenattan 600 pl alind1 (30 mg dokuya karsilik geliyor) 10 dakika 18000
rpm’de (4°C ) de santrifiij edildi,
— Siipernatant kism1 yeni eppendorf tiipline alind1 ve {izerine ayni hacimde %70
ethanol (DEPC ddsu ile hazirlandi) eklendi,
— Cozeltinin 600 pl’si filtreye kondu ve altindaki tiiple beraber 10000 rpm 15
saniyede santriflij edildi,
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— Alt tiipteki siv1 atild1 ve tiip tekrar filtreye takilarak geriye kalan ¢ozelti de
filtreye eklendi ve yukaridaki gibi sanrifiij edildi,

— Alttaki tiipteki sivi atild1 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 atild1 ve filtreye 500 pl 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 uL RNAaz icermeyen ddsu konularak tekrar 1 dakika 10000
rpm’de santrifiij edildi alttaki tiipteki saf toplam RNA hemen -30°C’de saklandh.

RNA’nin Agaroz Jele Yiikleme islemleri

Qiagen RNAeasy saflastirma kiti ile karaciger 6rneklerinden saflastirilan toplam
RNA’lar, %1’lik agaroz jel iizerinde, elektroforezde 100 mV’da kosturuldu. RNA
bantlar1 jel goriintiileme sisteminde (ultraviole 151k altinda) goriintiilenerek 28S ve 18S
keskin ribozomal RNA bantlarinin elde edildigi ve herhangi bir yikimin olmadigi
RNA’lar ¢cDNA isleminde kullanildi. Orneklerin RNA miktarlar1 spektrofotometrede
260 nm UV spektrumda okundu. cDNA yapiminda ortama 1 pg toplam RNA eklendi.

1x TBE (Tris Borat EDTA) Cozeltisin Hazirlamisi
1) 0.4 M Tris baz
2) 2 M Borik asit
3) 20 mM EDTA

1000 ml 5X TBE ¢6zeltisi hazirlamak i¢in
e 54 gr Tris baz
e 27.5 gr Borik Asit

e 20ml0.5M EDTA ¢o6zeltisi
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e 900 mL dd su igerisinde manyetik karistiricida karistirildi. Cozeltiye pH 8.0
oluncaya kadar HCI eklendi. Cozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. 1x

TBE hazirlamak i¢in bu ¢dzelti 1/5 oraninda diliie edildi.

cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢in Invitrogen firmasimin trettigi SuperScript III ters transkriptaz
enzim kiti kullanilmistir. cDNA sentezi firmanin 6nerdigi sekilde yapilmistir. Kisaca,
100 pl’lik PZR tiipiine 1 pg toplam RNA, 1 ul primer (4 pmol gen spesifik primer veya
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 karigim
iizerine 4 pl 5x First Strand tamponu, 2 pul DTT, 1 ul ddH20, 1 pl SuperScript III ters
transkriptaz enzimi eklendi ve karistirildi ve PZR makinesinde 50°C’de 60 dakika ve
70°C’de 15 dakika 1sitildi, daha sonra da -30°C de analize kadar saklandi.

Arastirmada rat GAPDH, GST=n gen ifadelerinin analizi i¢in Tablo 3’de listesi

verilen primerler kullanild1.

Tablo 3: Primer dizilimleri

PZR iiriinii
Primer adx Primer dizilimi biiyiikligii Primerin alindig1
(baz sayisi) kaynak
GAPDH-F CAAATTCAACGGCACAGTCA 540 3
131
GAPDH-R ACACATTGGGGGTAGGAACA ( )
GSTn-F CCTCACCCTTTACCAATCTA
462 (132)
GSTn-R TTCGTCCACTACTGTTTACC

Gerc¢ek zamanh PZR protokolii

Gergek zamanhi PZR cihaz1 Roche LC480 modeli oldugu i¢in ROCHE gercek
zamanli PZR kit karisimi1 kullanildi. Reaksiyonlar 20 pl toplam hacimde yapildi. Bunun
icin 10 pl kit karigimi (Enzim, dNTP, Mg, tampon ve su), 0.2 ul cDNA, 0.2 ul ileri ve
geri primerler (10 pmol/ul) ve 9.4 ul ddsu olacak sekilde hazirlandi. i1k denaturasyon, 5
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dakika 95°C, denaturasyon 30 saniye 95°C, baglanma 55°C’de 40 saniye ve

polimerizasyon 72°C 40 saniye olarak ve dongii sayisi 50 olarak kullanildi.

3.2.4. Rediikte Glutatyon (GSH) Analizi

GSH analizi, Ellman’n tarif ettigi metoda gore yapildi (133). Metodun GSH
Olciim prensibi; analiz tiipiinde bulunan glutatyonun 5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit
ile reaksiyona girerek sari-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin siddeti
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda okunarak rediikte glutatyon miktarinin tayin

edilmesi seklindedir.

3.2.4.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Gruplardan alinan karaciger numuneleri tartildiktan sonra iizerlerine %10’luk
(w/v) homojenat olusturacak sekilde distile su ilave edildi ve buz icinde 1-2 dakika
sireyle 12000 devir/dakika homojenize edildi. Doku homojenatlar1 5000 rpm’de,
4°C’de, 30 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta TCA ¢ozeltisi ilave edildi,
karistirildi ve 3000 rpm’de 4°C’de 10 dakika tekrar santrifiij edilerek proteinlerin

cOkmesi saglandi. Acik renkli siipernatant numuneleri GSH analizinde kullanild:.

3.2.4.2. Kullanilan Reaktifler

1) %]10’luk triklor asetik asit (TCA)

2) 0.3 M disodyum hidrojen fosfat

3) %0.4’lik 5,5'-Ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)

4) %1’lik trisodyum sitrat (DTNB’yi ¢c6zmek i¢in)

5) Standartlar icin rediikte glutatyon (kalibrasyon grafigi ¢iziminde
kullanilmak tzere 125, 250, 500, 1000 mikromolarlik GSH standarti

hazirlandi)
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3.2.4.3. GSH Diizeylerinin Tayini

Kor Standart Numune
KC Doku Siipernatantt | - | - 250 uL
Standart | @ - 250 uL | -
0.3 M Na,HPO4 2mL 2mL 2 mL
%0.4’lik DTNB 250 uL 250 uL 250 uL
Distile su 250l | e e

Yukaridaki tabloda belirtilen calisma semasina gore deney tiipleri hazirlandi,
cozeltilerin 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 standart grafiginden
yararlanilarak pmol/L cinsinden GSH diizeyleri bulundu (Sekil 12). Sonuglar nmol/g
yas doku olarak ifade edilmistir.

0,800

0,700 -

0,600 -

0,500 -

0,400 -

absorbans

0,300 -

0,200 -

0,100 -

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200

mikromol/L (GSH)

Sekil 12: GSH Standart Grafigi
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3.2.5. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS) Analizi

Iki molekiil tiyobarbitiirik asidin (TBA) bir molekiil TBARS ile asit ortamda
reaksiyona girerek pembe renkli iiriin olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan bu

bilesik 535 nm’de maksimum absorbans vermektedir (134).

3.2.5.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Gruplardan alinan karaciger numuneleri tartildiktan sonra iizerlerine %10’luk
(w/v) homojenat olusturacak sekilde %1.5’lik KCI ¢ozeltisi ilave edildi ve buz i¢ginde 1-
2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar MDA

analizinde kullanild1

3.2.5.2. Kullanilan Reaktifler

1) %1.5’lik KCl

2) %1 lik fosforik asit

3) %0.6’lik tiyobarbutirik asit (TBA)

4) n-butanol (konsantre)

5) Standartlar icin 1,1',3,3'-tetraetoksipropan (kalibrasyon grafigi ¢iziminde

kullanilmak tizere 2.5, 5, 10, 20, 40 mikromolarlik standartlar hazirlandi)

3.2.5.3. TBARS Diizeylerinin Tayini

Kor Standart Numune
%10'luk KC Doku Homojenat: |  ---—-- | = - 250 pL
Standart | e 250 L | -
%1’lik Fosforik Asit 1.5 mL 1.5 mL 1.5 mL
%0.6’lik TBA 500 uL 500 uL 500 uL
Etanol 250l | e e
Vortekslenip 45 dakika kaynar su banyosunda (95°C’de) inkubasyon ve sogutma
n-butanol 2mL 2mL 2mL
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Hazirlanan ¢ozeltiler yukaridaki ¢alisma tablosunda belirtildigi sekilde vida
kapakli cam tiiplere eklendi, ¢ozeltilerin karigmasi i¢in 5 dakika boyunca her bir tiip
kuvvetlice vortekslendi. 5 dakikanin sonunda numuneler 3000 rpm'de 20 dakika
santrifiij edildi. Ustteki siipernatant (n-butanol faz1) direkt olarak kuartz kiivete alindi.

Olusan pembe renkli siipernatantlarin absorbanslar1 spektrofotometrede 535
nm’de okundu ve 1,1'3,3'-tetractoksipropan hazirlanan standart grafiginden
yararlanilarak pmol/L cinsinden TBARS diizeyleri bulundu (Sekil 13). Sonuglar nmol/g
yas doku olarak ifade edilmistir.

0,900
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -

absorbans

0,300 -
0,200 -

0,100 -

0,000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
mikromol/L (MDA)

Sekil 13: TBARS standart grafigi

3.2.6. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Analizi

GSH-Px rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksidin suya doniisiimiini
katalizleyen bir enzimdir. Reaksiyon sonunda rediikte glutatyon okside forma doniisiir.
Bir diger hidrojen peroksitin suya katalizi i¢cin, okside glutatyonun rediikte forma
doniismesi gerekir. Bu doniisiim, ortamda NADPH ve glutatyon rediiktaz varliginda
gerceklestirilir. Bu durumda NADPH okside NADP’ye ¢evrilirken, okside glutatyon da
rediikte forma dontisiir (Sekil 14). NADPH 340 nm’de maksimum absorbans gdsteren
bir maddedir. Glutatyon rediiktaz katalizi devam ettikge 340 nm’de absorbans azalmasi
meydana gelir. Clinkii NADPH okside forma doniismektedir. Absorbanstaki bu azalma

ortamdaki glutatyon peroksidaz aktivitesi ile dogru orantilidir.
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GSH-Px

Y

2 GSH GSSG

H,0,

» 2 H,0

GR

NADP  NADPH
GR: Glutatyon Rediktaz, GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz

Sekil 14: GSH-Px reaksiyonu

3.2.6.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Karaciger numunelerine %10’luk homojenat olusacak sekilde EDTA’l1 fosfat
tamponu ilave edildi ve buz i¢inde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize
edildi. Doku homojenatlar1 5000 rpm’de, 4°C’de, 30 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

siipernatantlar, GSH-Px aktivite diizeylerinin tayininde kullanildi.

3.2.6.2. Kullanilan Reaktifler

1) pH 7.0; 5 mM ETDA’l1 50 mM, fosfat tamponu
2) 150 mM GSH (rediikte glutatyon)

3) 1 mM Sodyum

4) 3 mM NADPH

5) GSH Rediiktaz

6) 3.2 M amonyum sulfat

7) 2 mM hidrojen peroksit ¢ozeltisi

3.2.6.3. GSH-Px Aktivite Diizeylerinin Tayini

Reaktiflerin numune sayis1 kadarlik miktarlar1 (doku homojenati harig¢), 6nceden
asagidaki tabloda belirtilen oranlarda olacak sekilde (6rne§in 40 numune icin
reaktiflerin 40 kat1 miktarinda ilave edilip) karistirildi. Daha sonra doku homojenatlar1

ilave edildi.
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Tiipler iyice karistirild1 ve 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi. Dalga boyu 340
nm’ye ayarlanmis spektrofotmetrede ilk Once alet distile suya karsi sifirlandi, daha
sonra numuneler kuvartz kiivete alindi, 0.100 ml 2 mM hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave
edilerek reaksiyon baslatildi, kiivet alt list edilip ve derhal 340 nm'ye ayarlanmis
spektrofotometrede 3 dakika boyunca meydana gelen absorbans azalis1 takip edildi. 3
dakika sonunda Olciilen absorbans farki 3’e boliinerek dakika basma diisen absorbans

degisimi (AA) tespit edildi.

Numune tiipti (ml)
EDTA'l1 Fosfat tamponu 2.650
150 mM Rediikte GSH 0.100
3 mM NADPH 0.100
1 IU GSH Rediiktaz 0.010
1M NaNj3 0.010
KC doku homojenati 0.020

3.2.6.4. GSH-Px Aktivite Diizeylerinin Hesaplanmasi

Asagidaki formiil ile hesaplanan GSH-Px’in aktivite diizeyleri (U/L) yine
asagida verilen diger bir formiille spesifik aktiviteye (U/g protein) cevrildi. Doku
siipernatant numunelerinin protein diizeyleri, sigir serum alblimin’inin standart olarak

kullanildig: Biiiret metoduna gore 6lgiildii.

AA/t x Vt x10° y

U/L (uM/min/L) =
(u ) ExVsxL

10

€ = NADPH’In ekstinction sabiti ( 6.22 x 10’ L. mol™ .cm™)
Vt = Total reaksiyon hacmi ( ml )

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

L =Kiivet genisligi ( 1 cm)

AA / t = Dakikadaki absorbans degisimi

10° = mol’ii mikromol’e ¢evirim sabiti

x 10 = sulandirma faktoria
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GSH-Px (U/L)

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

3.2.7. Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivitesinin Analizi

Glutatyon S-transferaz, elektrofilik bilesiklerin GSH’in -SH grubu ile
tepkimesini katalizleyerek bu bilesiklerin detoksifikasyonunu saglar. GST aktivitesi,
Habig ve ark.’nin tarif ettigi metoda gore tayin edilmistir (135). GST aktive diizeyleri,
340 nm dalga boyunda 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile GSH’in konjugasyonu
sirasinda meydana gelen absorbans artiglarinin takip edilmesi ile 6l¢iiliir.

Enzim aktivitesi 340 nm’de 25°C’de GSH ve CDNB kullanilarak dakikada
olusan S-2.4-dinitrofenilglutatyonun 1 pmol’'unu katalizleyen enzim miktarinin

Ol¢iilmesiyle belirlenir.

CDNB + GSH ﬂ) GSH - CDNB kompleksi (S - 2,4 - dinitrofenil glutatyon) + HCI

3.2.7.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Karaciger numunelerine %10’luk homojenat olusacak sekilde fosfat tamponu
ilave edildi ve buz i¢inde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize edildi.
Doku homojenatlar1t 5000 rpm’de, 4°C’de, 30 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

siipernatantlar, GST aktivite diizeylerinin tayininde kullanilda.
3.2.7.2. Kullanilan Reaktifler
1) 100 mM, pH 6.5 Fosfat Tamponu

2) 23 mM l-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
3) 23 mM Rediikte Glutatyon, Fosfat tamponunda ¢6ziilerek hazirlanir.
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3.2.7.3. GST Aktivite Diizeylerinin Tayini

Glutatyon S-transferaz aktivitesini 6lgmek i¢in ¢ozeltiler kor ve numune olmak

iizere farkli okuma kiivetine asagidaki sekilde alind1.

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

Okuma kiivetlerine alian ¢ozeltiler iyice karistirild

Stipernatant (GST kaynagi) 50ul | —emeeee-

Kiivet 2-3 defa alt-iist edildi ve 340 nm’de (UV’de) okundu

Numune kiivetine GST kaynagi olan siipernatant numunesinden 25 ul ilave
edildi, kiivet 1-2 defa alt iist edilerek karistirildi ve 340 nm’de 3 dk boyunca meydana
gelen absorbans artiglar1 takip edildi. 3 dk sonunda Olgiilen absorbans farki 3’e

boliinerek dakika basmna diisen absorbans degisimi tespit edildi.
3.2.7.4. GST aktivite diizeylerinin Hesaplanmasi

Asagidaki formiil ile hesaplanan GST’nin aktivite diizeyleri (U/L) yine asagida
verilen diger bir formiille spesifik aktiviteye (U/g protein) cevrildi (136). Doku
siipernatant numunelerinin protein diizeyleri, si8ir serum albuminin standart olarak

kullanildig1 Biiiret metoduna gore dlgiildii.

AA/thtxlOéx

U/L (uM/min/L) =
(u ) ExVsxL

10

€ = CDNB’nin ekstinksiyon sabiti ( 9.6 x 10° L. mol™ .cm™)

Vt = Total reaksiyon hacmi ( ml )
Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi ( ml )

L =Kiivet genisligi ( 1 cm)
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A A/t = Dakikadaki absorbans degisimi
10° = mol’ii mikromol’e ¢evirim sabiti

x 10 = sulandirma faktoria

GST (U/L)

GST Spesifik Aktivitesi (U/g protein) =
P (Ulgp ) Protein (g/L)

3.2.8. Doku Protein Diizeylerinin Analizi

Doku protein diizeyleri Biiiret metodu ile analiz edildi (137). Bu yontem, alkali
kosullar altmda Cu*" iyonlarinmm amonyum, aminoasitler, peptidler, proteinler ve
biiiretler gibi amonyumlu bilesiklerle mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Protein ve peptidlerde iki peptid bag1 olusumuna katilan 4 azot atomu
ile biiiret ayracindan gelen Cu®“nin renkli kompleks olusturmasi esastir. Olusan bu
kompleks 540-560 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir.

Biiiret bilesigi yap1 olarak peptid bagina benzer bir maddedir ve Cu®” iyonlari ile
proteinlerin verdigi reaksiyona benzer bir renkli kompleks olusturur. Bu nedenle

kullanilan yonteme Biiiret Yontemi, Cu”” igeren ¢ozeltiye de Biiiret Ayiraci ad: verilir.
3.2.8.1. Kullamlan Reaktifler
1) Bakir siilfat
2) Na-K tartarat
3) Sodyum hidroksit
4) Standartlar i¢cin sigir serum albumini (BSA) (kalibrasyon grafigi ¢iziminde
kullanilmak tizere 1.25, 2.5, 5, 10, 20 mg/mL’lik standartlar hazirland1)

3.2.8.2. Protein Diizeylerinin Tayini

Protein diizeylerinin tayini icin hazirlanan ¢ozeltiler asagidaki calisma

tablosunda belirtildigi sekilde deney tiiplerine eklendi.

49



Kor Standart Numune
Distile su 0.5 mL - -
Doku siipernatanti - - 0.5 mL
Standart - 0.5 mL -
Biiiret Ayiraci 2mL 2mL 2mL

Tiipler 1yice vortekslenip, 30 dakika oda 1sisinda bekletildi, olusan mor renkli
kompleks 540 nm’de spektrofotometre kor ile sifirlanarak okundu. Sonuglar BSA ile
hazirlanan standart grafiginden yararlanilarak mg/mL (g/L) cinsinden ifade edildi (Sekil

15).

1,000
0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 \ \ \ \

0 5 10 15 20 25

mg/mL (protein)

absorbans

Sekil 15: BSA standart grafigi

3.2.9. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 15.0 for Windows paket programi kullanilarak
degerlendirilmigtir. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro Wilk
testiyle degerlendirildi. Normal dagilim gosteren veriler ortalamatstandart sapma
(meantSD) olarak, normal dagilim gostermeyen veriler ise ortanca (min-maks) seklinde
ifade edildi. Normal dagilim gosteren veriler i¢cin gruplar arasindaki karsilagtirmalarda
tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) yapildi, anlamlilik durumunda post hoc
testlerden Tukey testi kullanildi. Normal dagilim gdstermeyen verilerin
degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi kullanildi, testin anlamlilik durumunda

Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Shapiro Wilk testi sonucu TBARS, GSH-Px, GST verilerinin normal dagilim
gosterdigi (p<0.05), GSH verilerinin ise normal dagilim gdstermedigi (p>0.05) tespit
edildi. TBARS, GSH-Px, GST verilerinin temel karakteristikleri ortalamazxstandart
sapma seklinde (Tablo 4), GSH verilerinin temel karakteristikleri ise ortanca (min-
maks) seklinde ifade edildi (Tablo 5).

Varyans analizi ile elde edilen sonuclar her bir parametre i¢in ayr1 ayr1 garfikler
seklinde gosterildi. TBARS i¢in Tukey testi; GSH-Px i¢cin Tamhane testi, GSH i¢in
Kruskall Wallis testi uygulandi. P<0.05 degeri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Coklu karsilastirmalar sonucu GSH, MDA, GSH-Px analizlerinde baz1 gruplar
arasinda anlamli fark bulunurken, GST analizi sonuglarinda gruplar arasinda anlamli bir

fark gozlenmedi.
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Tablo 4: TBARS, GSH-Px, GST i¢in temel karakteristikler

Grup n OrtalamatSD
Kont. 8 638+63
TBARS Kayisi 9 730+92
ACR 9 594+79
Kayisi-ACR 7 699155
Toplam 33 66490
Kont. 10 531124
GSH-Px Kayisi 10 501155
ACR 10 425+47
Kayisi-ACR 10 454+62
Toplam 40 478+63
Kont. 10 7.7£0.7
GST Kayisi 10 7.7£0.5
ACR 9 8.4+0.8
Kayisi-ACR 9 7.8£0.8
Toplam 38 7.9£0.7
Tablo 5: GSH icin temel karakteristikler
Grup n Median; (min-max)
Kont. 10 2872; (2403-3301)
GSH Kayisi 10 2433; (2167-2788)
ACR 10 2513; (1058-2852)
Kayisi-ACR 10 2545; (1590-2968)
Total 40 2602; (1058-3301)
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4.1. Gruplann Karaciger GSH Diizeyleri

Kayisi, Akrilamid ve Kayisi-Akr verilen gruplarin GSH diizeyleri kontrol
grubuna gore onemli derecede diisiik bulundu (p< 0.05) (Sekil 16).

3500 -

3000 ] *

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

Karaciger GSH (nmol/g yas doku)

500

Kontrol Kayis1 Akrilamid Kayis1-Akr
Gruplar

Sekil 16: Gruplarin karaciger GSH diizeyleri:
*; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda grup ortalamalar1 arasinda p< 0.05 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli fark mevcut.
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4.2. Gruplann Karaciger TBARS Diizeyleri

Kayis1 ve Kayisi-Acr verilen gruplarin TBARS diizeyleri Akrilamid verilen
gruba gore istatistiksel olarak dnemli derecede (p<0.05) yiliksek bulundu (Sekil 17).

Kontrol grubuna gore aralarinda anlamli bir fark gézlenmedi.

900 -+
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700 4 T
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—t—

500 -

400
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200

Karaciger MDA (nmol/g yas doku)

100 -

Kontrol Kayis1 Akrilamid Kayis1-Akr
Gruplar

Sekil 17: Gruplarin karaciger TBARS (MDA) diizeyleri:
#; akrilamid grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamli fark mevcut.
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4.3. Gruplann Karaciger GSH-Px Diizeyleri

Akrilamid ve kayisi-Acr verilen gruplarin karaciger GSH-Px diizeyleri kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 6nemli derecede (p<0.05) diisiik bulundu. Kayis1 verilen
grubun GSH-Px diizeyi ise akrilamid verilen gruba gore onemli derecede (p<0.05)

yiiksek bulundu (Sekil 18).

600 4 .

500 -

——

400

300

200

Karaciger GSH-Px (U/g prot)

100 -

Kontrol Kayis1 Akrilamid Kayis1-Akr
Gruplar

Sekil 18: Gruplarm karaciger GSH-Px diizeyleri
»; akrilamid grubu ile karsilastirildiginda, #; kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
diizeyinde anlaml1 fark mevcut.
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4.4. Gruplann Karaciger GST Diizeyleri

Gruplarin GST aktivite diizeyleri arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark

gbozlenmemistir (Sekil 19).
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0,0 T T T
Kontrol Kayis1 Akrilamid Kayis1-Akr

Gruplar

Sekil 19: Gruplarm karaciger GST diizeyleri
Gruplar arasinda anlamli bir fark mevcut degil.

4.5. Gruplann Karaciger GST-Pi Gen Ekspresyon Diizeyleri
PZR sonuclan

RNA’lar saflastirildiktan sonra %1 lik agaroz jele yiiklenerekelektroforez
yapildiktan sonra incelendiler. Sekil 20°de her gruptan bir tane secilen saflastirilmis

RNA’larin %1 agaroz jelde yiiriitiilmiis resmi goriilmektedir. Orneklerden saflastirilan

RNA’larda herhangi bir yikilim yoktu ve iki ribozomal bant biiyiik saflikta elde edildi.
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Marker Al B1 C1 D1 Marker

Sekil 20: Qiagen RNAeasy saflastirma kiti ile karaciger 6rneklerinden saflastirilan
toplam RNA ornekleri %1 agaroz jelde (Al; kontrol gerubundan 1. rat, B1; kayist
grubundan 1. rat, C1; akrilamid grubundan 1. rat, D1; Kayisi-akr grubundan 1. rattan
elde edilen RNA o6rnekleri)

GAPDH ve GST-n’lerin cDNA’larmin, ger¢cek zamanli PZR’de ¢ogaltilarak elde
edilen DNA’lar1 %]1°lik agaroz jele yliklendi. Bu orneklerin PZR sonuglarinin tek ve

istenilen boyda bir bant olusturdugu elde edilen iiriinlerin DNA jelinde kosturulmasiyla

gorilmiistiir (Sekil 21).
5 . = 5
600 be E = Z E
500 be = & & =
400 be
300 be
250 be
200 be
150 bg
100 bg

Sekil 21: GAPDH ve GSTr’lerin cDNA’larinin gercek zamanli PZR deki ¢cogaltiminin
agaroz jel elektroforezi.

Elde edilen DNA %1 Agaroz jeline yiiklendi. DNA iiriinlerinin biiytiklikleri
tablo 3’de verilmistir. Kullanilan DNA Markeri 50 bp DNA Marker’dir (Fermentas).
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Akrilamid, kayisi, kayisi-akrilamid uygulanan ratlarin karaciger GSTn
mRNAlar1 saflastirilmis ve kontrol grubuyla karsilagtirilmigtir. Bu karsilagtirmalar igin
State-of-the-art “ger¢ek zamanli PZR” kullanilmistir. Sekil 22°de GAPDH ve cDNA
orneklerinin “gercek zamanli PZR” ile yapilan analiz sonuglari ayni1 grafikte
goriilmektedir. mRNA analizi yapilmasi kararlastirilan biitiin enzim Ornekleri igin
“gercek zamanlt PZR” uygulanmistir. Uygulama gruplarinin mRNA seviyelerinin,
GAPDH mRNA seviyelerine oranlanmasi sonucunda (Tablo 6), GSTx mRNA

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilememistir (p>0.05).

Tablo 6: Gruplarda 6l¢iilen karaciger GSTn/GAPDH mRNA seviyelerinin orani.

GSTn/GAPDH
Gruplar ortalama#standart sapma
Kontrol 0.068+0.03
Kayisi 0.066+0.03
Akrilamid 0.060+0.02
Kayis1+Akrilamid 0.055+0.02

GSTr/GAPDH mRNA sinyal

Kontrol Kayisi Akrilamid Kayisi+Akrilamid

Sekil 22: Gruplardaki karaciger GSTa/GAPDH mRNA seviyelerinin orani. Kontrol ve
uygulama gruplar1 arasinda istatistiki bir fark gdzlenmemistir.
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4.6. Rat Agirhklar1 Grup Ortalamalarimin Haftahk Degisimi

Her bir gruptaki ratlar 12 hafta boyunca haftalik olarak tartildi. Tartim sonuglar1
degerlendirildiginde, 12 haftalik siire sonunda ortalama agirliklarindaki degisim
bakimmdan gruplar arasinda anlamli bir fark goézlenmedi (p<0.05) (Tablo 7). Sekil

23’de ratlarin haftalik agirlik degisimleri grafik olarak verilmistir.

Tablo 7: Ratlarin haftalik agirlik ortalamalari

Grup 1.hf 2.hf 3.hf 4.hf 5.hf 6.hf 7.hf 8.hf 9.hf 10.hf 11.hf 12.hf

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

Kayisi-Acr | 213 215 215 213 213 216 218 219 216 220 213 214

250 -

240 4
G
D 230 1
= —o— Kontrol
1) 4
2 220 —0—Kayisi
5 210 - —a— Akrilamid
g 200 4 —¢—Kayisi-Acr
g

190 4

180 1) 1) 1) L) L) L) L) L) L) L) L) 1

1.hf 2.hf 3.hf 4.hf 5.hf 6.hf 7.hf 8.hf 9.hf 10.hf 11.hf 12.hf
Haftalar

Sekil 23: Ratlarin haftalik agirlik degisimleri

4.7. Gruplarin Karaciger Histopatoloji Sonuclar

Gruplarin karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendi (Sekil 24). Dokular
interselliiler 6dem, yagh degisiklik ve nekroz agisindan degerlendirildi (Tablo 8). Bu
ozellikler agisindan bakildiginda gruplar arasinda histopatolojik olarak anlamh bir fark

gozlenmemistir.
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Tablo 8: Gruplarin karaciger histopatoloji sonuglari

int. Odem _ Yag. Deg Nekroz
Kontrol %60 %0 %0
Kayisi %60 %0 %0
Akrilamid %80 %0 %0
Kayisi-Acr %60 %30 %10

4 TR -

Sekil 24: Grupgrm Karaciger Histopatoloji Sonc;larl .
Kontrol grubu: Interselliiler 6dem (H&E-x200),Kayis1 grubu: Interselliiler 6dem
(H&Ex200), Akrilamid grubu: Interselliiler 6dem (H&Ex400), Kayis1-Akr grubu:

1]

Interselliiler dem ve yagh degisiklikler (H&Ex400)
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5. TARTISMA

Besinlerin dogal yapisinda bulunmayan akrilamid, karbonhidrat ve protein
igerikli gidalarin yiiksek sicakliklarda (120°C’nin {izerinde kizartma ve firinda)
pisirilmesi sonucu olusan ve insan saghigi i¢in zararli olan kimyasal bir bilesiktir.
Gidalarda bulunan asparajin, akrilamid olusumunda O6nemli bir rol oynamaktadir.
Asparajin gidalarin renk, lezzet ve aromanin olusumunu saglayan bir amino asittir.
Gidalarm yiiksek sicakliklarda pisirilmesi sirasinda asparajin, gidalarin seker igerigi ile
etkilesir ve zincirleme reaksiyonlar dizisi olarak bilinen Maillard reaksiyonu sonucunda
akrilamid olusumuna neden olur. Bu mekanizmanm, gida kaynakli akrilamid olusum
mekanizmasinda Onemli bir roliiniin bulundugu bildirilmistir (138). Meyve ve
sebzelerin ¢ig veya haglanarak tiiketildigi durumlarda akrilamid olusumu agisindan bir
riskin bulunmadigi ortaya konulmustur (139).

Akrilamidin zararli etkilerini incelemek lizere ¢ok sayida deneysel ve klinik
calisma yapilmis ve akrilamidle ilgili olarak 6nemli risk degerlendirmeleri ortaya
konulmustur. Bu arastirmalarda akrilamidin 6zellikle norotoksik ve karsinojenik
etkilerinin incelenmesi 6n plana ¢ikmistir. 1990-2002 yillar1 arasinda yapilmis olan bir
calismanin sonuglarinin incelenerek akrilamidin toksik etkilerine yoOnelik risk
degerlendirmelerinin 6zetlendigi retrospektif bir ¢alismada (140), akrilamidin deney
hayvanlar1 ve insanlar i¢in karsinojenik etkili bir madde oldugu ortaya konulmus ve bu
durum bircok tilkenin resmi saglik ve gida kuruluglari tarafindan da teyit edilmistir.

Bir¢ok iilkede, yetiskinlerin giinliik akrilamid alim miktarlar1 lizerine yapilan
incelemelerde, bireylerin giinde 0.3-5.1 pgkg™' diizeyinde akrilamid aldigi ve bu
degerlerin ¢ocuklarda iki-ii¢ kat fazla oldugu bildirilmistir. Giinlik olarak gidalarla

viicuda alinan akrilamidin baslica kaynaklarinin patates kizartmalar1 (%16-30), patates
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cipsleri (%6—46), kahve (%13-39), hamur isleri ve biskiiviler (%10-20) ve ekmek
(%10-30) oldugu tespit edilmistir (26); diger gida gruplarinin katkis1 %10 dolaymdadir.
Ulkeler arasindaki diyet dzelliklerinin farkli olmasi, akrilamid profilinde de dnemli
farklara yol agacagindan, yapilan g¢aligmalarda bu durumun gbéz Oniinde tutulmasi
gerekmektedir.

Akrilamidin ortalama giinliik alim miktarlar1 konusunda farkli kuruluslar
tarafindan farkli degerler yayimlanmistir. WHO, akrilamidin giinliik alim miktarmi 0.3—
0.8 ng.kg ' araliginda, FDA ise 0.4 pg.kg ' olarak belirlemistir. FDA verilerine gore,
akrilamidin kabul edilebilir giinliik alim dozunun 0.2 pg.kg '.giin"' oldugu saptanmustir
(141,142).

Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi (EPA-United States Environmental
Protection Agency), bireylerin akrilamid alim dozuna karsilik, kansere yakalanma
riskleri lizerine yaptig1 degerlendirmede, kansere yakalanma olasiligini, hayat boyu 1
ngkg'.gin' dozunda akrilamid alan kisiler igin %0.45, 0.02 pgkg'.gin' dozunda
alanlar icin ise %0.01 olarak belirlemistir. Bu olasilik WHO tarafindan 0.14 pgkg'.g”
icin %0.01 (143), Norve¢ Gida Kontrol Otoritesi tarafindan 0.08 pg.kg”.giin” icin
%0.01 olarak belirlemistir (144).

Tim bu veriler, akrilamidin insanlar i¢in ndrotoksik ve karsinojenik bir tehlike
oldugu konusunda uluslararas1 otoritelerin fikir birligi i¢inde oldugunu gostermektedir.
Ancak akrilamidin insanlar iizerinde karsinojenik etkisinin sayisal olarak ifadesi i¢in
yeterli diizeyde epidemiyolojik verinin bulunmamasi, kesin ve gilivenilir bir
degerlendirme yapilmasini ve net bir sonuca ulagilmasini olanaksiz hale getirmektedir
(26). Risk degerlendirme komiteleri, akrilamid riskinin devam etmekte olan
karsinojenite ve uzun donemli ndrotoksisite c¢aligmalar1 1s18inda  tekrar
degerlendirilmesini ve gidalarda akrilamid olusumunun azaltilmasma yonelik
calismalarin devam ettirilmesini tavsiye etmektedirler. Bununla birlikte Amerika
birlesik devletlerinin baz1 eyaletlerindeki tiiketici dernekleri, akrilamid igeren gidalarin
iizerine “kanserojen etkili akrilamid maddesi icerir” ifadesinin yazilmasmin kanuni bir
zorunluluk haline getirilmesi i¢in yogun faaliyetler yiirlitmektedirler.

Tirkiye a¢isindan degerlendirildiginde ise resmi makamlar tarafindan bu konuya
yonelik yapilmis herhangi bir girisime rastlanmamistir. Bu, iilkemizde yasayan bireylere
yonelik bir risk degerlendirmesinin heniiz yapilmadigi anlamimma gelmektedir.
TUBITAK biinyesinde akrilamid analizlerine ydnelik ¢alismalar yapilmakla birlikte

bilindigi kadariyla akrilamid kaynakli risklere yonelik bir rapor yayimlanmamustir.
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Viicutta fizyolojik sartlarda siirekli bir serbest radikal olusumu ve bu zararh
radikallerin detoksifiye edildigi antioksidan etkili maddelerin etkilesimi s6z konusudur.
Bu antioksidan etkili yapilar; antioksidan etkili enzimler (sliperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz), vitaminler (vitamin A, E ve C) ve diger
organik ve inorganik molekiillerden (glutatyon, melatonin, selenyum) olusmaktadir.
Fizyolojik sartlarda, bu serbest radikallerle antioksidanlar arasinda bir denge soz
konusudur ve serbest radikaller siirekli zararsiz hale getirilmektedir. Oksidanlarin
iretimi ve katabolizmasi arasindaki hassas denge biyolojik fonksiyonlarin devami igin
cok onemlidir. Bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi, organizma i¢in hasarlayici
olaylarin baslamasina neden olan oksidatif strese yol agmaktadir.

Biyolojik sistemler, normal oksidasyon ve mitokondrideki elektron transportu
esnasinda O,", H,O, ve "OH gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT) olustururlar. Bu bilesikler,
bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol alirlar (145). Organizma ise iiretilen ROT’ a
karsilik siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi bir dizi koruyucu antioksidan enzimler ve
glutatyon ile miicadele etmektedir (146,147).

Oksidatif stres, genel olarak oksidan ve antioksidan mekanizmalar arasindaki
dengesizlik ile tanimlanir. Normal sartlar altinda hiicrenin antioksidan savunma
mekanizmalar1 ROT’lar1 azaltarak oksidatif stresi kontrol altina alir. Hiicrelerarasi
major antioksidan, rediikte glutatyon (GSH)’dur. GSH, oksidasyon-rediiksiyon
tepkimelerinde indirgeyici giic olarak rol alir. Total GSH seviyesini muhafaza etmek
icin glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-R) ve glutatyon S-
transferaz (GST) gibi antioksidan enzimler koordinasyon halinde ¢aligmaktadirlar (148).

Akrilamidin oksidatif strese yol agip agmadiginin incelendigi daha 6nce yapilan
deneysel hayvan caligmalarinda ¢ok farkli sonuglar elde edilmistir. Bu farkliligin,
akrilamidin uygulama yolu ve dozunun farkli olmasindan kaynaklandigi bildirilmistir
(28,56,149). Uzun siire diisiik doz akrilamid uygulamasinin (10 hafta siire ile igme suyu
icinde 0.5-500 pg akrilamid/kg olmak {izere) sigan karaciger dokusunda lipid
peroksidasyonuna yol ac¢tig1 ve GSH konsantrasyonunda azalmaya neden oldugu rapor
edilmistir (28). Buna karsilik, kisa siire yiiksek subletal doz (5 giin siire ile ip olarak 50
mg/kg olmak iizere) akrilamid uygulamasinin, karacier GSH konsantrasyonunda bir
degisiklige neden olmadig1 gorilmiistiir (149). Sican hiicre kiiltiirii calismalarinda ise 10
mM akrilamid uygulanmasinin hepatosit GSH konsantrasyonunda azalmaya neden

oldugu bildirilmektedir (56).

63



Akrilamid, suda ¢oziiniirliigii yliksek olan bir ksenobiyotik olmasi nedeniyle,
ag1iz yoluyla alindiktan hemen sonra hizli bir sekilde tiim dokulara dagilim gosterir.
Akrilamid, sindirim kanali boyunca (6zafagus, mide, ince ve kalin bagirsak) yeterli
GST enzimi varliginda GSH ile konjuge edilerek akrilamid-glutatyon kompleks
bilesigine cevrilmekte ve sindirim kanali dokularini akrilamidin zararh etkilerinden
korumaktadir. Gidalarla agizdan alinan akrilamidin bir kismi sindirim kanalinda bu
sekilde etkisiz hale getirilmektedir. Ancak akrilamidin sindirim kanali boyunca etkili bir
sekilde konjuge edilebilmesi, biiyiik oranda dokunun GST aktivite ve GSH diizeylerine
baghdir. Bu konuyla ilgili olarak Lieshout ve ark. ratlar1 bir siire; a-tokoferol, B-karoten,
likopen, flavonoid, limonen gibi antioksidan ve antikanserojen madde ilave edilmis
diyetle beslemiglerdir (150). Calisma sonucunda, sindirim sistemi boyunca; 6zafagus,
mide, ince ve kalin bagirsak dokularinda GST aktivitesinin 6nemli derecede artigmi
gozlemlemislerdir. Lieshout ve ark., bu sonuclar1 antioksidan ve antikanserojen etkili
maddelerden zengin olan sebze ve meyvelerin yeterli diizeyde tiiketiminin, ag1z yoluyla
alman 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 arastirmanin sonuglari,
gida kaynakli akrilamide maruz kalan kisilerin, yogun miktarda antioksidan ve
antikanserojen madde igeren bu sebze ve meyveleri yeterince tliketmesinin akrilamid
kaynakli kanserojenik, mutajenik ve oksidatif stres kaynakli etkileri engelleyebilecegini
diistindiirmektedir.

Ag1z yoluyla alinan akrilamid biiyiik oranda bagirsaklardan emilip kana gecerek,
karaciger ve diger dokulara hizli bir sekilde dagilim gosterir. Akrilamid, yarilanma
siiresinin kisa olmasit nedeniyle kandan cok hizli bir sekilde temizlenmektedir.
Karacigere gelen akrilamidin bir kismi GST/GSH sistemiyle konjuge edilerek
detoksifiye edilir, bir kismi ise sitokrom P450 enzim sistemiyle okside edilerek
glisidamide doniistiiriilmektedir. Kanda degisiklige ugramamis akrilamid orani ise ¢ok
disiiktiir (%0.5). Ayrica kana gecen akrilamidin bir kisminin, kanda bulunan proteinler
ile hemoglobine yiiksek affinite gdstermesi nedeniyle bu proteinlere baglandigi tespit
edilmistir (151). Glisidamid, akrilamidin okside edilmis formudur. Glisidamidin
katabolizmasi iki enzimatik yolla meydana gelmekte ve glisidamidin etkisizlestirilerek
viicut disma atilmasi saglanmaktadir. Birinci reaksiyonda glisidamid, epoksit hidrolaz
(EH) ile gliseramide okside edilerek yikima ugratilmakta ve biiylik oranda idrarla disar1

atilmaktadir. Ikinci enzimatik yikim yolu ise, GST’nin glisidamidi GSH ile konjuge
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ederek detoksifiye etmesi seklinde gerceklesir (152). Ancak hiicrelerin glisidamidi
detoksifiye etme kapasitelerinin biiyiik oranda yiiksek GST aktivite ve GSH diizeylerine
bagli oldugunu agik¢a bilinmektedir.

Chen Shuming ve ark. soya sosunun, ratlardaki akrilamid kaynakl
norotoksisiteye karsi koruyucu etkisini arastirmislardir (153). Bu calismada ratlara 8
hafta boyunca 10 mg/kg/giin dozunda akrilamid ve 0.5 ml soya sosu vermislerdir.
Sonug olarak soya sosunun, beyin dokusunda akrilamid kaynakli oksidatif strese karsi
kismen koruyucu oldugu 6ne siiriilmektedir.

Puppel ve ark., hiicre i¢i GSH seviyelerinin, akrilamid ve glisidamidin
olusturacagi genotoksisite acisindan 6nemli bir faktor olup olmadigini arastirmiglardir.
Hiicre i¢inde yiiksek diizeyde GSH bulunmasinin, akrilamidin GSH’la konjugasyonunu
artirarak glisidamid olusumunu azalttig1 ve boylece glisidamid kaynakli genotoksik
hasarlarin 6nemli derecede engellendigi ortaya konulmustur. Bunun yani sira, GSH
sentez inhibitorii verilen hayvanlara diisiik diizeyde akrilamid uygulamasi (1 mM) bile,
hiicre DNA’larinda O6nemli derecede =zincir kiriklar, baz kaymasi ve baz
degisikliklerinin meydana gelmesine yol a¢cmistir. Bu sonuclar, gerek akrilamid ve
gerekse de glisidamid kaynakli genotoksik etkilerin 6nlenmesinde hiicre i¢i GSH
diizeylerinin ¢ok énemli oldugunu gostermektedir (154).

Naruszewicz ve ark., goniillii insan deneklerine gida ile 4 hafta siireyle 157 mg
akrilamid uygulamislardir. 4 hafta sonra alinan kan 6rneklerinden izole edilen monosit,
lenfosit ve graniilositlerde asir1 bir SOR {iretiminin meydana geldigini, hiicre i¢i GSH
seviyelerinin ciddi derecede azaldigini tespit etmislerdir. Bu arastiricilar, uzun siire gida
kaynakli akrilamide maruz kalan insanlarda akrilamidin; oksidatif stres, inflamasyon ve
ateroskleroz gelisimini tetikleyebilecegini bildirmislerdir (155).

Srivastava ve ark., ratlara tek ve tekrarlayan dozlarda akrilamid uyguladiklar
calismalarinda, akrilamidin beyin dokusunda GST aktivitesi ve GSH diizeylerini 6nemli
derecede azalttigini, bunun sonucunda ise akrilamid kaynakli oksidatif hasarlarin
meydana geldigini belirtmislerdir (156).

Akrilamid kaynakli oksidatif hasar1 ortaya koymak amaciyla yapilan en ciddi
deneysel ¢alisma, Yousef ve El-Demerdash tarafindan yapilmistir. Bu arastirma, erkek
ratlara degisik dozlarda akrilamid uygulamasinin farkli dokularda antioksidan enzim
diizeyleri ve lipid peroksidasyonu {izerine etkilerini arastirmak amaciyla yapilmistir. Bu
amagla ratlarin icme suyuna 0.5, 5, 25, 50, 250 ve 500 pg/kg viicut agirhigir olacak

sekilde akrilamid ilave edilmis ve 10 hafta siireyle uygulanmistir. Akrilamid, plazma
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protein seviyelerini ve kreatin kinaz aktivitelerini énemli oranda azaltirken, plazma
fosfatazlarmnin seviyesini yiikseltmistir. Karaciger ve testislerde transaminaz ve fosfataz
aktiviteleri ciddi anlamda diiserken laktat dehidrojenaz seviyesinde herhangi bir
degisiklik olmamustir. Akrilamid uygulanan ratlarda, tiyobarbitiirik asit reaktif
iirlinlerinde, glutatyon S-transferaz aktivite diizeylerinde ve plazma, karaciger, testis,
beyin ve bobrek dokusu siiperoksit dismutaz seviyelerinde, uygulanan akrilamid
dozuyla uyumlu bir artis, GSH diizeylerinde ise ciddi bir diisiis tespit edilmistir. Bu
arastrmanin verileri, akrilamidin toksik etkileri sebebiyle oksidatif strese ve enzim
aktivitelerinde bir diizensizlie sebep oldugunu ve bunun sonucunda da akrilamid
kaynakli doku hasarinin meydana geldigi seklinde yorumlanmistir (28)

Yapilan diger bir deneysel hayvan c¢aligmasinda, ratlara 25 mg/kg dozda
akrilamid uygulamasi sonrasi, karaciger, ince ve kalin bagirsak dokularinda MDA
diizeylerinin ciddi derecede arttigi, GST aktivite ve GSH seviyelerinin azaldig1 tespit
edilmistir. Yousef ve El-Demerdash’in yaptig1 ¢alismada, akrilamid uygulamasi sonrasi
dokularda GST aktivitesinin arttigmin tespit edilmis olmasi nedeniyle bu iki arastirma
sonuglar1 arasinda bir uyumsuzluk meydana gelmistir. Bu ¢alismay1 yapan arastiricilar
bu uyumsuzlugun, Yousef ve El-Demerdash’m uyguladigi akrilamid dozlarmin cok
diisiik olmasmdan ve uygulama siiresinin farkli olmasindan kaynaklandigini ileri
stirmiislerdir.

Akrilamid metabolizmasinda en etkin yol GST enzimleri aracilig1 ile olan GSH
konjugasyonudur (157).

Glutatyon S-Transferazlar, endojen ve eksojen kaynakli, -elektrofilik ve
hidrofobik bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu saglayarak, genellikle daha kolay
atilabilen ve daha az toksik metabolitlere doniislimiinii katalizleyen Faz-11
detoksifikasyon enzim ailesidir (158,159).

Tabiatta glutatyon transferaz aktivitesi gdsteren enzimler, sitozolik,
mitokondriyal ve mikrozomal olmak iizere ii¢ alt gruptan olusmaktadir (160).
Memelilerde sitozolik GST’ler kimyasal ozellikleri, immiinolojik reaktiviteleri ve
amino asit dizilimlerine gore sekiz gruba (alpha (a), mu (p), pi (w), theta (0), omega
(Q), kappa (x), sigma (o) ve zeta ({)) ayrilmaktadir (161).

Bircok ksenobiyotik GST aktivitesini farkli yollarla etkileyebilir. Bu etki
indiiksiyon, aktivasyon ya da inhibisyon seklinde olabilir. Bu konudaki ¢alismalar en
cok karaciger enzimleriyle yapilmistir. Ornegin fenobarbital, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar GSTleri indiikledigi (162), baz1 herbisitler (tirifluran, molinat gibi) GST
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aktivitesini arttirdigr (163), siprofibrat gibi bazi hipolipidemik ilaglarin ise GST
aktivitesini azalttig1 belirtilmektedir (164).

Yousef ve ark. yaptiklari ¢alismada akrilamid verilen ratlarin plazma, karaciger,
bobrek, testis ve beyin dokularinda GST aktivitelerinin doz bagimli olarak arttig1
bulunmustur (28).

Bizim yaptigimiz arastirmada; akrilamid uygulamasi karaciger GST aktivitesini
artrmug, akrilamidle beraber kayisi uygulamasi ise GST aktivitesini diigiirmiistiir.
Ancak GST aktivitesindeki bu degisiklikler istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunan, 4 selenyum atomu igeren, tetramerik
yapida bir enzimdir. GSH-Px elektron kaynag1 olarak glutatyonu kullanarak hidrojen
peroksit ve organik hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir.
Mitokondri, sitozol ve hiicre membranlarinda bulunur. Enzim aktivitesindeki azalma,
H,0; diizeylerinin yiikselmesine ve hiicre hasarma yol agmaktadir. Ayrica GSH-Px’in
fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir (165,166).

Catalgol ve ark.’nin yaptiklar1 in vitro ¢alismada, akrilamid kaynakli oksidatif
stresin insan eritrositlerine etkisi arastirilmis. Eritrosit solusyonlar1 0.10, 0.25, 0.50 ve
1.00 mM’lik akrilamid ile 37 derecede 1 saat muamele edilmis. Sonucta akrilamidin
yiiksek dozlarmin GSH-Px aktivitesini azalttigini saptamislardir. Bu durum akrilamidin
oksidatif strese yol acarak antioksidan enzimlerde bozulmaya yol actigini
gostermektedir (167).

Zhu ve ark.’nin, akrilamidin siyatik sinir lizerine etkisini arastirdiklar1 baska bir
calismada; ratlara 10 hafta siireyle haftada 3 kez intraperitoneal olarak 40 mg/kg’lik
dozlarda akrilamid uygulanmistir. Sonugta siyatik sinir GSH-Px aktivitesinin arttigin
Glutatyon rediiktaz aktivitesinin azaldigin1 saptamislardir. Bu sonucu da akrilamid
kaynakli norotoksisite gelisiminin, lipid peroksidasyonunu arttirdigi ve antioksidan
savunma sistemini bozduguna baglamislardir (168).

Bizim calismamizda akrilamid verilen grubun GSH-Px aktivite diizeylerinin
kontrol ve kayis1 verilen gruplara kiyasla daha diisiik oldugu saptanmis ve diger
arastiricilarin bulgularimi teyid etmistir. Fakat kayismin GSH-Px aktivitesi iizerine
herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bunun nedeni, kayismin igerdigi
antioksidan maddelerin akrilamid kaynakli serbest radikalleri detoksifiye ederek
oksidatif stresi azalttig1, karacigerde antioksidan kapasite agisindan bir kompanzasyon
sagladigi ve bu nedenle de karacigerde GSH-Px aktivitesinin artisina ihtiyag

duyulmadig: seklinde agiklanabilir.
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Viicuda alman toksik maddelerin sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri
nedeniyle hiicre hasarlar1 meydana gelmektedir ve bu tip toksik madde kaynakli tiriinler
viicudun kendi detoksifikasyon sistemleri tarafindan ortadan kaldirilmaya
calisilmaktadir. Bu mekanizmalarda onemli gorevi olan enzimlerin aktiviteleri ve gen
ifadeleri bu maddelere maruz kalma ile degisebilmektedir.

Bir aragtirmada Mei ve ark. fareleri, igme sularina kattiklar1 500mg/L oraninda
akrilamid ile 3 hafta boyunca beslemisler ve akrilamidin detoksifikasyondan sorumlu
olan enzimlerin karacigerlerindeki gen ifadelerine olan etkisini arastirmislardir.
Arastirmacilar GSTn gen ifadesinin akrilamid uygulamasiyla birlikte 2,4 kat daha
azaldigini tespit etmislerdir (169).

Bir bagka arastirmada farkli bir toksik madde olan aflatoksin B1’in prenatal ve
postnatal donemde ratlarin karaciger GSTn gen ifadesine olan etkisi arastirilmistir.
Fatemi ve ark. bu arastirmalarinda prenatal ve postnatal donemde tek doz aflatoksin
B1’e (3mg/kg viiciit agirligl) maruz kalan ratlarin karaciger GSTn gen ifadesinde bir
degisme olmadigmi bildirmislerdir (132).

Farkli bir ¢alisma subkronik akrilamid uygulamasinin erkek ratlarm beyin
hipotalamus ve hipofiz GSTn gen ifadesine olan etkisi arastirilmigtir. Bu amagla
arastirmacilar 14 giin boyunca ratlar1 2.5 mg, 10 mg ve 50 mg/kg/gilin dozlar seklinde
icme sularma kattiklar1 akrilamid ile muamele etmislerdir. Yiiksek dozda uygulanan
akrilamidin hipotalamus GSTn gen ifadesine bir etkisi olmazken, hipofizde bulunan
GSTn mRNA gen ifadesini anlamli sekilde etkiledigini tespit etmislerdir (170).

Benzer bir bagka calismada 50mg/kg/giin dozda i¢me sularmna akrilamid
uygulanan erkek ratlarin beyin striatum ve substantia nigra bolgelerindeki GSTn
mRNA gen ifadelerinde herhangi bir degisiklik olmadigini bildirmislerdir. (171)

Arastirmamizda biz de benzer olarak akrilamid uygulanan gruplarin karaciger
GSTn mRNA seviyelerininn, GAPDH mRNA seviyelerine oranlanmasi sonucunda,
GSTn mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik tespit edemedik
(P>0.05). Ayni sonuglar ilgili genin enziminde de elde edilmistir. Arastirmamizda
uyguladigimiz akrilamid dozunun, transkripsiyon sathasinda GSTnr mRNA seviyesine

ve translasyonda ise enzim aktivitesine etki etmedigi ifade edilebilir.

68



6. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada; akrilamid grubu karaciger dokusu TBARS diizeyleri, kayis1 ve
kayisi-Acr gruplarma kiyasla anlamli olarak daha diisiik, GSH diizeyleri kontrol
grubuyla karsilastirildiginda onemli derecede diisiik, GSH-Px diizeyleri kontrol ve
kayis1 gruplar1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli derecede diisiik
bulundu. Kayis1 grubu karaciger dokusu TBARS diizeyleri, akrilamid grubuna gore
anlaml olarak daha diisiik, GSH diizeyleri, kontrol grubuna gore daha diisiik, GSH-Px
diizeyleri, akrilamid grubuna gore daha yiiksek bulundu. GST, GST-Pi gen ifade
diizeylerinde ve histopatolojik degisiklikler agisindan ise gruplar arasinda anlamli bir
fark saptanmadi.

Elde edilen tiim sonuclar, 3 ay siireyle ratlara giinliik 500 pg/kg dozda verilen
akrilamidin karaciger dokusunda herhangi bir histopatolojik hasara neden olmaksizin
karaciger tarafindan kolaylikla detoksifiye edildigini gostermektedir. Akrilamidin
karaciger dokusunda ciddi bir histopatolojik hasar meydana getirmemis olmasi ve
biyokimyasal parametrelerde ciddi bir degisime yol agmamis olmasi nedeniyle, 3 ay
siireyle yemle verilen %35’lik organik kuru kayisinin karaciger lizerinde koruyucu bir
etkisinin olup olmadig1 hususu tam olarak ortaya konulamamaistir. Bu nedenle, kayisinin
akrilamid kaynakl toksisiteye karsi koruyucu etkisinin, daha yiiksek dozlarda akrilamid

uygulanarak yapilacak ¢alismalarda denenmesi gerekmektedir.
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7. OZET

Subkronik Akrilamid Toksisitesi Olusturulan Ratlarda Kayisinin,
Karaciger Dokusu Glutatyon S-Transferaz Pi (GST-P) Gen Ekspresyonuna, GST,
GSH-Px, GSH ve MDA Diizeylerine Etkisinin Arastiriimasi

Akrilamid endiistride yaygin olarak kullanilan toksik bir kimyasaldir. Akrilamid,
gidalarin yiiksek sicakliklarda islenmesi sirasinda olusmakta ve bu gidalarla birlikte
viicuda alinmaktadir. Gidalarla alinan akrilamidin insan viicudunda ne gibi hasarlar
olusturabilecegi konusu tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle gida kaynakl
akrilamid, insan sagligmi tehdit eden Onemli bir problem olarak goriilmektedir.
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC-International Agency for Research into
Cancer) gidalardaki akrilamidi ‘insanlar i¢in potansiyel kanserojen maddeler’ (grup 2A)
arasma almistir.

Bu calismada disi Spraque Dawley ratlara igme suyu ile subkronik dozda
akrilamid verilerek, akrilamidin karaciger dokusunda meydana getirebilecegi muhtemel
toksik etkilerin incelenmesi ve bu etkilerin organik kuru kayisi ile 6nlenebilirliginin test
edilmesi amaglanmustir.

Canli agirliklar1 ortalama 200 gr olan 40 adet disi Spraque Dawley ratlar esit
olarak dort gruba ayrildi: 1. grup (kontrol grubu); 12 hafta siireyle normal yemle
beslendi, 2. grup (kayis1 grubu); 12 hafta siireyle %5 kuru kayisili yem ile beslendi, 3.
grup (akrilamid grubu); 12 hafta siireyle igme suyu i¢inde 500 pg/kg akrilamid ve
normal yemle beslendi, 4.grup (akrilamid+kayisi grubu); 12 hafta siireyle igme suyu ile
500 pg/kg akrilamid ve %5 kuru kayisili yem ile beslendi.

12 haftalik siirenin sonunda tiim ratlar dekapite edildi. Ratlardan histopatolojik
inceleme, Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-Transferaz (GST), Glutatyon S-
Transferaz P1 (GST-P) gen ekspresyonu, Malondialdehid (MDA), Rediikte Glutatyon
(GSH), total protein analizi i¢in karaciger 6rnekleri alindi.

Calismamizin sonucunda; akrilamid grubu karaciger dokusu MDA diizeyleri,
kayist ve kayisi-Acr gruplarma kiyasla anlamli olarak daha diisiik, GSH diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla daha diisiikk, GSH-Px diizeyleri kontrol ve kayist gruplarma
kiyasla daha diisiik bulundu. Kayis1 grubu karaciger dokusu MDA diizeyleri, akrilamid
grubuna kiyasla anlamli olarak daha yiiksek, GSH diizeyleri, kontrol grubuna kiyasla
daha diisiik, GSH-Px diizeyleri, akrilamid grubuna kiyasla daha yiiksek bulundu. GST
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ve GST-Pi gen ifade diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir degisiklik saptanmadi.
Ayrica karaciger dokusu histopatolojik inceleme sonucunda ise gruplar arasinda anlaml
bir fark gdzlenmedi.

Elde edilen tiim sonuglar, 3 ay siireyle ratlara giinliik 500 pg/kg dozda verilen
akrilamidin karaciger dokusunda herhangi bir histopatolojik hasara neden olmaksizin
karaciger tarafindan kolaylikla detoksifiye edildigini gostermektedir. Akrilamidin
karaciger dokusunda ciddi bir histopatolojik hasar meydana getirmemis olmasi ve
biyokimyasal parametrelerde ciddi bir degisime yol agmamis olmasi nedeniyle, 3 ay
sireyle yemle verilen %35’lik organik kuru kayisinin karaciger {izerinde koruyucu bir
etkisinin olup olmadig1 hususu tam olarak ortaya konulamamistir. Bu nedenle, kayisinin
akrilamid kaynakl toksisiteye karsi koruyucu etkisinin, daha yiiksek dozlarda akrilamid

uygulanarak yapilacak ¢alismalarda denenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: kayisi, akrilamid, rat, karaciger, GST-Pi, RT-PZR,

antioksidan enzimler.
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8. SUMMARY

Subchronic Toxicity of Acrylamide Administered to Rats, Investigation of
The Effect of Apricot at Liver Tissue Glutathione S-Transferase P (GST-P) Gene
Expression, GST, GSH-Px, GSH and MDA Levels

Acrylamide is a toxic chemical which is widely used in industry. Acrylamide
could occur in food during high temperature cooking and it can be taken up by humans
via diet. Adverse effects of acrylamide on human body are completely unknown when
taken up via food chain. Therefore, dietary source of acrylamide could pose a great risk
for public health. Acrylamide, which in food, is classified in Group 2A as a ‘possible
carcinogen to humans’ by International Agency for Research on Cancer (IARC).

In this study, it was aimed to investigate the possible toxic effects that
subchronic doses of acrylamide with administered drinking water on the liver 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
at 500png/kg via drinking water and normal diet. Group 4 (acrylamide-apricot); animals
were administered daily acrylamide 500ug/kg via drinking water and diet with %5
apricot.

At the end of 12 weeks-period, all rats were decapitated. Samples of liver were
collected for histopathological examination as well as biochemical analyses to measure
levels of Glutathione Peroxidase (GSH-Px) aktivity and Glutathione S-Transferase
(GST) activity, Glutathione S-Transferase Pi gene expression, Malondialdehyde
(MDA), Reduced Glutathione (GSH) and Total Protein.

As a result of our study, liver tissue MDA levels of acrylamide group were
significantly lower than apricot and apricot-ACR groups, GSH levels, lower than the
control group, GSH-Px levels were lower than control and apricot groups. Apricot
group liver tissue MDA levels were significantly lower compared to the acrylamide

group, GSH levels were lower than the control group, GSH-Px levels were found higher
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compared to the group of acrylamide. GST and GST-Pi gene expession levels were no
significant differences between the groups.

All the results obtained, the rats daily for 3 months 500 pg/kg dose of
acrylamide in the liver tissue without any histopathological damage has been detoxified
by the liver easily. Did not bring serious damage to the liver tissue of acrylamide in a
histopathological and biochemical parameters that have not signed because of a serious
change in the way, for a period of 3 months 5% of the organic dried apricots with diet a
protective effect on the liver and the matter is not fully exposed. Therefore, the
protective effect of apricot against toxicity from acrylamide, the examination of studies

must be done by applying higher doses of acrylamide.

Key words: apricot, acrylamide, rat, liver, GST-P, RT-PCR, anti-oxidant

enzymes.
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