RATLARDA, AKRILAMID KAYNAKLI OLASI
OKSIDATIF STRES UZERINE KROSININ
ETKILERININ ARASTIRILMASI

2017
YUKSEK LISANS TEZI
KIMYA

Sema GEDIK



RATLARDA, AKRILAMID KAYNAKLI OLASI OKSIDATIF STRES
UZERINE KROSININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sema GEDIK

Karabiik iiniversitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dalinda
Yiiksek Lisans Tezi

Olarak Hazirlanmistir

KARABUK
Mayis 2017



Sema GEDIK tarafindan hazirlanan “RATLARDA, AKRILAMID KAYNAKLI
OLAST  OKSIDATIF STRES UZERINE KROSININ  ETKILERININ
ARASTIRILMASI” baghkli bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olarak uygun oldufunu

onaylarim,

Doc. Dr. Eyiip ALTINOZ
Tez Damgmani, Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

Bu caligma, jiirimiz tarafindan oy birligii ile Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans
tezi olarak kabul edilmigtir. 25/05/2017

Unvani, Ad1 SOYADI (Kurumu)

Bagkan : Prof. Dr. Ilafize UZUN (i0)

Uyve  :Dog. Dr. Eyiip ALTINOZ (KBIJ)

Uye  :Yrd. Dog. Dr. Ismail HASKUL (KBU)

) S (1 1 7

KBU Fen Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulu, bu tez ile, Yiiksek Lisans derecesini

onanusgtir.

Prof. Dr. Nevin AYTEMIZ

Fen Bilimleri Enstitiisi Midiir

i



“Bu tezdeki tiim bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak elde
edildigini ve sunuldugunu, ayrica bu kurallarin ve ilkelerin gerektirdigi sekilde, bu
calismadan kaynaklanmayan biitiin atiflart yaptigimi beyan ederim.”

Sema GEDIK



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

RATLARDA, AKRILAMID KAYNAKLI OLASI OKSIDATIF STRES
UZERINE KROSININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sema GEDIK

Karabiik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Tez Danismani:
Dog. Dr. Eyiip ALTINOZ
Mayis 2017, 101 sayfa

Bu caligmada, ratlara akrilamid uygulanarak oksidatif strese bagli olusan oksidatif
hasarin gii¢lii bir antioksidan 6zellige sahip krosin ile tedavi edilmesi amaglanmustir.
Akrilamidin (AA) yiiksek dozlari canlilar igin genotoksik, kanserojenik ve
norotoksiktir. Besinlerin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi ile akrilamid olusmaktadir.
Bu besinlerin tiikketilmesiyle insanlarin viicuduna AA alinmaktadir. Gidalarla alinan
akrilamidin insan viicudunda ne tiir hasarlara sebep olacagi tam bilinmediginden
dolayr gida kaynakli akrilamidin insan sagligini tehdit edebilecegi diisiiniilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), insanlarda 1mg akrilamidin her 100.000°de 1 kiside
kansere sebep oldugunu belirlemistir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi
akrilamidin insan saglig1 iizerine olan etkisini ‘insanlar i¢in biiylik olasilikla bir
kanserojen’ ifadesini kullanmigtir. Avrupa birligi siniflandirma sistemine gore

akrilamid karsinojen, mutajen ve iireme sistemi lizerinde toksik etki birakmaktadir.



Dogal olarak bu etkinin oral yolla tek doz alimi sonrasi ortaya ciktigi da
belirtilmistir. Oksidatif stres, hiicrelerde Serbest Oksijen Radikallerinin (SOR)
miktarinin ¢ok fazla yiikselmesi veya hiicrelerde bulunan antioksidanlarin azalmasi
sonucu oksidanlarin artmasi durumudur. Béylece SOR yeterli diizeyde detoksifiye
edilemediginden dolay1r hiicrenin makromolekiillerine (niikleik asit, protein,
karbonhidrat, lipid ) zarar vererek oksidatif hasarlar meydana getirirler. Hiicrelerin
savunmasinda rediikte glutatyon (GSH) radikallerin olusturdugu hasara karsi
korunmasinda ¢ok onemlidir. GSH giiclii niikleofil 6zelliginden dolay1 SOR ile direk
reaksiyona girerek okside iriinlerin siipiiriilmesini saglar.Hiicrelerin GSH igerigi
farklilik gosterdigi ic¢in farkli hiicrelerin oksidatif strese karsi cevabida farkli

olmaktadir.

Calismamizda 21 giin siire ile ratlara akrilamid ve krosin uygulanarak ince bagirsak,
kalin bagirsak, karaciger ve kan numuneleri alimmistir. Alinan bu dokularin
histopatolojik incelemeleri ve GSH, malondialdehid (MDA), superoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), total antioksidan (TAS) ve total oksidan (TOS) seviyelerine
ve kanda AST, ALT ve ALP seviyelerine bakilarak ve akrilamid tarafindan olusan

degisikliklerin krosin tarafindan hangi oranda giderilebildigine bakilmistir.

Anahtar Sozciikler : Akrilamid, krosin, oksidatif stres, GSH, MDA, antioksidan.
Bilim Kodu 1 201.1.020
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In this study, it was aimed to treat oxidative damage caused by oxidative stress by
applying acrylamide to rats with crocin, which has a strong antioxidant property.
High levels of acrylamide (AA) are genotoxic, carcinogenic and neurotoxic for the
living. The cooking of foods at high temperatures causes the formation of akrialids in
low quantities and is consumed by the human body by consuming these foods. Food-
borne acrylamide is thought to threaten human health because it is not known exactly

what causes damage to the human body.

The World Health Organization (WHQ) has determined that 1 mg of acrylamide in
humans causes cancer in one person every 100,000. The International Center for
Cancer Research has used the effect of acrylamide as a carcinogen for humans, most
probably for humans. According to the European Union classification system,
acrylamide has a toxic effect on carcinogen, mutagen and reproductive system.

Naturally, this effect has also been shown to occur after oral administration of a
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single dose. Oxidative stress is a condition in which the amount of Free Oxygen
Radicals (SOR) in the cells is increased too much or the antioxidants in the cells are
reduced and the resulting oxidant / antioxidant balance is destroyed in favor of the
oxidants. In this case, SOR causes oxidative damage by attacking the
macromolecules of the cell (lipid, protein, carbohydrate, DNA) because SOR can not
be sufficiently detoxified.In the defense of cells it is very important to protect against
damage caused by reductive glutathione (GSH) radicals. Due to its strong
nucleophilic nature, GSH reacts directly with SOR to sweep up the oxidation
products. Because the GSH content of cells differs, different cells are different in

response to oxidative stress.

In our study, small intestine, large intestine, liver and blood samples were taken by
applying acrylamide and crocin to rats for 21 days. The histopathologic analyzes of
these tissues and the changes of AH, ALT and ALP levels and the changes caused
by acrylamide were investigated in the levels of GSH, malondialdehyde (MDA),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), total antioxidant (TAS) and total

oxidant It has been looked at by the crosse where it can be removed.

Key Word  : Acrylamide, crocin, GSH, MDA, oxidative stress, antioxidant.
Science Code : 201.1.020
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BOLUM 1

GIRIS

Akrilamidin  (AA) vyiiksek dozlart canlilar igin genotoksik, kanserojenik ve
norotoksiktir. Besinlerin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi AA olusmaktadir. bu
Besinlerin tiiketilmesiyle AA insanlarin viicuduna alinmaktadir.Besinlerle alinan AA
insan viicudunda ne tiir hasarlara sebep olacagi tam bilinmediginden dolayi gida

kaynakli AA’in insan saghigini tehdit edebilecegi diisiiniilmektedir.

Son yillarda yapilan arastirmalar akrilamidin insan saghigi iizerinde ¢ok fazla
olumsuz etkiler yaptig1 dikkat ¢ekmistir. Deney hayvanlari iizerinde 1970°1i yillarda
yapilan ¢alismalarinda AA’in kansere neden olabilecek ¢ok toksik bir madde oldugu
bildirilmistir [1]. AA dogada serbest olarak bulunmayan ancak kimyasal yollarla

sentezlenebilen ticari olarak kullanilan bir kimyasal bir maddedir.

AA endiistri alaninda atik sularin aritilmasinda, tekstil sektOriinde, matbaacilikta,
kozmetik iriinlerin iiretilmesinde katki kimyasallar1 olarak kullanilabilmektedir.
Akrilamidin dogal olarak olusmadigini ve sadece kimyasal olarak sentezlenebilecegi
goriisii 2000 yilina kadar kabul gérmekteydi. Stokholm tiniversitesinden bir grup
aragtirmaci, 2000-2002 yillarinda yiiksek derecelerde pisirilen besinlerde yiiksek
seviyelerde AA’in olustugunun o6ne siiriilmesi ile bir anda tiim dikkatlerin AA
tizerine gevrilmesine sebep olmustur [2, 3]. Bilim adamlarinin bu bulusu AA ile ilgili
tim bilinenlerin degigsmesine ve AA’in yalniz kimyasal olarak sentezlenebilecegi
goriisiiniin  degismesine sebep olarak gidalarda da dogal olarak olusabilecegi
gercegini ortaya cikarmustir. Isvecli bilim adamlarinin 2002 yilinda AA’in
karbonhidratca zengin gidalarda olustugunu ilan etmeleri ile, Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) yetkilileri [4] ile
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (U.S.Food and Drug Administration; FDA), insan

sagligi icin gida kaynakli AA’in ciddi bir sorun olusturabilecegini agiklamiglardir.



Yapilan arastirmalarda 120°C ve iizerindeki sicakliklarda pisirilen gidalarda AA’in
bol miktarda olustugu belirtilmistir. Yiiksek sicakliklarda pisirilen gidalarda yiiksek
diizeylerde AA olusabilirken haslanarak pisirilen gidalarda AA’in meydana
gelmedigi saptanmistir [5]. Pisirilme sirasinda olusan AA’in miktari, pisirme stiresi
ve sicakligina bagl olarak artis gostermektedir. Sharp [6], karbonhidrat ve protein
orani yiikksek olan besinlerin 120°C derece ve tizerindeki derecelerde pisirilmesi

esnasinda, ortalama Img/kg diizeyinde akrilamidin olustugunu belirtmistir.

Oksidatif stres, hiicrelerde Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) miktarinin ¢ok fazla
yiikselmesi veya hiicrelerde bulunan antioksidanlarin azalmasi sonucu oksidanlarin
artmast durumudur. Boylece SOR yeterli diizeyde detoksifiye edilemediginden
dolay1 hiicrenin makromolekiillerine (niikleik asit, protein, karbonhidrat, lipid ) zarar
vererek oksidatif hasarlar meydana getirirler [7]. Hiicrelerin savunmasinda rediikte
glutatyon (GSH) radikallerin olusturdugu hasara karst korunmasinda ¢ok onemlidir.
GSH giiclii niikleofil 6zelliginden dolay1r SOR ile direk reaksiyona girerek okside
triinlerin temizlenmesini saglar. Hiicrelerin GSH igerigi farklilik gosterdigi icin
farkl hiicrelerin oksidatif strese karsi cevabida farkli olmaktadir. GSH viicudun non-
enzimatik antioksidan molekiillerinden biri olup glutamat, glisin ve sisteinden olusan
bir tripeptittir. GSH, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon S-transferazin
(GST) enzimlerinde koenzim olarak gorev yaparak reaksiyon sonucu okside
glutatyonu (GSSG) haline doniistiiriiliir. Glutatyon rediiktaz (GR) reaksiyonlar
sonucu olusan bu GSSG’1 yeniden GSH’a doniistiiren ve antioksidan etki gosteren
bir enzimdir. Viicuda alinan AA, sindirim sisteminde GSH’in bulunmasi halinde
GST ile akrilamid glutatyona doéntistiiriilerek detoksifiye edilir ve kolaylikla viicut
disina atilabilir. Dokularda bulunan GSH’mm % 60’min karacigerde bulunmasi
nedeniyle AA karacigerde akrilamid-glutatyon konjugatina doniiserek idrarla
viicuttan atilir. Ancak, AA’in sudaki ¢Oziniirliigiiniin yiiksek olmasindan dolay:
ekstrahepatik dokulara da kan yoluyla kolaylikla dagilmaktadir. Dolayisiyla dokular,
GST / GSH diizeylerine baglh olarak akrilamidi GSH ile konjuge ederek detoksifiye
edebilirler. Ayrica AA’in bir kismi Sitokrom P450 enzim sistemiyle metabolize
edilerek genotoksik ve mutajenik etkisi daha da fazla olan glisidamide doniistiiriiliir.
Karaciger dokusu AA de oldugu gibi glisidamid molekiiliinii de GST / GSH

sistemiyle baglayarak detoksifiye ederek idrarla viicud disina atilir. Tiim dokularda
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AA’in detoksifiye edilmesinde en Onemli etken, yeterli diizeyde GSH’in

bulunabilmesidir.

Bu aragtirmada 21 giin siire ile ratlara 21 giin boyunca akrilamid ve krosin
uygulanarak ince bagirsak, kalin bagirsak, karaciger ve kan numuneleri alinacaktir.
Almmacak bu dokularin histopatolojik incelemeleri ve GSH, malondialdehid (MDA),
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), total antioksidan (TAS) ve total oksidan
(TOS) seviyelerine ve kanda AST, ALT ve ALP seviyelerine bakilacak ve akrilamid
tarafindan olusan degisikliklerin krosin tarafindan hangi oranda giderilebilecegine

bakilacaktir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

Akrilamidin (AA) kanserojenik ve toksik bir madde oldugundan dolay1 sagliga
zararl etkileri bulunmaktadir. AA 1950’li yillarda kimyasal olarak sentezlenerek
Amerika’da endiistri alaninda kullanilmaya baslanmistir. AA monoakrilamid ve
poliakrilamid olmak {izere iki formda bulunmaktadir [8]. Monomer yapidaki AA, bir
amid olup doymamis ¢ift bag icermektedir. Oda sartlarinda kararlidir, beyaz bir
kristal gibi goriinmekte olup kokusuz bir maddedir ve sudaki ¢oziintirligii yliksektir.
Erime noktas1 84.56°C, kaynama noktas1 ise 125 *C’dir [9]. Oksidatif ajanlara maruz
kaldiginda yiiksek polimerize 6zelligi gostermektedir. AA, poliakrilamid sentezinde
kullanilan bir monemer olup, endiistri alaninda kozmetik tiriinler ve kagit yapimi gibi
pek c¢ok alanda kullanilmaktadir. Poliakrilamidler, kimyasal olarak tepkisiz,
nontoksik ve genelliklede kararli yapilardir. Poliakrilamid, igme suyunun
temizlenmesi [6, 10], endistri alanlarinda kullanilan atik sularinin aritilmasinda,
icme suyu depolarinin ve kanalizasyon sistemlerinin yapiminda [11], plastik
sanayisinde [12], jel elektroforezinde [13], boya sanayinde ve madencilik gibi pek
¢ok alanlarda kullanilmaktadir [14]. Poliakrilamid matbaacilikta 6zellikle kagitlarin
dayanikliligini artirmak igin kullanilir. Ayrica Kozmetik sanayisinde 6zellikle losyon
deoderant gibi kisisel bakim iriinlerinde yagli ve yumusak bir 06zellik
kazandirmasindan dolay1 tercih edilmektedir [4]. Ancak poliakrilamid olusum
reaksiyonlart sirasinda AA’in bir kismi serbest olarak ortamda kalmaktadir. Bu
yiizden losyon ve deoderont gibi kisisel bakim {irlinlerinde diisiik diizeylerde de olsa
AA bulunmakta ve cilt yoluyla emilebildiginden bir risk olusturmaktadir. Ancak
serbest halde bulunan akrilamid seviyesi diisiik oldugu icin risk diizeyi diisiik
olmakla birlikte uzun siireli uygulamalar bir risk olusturabilir. AA’in monomerik
formunun laboratuar hayvanlarinda norotoksisiteye ve anemiye sebep oldugu
belirlenmistir [15]. Diinya Saghk Orgiiti (WHO), insanlardalmg AA’in her
100.000°de 1 kiside kansere sebep oldugunu belirlemistir.



Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi akrilamidin insan saglig {izerine olan etkisini
‘insanlar i¢in biiyiik olasilikla bir kanserojen’ ifadesini kullanmistir. Avrupa birligi
smiflandirma sistemine gére AA Karsinojen, mutajen ve ilireme sistemi {izerinde
toksik etki birakmaktadir. Dogal olarak bu etkinin oral yolla tek doz alimi sonrasi

ortaya ¢iktig1 da belirtilmistir [16].

AA’in toksik etkisinin oldugu ve kanserlesmeye sebep oldugu ¢ok dnceki yillardan
beri bilinmekteydi. Ancak Stokholm {iniversitesinden bir grup arastirmacinin 2000°1i
yillarin baslarinda AA’in 1s1l iglemler sonucu gidalarda olustugunu bilim diinyasina
duyurmalar: biitiin dikkatlerin akrilamid {izerine ¢evrilmesine sebep olmustur [2, 3].
AA, 120°C ve iizerindeki sicakliklarda kizartilmis, firmlanmis veya i1zgara ile
pisirilmis gidalarda olusmaktadir [17, 18]. AA gidalarda dogal olarak bulunan bir
kimyasal olmayip gidalarin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi sirasinda olusan
kimyasal tepkimeler sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Gidalarin yiiksek sicakliklarda
kizartilmasindan ziyade haslanarak pisirilmesi ise AA olusumuna sebep
olmamaktadir. Ozellikle karbonhidrat ve proteince zengin gidalarda bazi seker ve
aminoasitlerin  yiiksek sicakliklarda reaksiyona girerek AA  olusturdugu
kanitlanmistir [17, 18]. Yiiksek sicakliklarda islem gormiis gidalarda Maillard
reaksiyonu sonucunda renk ve lezzet olusumu AA olusumu ile ilgili olabilir ve bu
durum karacigerde toksik etkiye neden olabilir [19]. Yiiksek sicakliklar pisirilen
tiriinlerde yapi1, tad ve koku bilesiklerinde hissedilebilir derecede degisimler
gerceklestirmesinden kaynakli olarak besinlerde bu durum istenilmemektedir. Bu
durumun ortaya ¢ikmasinda ki en dnemli reaksiyon ise Maillard reaksiyonudur [20].
Fakat bu duruma karsin besinlerin pisirilmesi esnasinda AA’in hangi olusum
mekanizmasi ile olustugu tam olarak belirlenmemistir. Insan ve hayvan saghg
tizerine olumsuz etki olusturan AA’in gidalarda yeni tespit edilmis olmasindan
kaynakli olarak ¢ok sayida aragtirma yapilmamistir. Fakat bu durum insan saglig
acisindan Onem arz etmesinden dolayr caligmalar uluslar arasi alanda Gnem
kazanmakta ve devam etmektedir. Besinlerdeki AA konusu ile ilgili konular,
arastirmalar sinirli olmasina ragmen yapilan incelemeler sonucunda ki verilerde
AA’in genel olarak kizarmis, firnlanmis, yiiksek 1siya maruz birakilmig tahil

tiriinlerinde yiiksek miktarlarda oldugu belirlenmistir [21]. Fakat bu duruma karsi



olarak ise haglanmis gidalarda yada ¢ig olarak tiiketilen besinlerde AA’in olugsmadigi

belirlenmistir.

Pisirilme esnasinda meydana gelen AA’in pisirme sicakligi ve siiresi ile dogru
orantili olarak arttig1 belirlenmistir. Bu durumu Sharp [6], besinleri ortalama
248°F(120°C) pisirilmesi sonrasinda yaklasik olarak protein ve karbonhidratca

zengin besinlerde 1mg/kg AA’in olustugunu belirtmistir.

AA besinlere koruyucu olarak katilan bir gida katki maddesi olmayip karbonhidrat
ve proteince zengin besinlerin 120°C de 1s1l islem gormesi sonucu olusan
Uluslararas1 Kanser Aragtirmalar1 kurumunun (International Agency for into Cancer,
IAC) kanserojen oldugunu ileri siirdiigli bir maddedir. Bu durum insan sagligini
tehdit etmektedir fakat insanlar karbonhidrat ve protein agirlikli beslenmelerinden
kaynakli olarak bu besinlerin tiiketilmesine yasaklar getirilmemektedir. Gidalarda
olusan AA tiim diinyay1 etkileyen bir sorun oldugundan dolay1 uluslararasi pek ¢ok
kurulus [Ulusal Saglik ve Giivenlik Enstitiisii (National Institute of Occupational
Safety and Health -NIOSH, 1976), WHO (1985), IARC (1986 -1994), Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) ve Avrupa Birligi
(European Union, 2002)] sorunu giindemlerine alarak AA ile ilgili yillik planlar
hazirlayarak kamuoyuna duyurmaktadirlar. Ozellikle Amerikan Cevreyi Koruma
Kurulusu (U.S. EPA), AA’in normal ve toksik dozlartyla ilgili referans degerleri
belirleyerek bu degerleri ilan etmislerdir. igme sularinda bulunabilecek AA diizeyi
WHO’nun yonergesine gore 0,5 pug/L iken [22], Avrupa Birliginde bu rakam 0,1 pg
/ L°dir [23].

2.1. AKRILAMIDIN KiMYASI

AA’in monomerik formu akril ve amid gruplarindan olugmaktadir.Polimerik formu
ise bircok monomerik formun birlesmesi ile olusmus bir bilesiktir.2-propenoamid
etilen karboksamid olarak da bilinen akrilamid doymamis ¢ift bag igermektedir
[24].AA erime noktast 84.5 °C ve kaynama noktast 125 °C (760 mmHg) olan
renksiz, kokusuz , beyaz renkli bir kimyasaldir.Oda kosullarindaki buhar basinci

0,007 mmHg’dir. Sudaki ¢oziiniirliigii oldukca fazla olan akrilamid aseton,kloroform
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ve etanolde de c¢oziinebilmektedir. Molekiil agirligt 71.08 g/mol olan AA
niikleofillerle kolayca reaksiyona girebilmektedir. AA yakict ve tahris edici
degildir.Elektronca zayif bir amid grubu ve gift baga sahiptir.Zay1if asidik ve zayif
bazik karakterlidir.

O

Sekil 2.1. Akrilamidin kimyasal yapisi.

2.2. GIDALARDA AKRILAMID OLUSUMU VE MAILLARD REAKSIYONU

Gidalarda AA’in olusabilmesi i¢in pisirme ortaminin sicakliginin 100°C’yi asmasi
gerekmektedir. AA’in 120°C civarinda gidalarda bulunan indirgenmis seker (glukoz
veya fruktoz gibi) ile spesifik aminoasitlerin tepkimeye girmesiyle kahverengi renk
olusumu sirasinda (maillard reaksiyonu) olustugu rapor edilmistir [18]. Maillard
reaksiyonu Fransiz kimyaci Louis Camille tarafindan bulunmustur. Gidalarin sahip
oldugu indirgen sekerler ve asparajin yoniinden bilesimi, saklama kosullari, tiirii gibi
faktorler AA miktarina etki etmektedir. Ayni gidalar farkli siire, ortam ve
sicakliklarda pisirildiginde ayni1 gidalarda farkli miktarlarda akrilamid olusurken, az

pisirilmis veya firinlanmamis gidalarda AA seviyesi daha diisiik olmaktadir.

Sekerin Karbonil
Grubu 'T'HZ
N
> CH
S| |
H,N COOH CH,
Asparajin Akrilamid

Sekil 2.2. Asparajin ve sekerin karbonil grubunun etkilesimi sonucu ve AA olusumu.
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AA’in tim olusum yollar1 tam olarak bilinmese de olusumuyla ilgili bilgilerde
mevcuttur. Gidalarda AA’in en etkin olusumu Maillard reaksiyonuyla meydana
gelmektedir. Tepkime reaktif bir karbonil grup ile aminoasitler arasinda
gerceklesmektedir. Maillard reaksiyonuna ayni zamanda esmerlesme reaksiyonu da
denilmektedir. Kompleks bir reaksiyon olmasina kargin gidalarda hem lezzet hemde
kizarmis olarak hos goriintiiler sunmasindan dolayr tercih edilmektedir [25].
Gidalarda olusan AA’e ortamin nem ve pH degerinin sebebiyet verdigi bazi
calismalarda gosterilmistir [26]. Hem 1s1l islem siiresi hem de pisirme derecesi AA
olusumunu etkiledigi i¢in bir¢ok resmi kurulus, gidalarda olusan AA’i azaltmaya
yonelik calismalar baslatmistir [27]. Indirgen sekerin karbonil grubu ile aminoasidin
amino grubu reaksiyona girer ve Schiff bazini olusturur. Schiff bazindan da bir
karboksil grubu ayrilarak yeni ara irlinler olusur. Bunlarin sonucunda 3-
aminopropiamid hidrolize olarak amonyak eliminasyonu sonucu AA ve amonyak
olusur. Sicakligmm 100-180 °C oldugu nemli ortamlarda 3-aminopropiamidin
degradasyonuyla akrilamide doniismesi bu bilesigin AA’in 6ncti maddelerinden biri

oldugunu dogrulamaktadir [28].

(@) NH» e

Asparagin Schiff Bazi ©

NH> l

NH,
= = R - - /l\/\
=
O/K(\N O/ N/\”/R
H O o

l H,0 \ l H20

U~
NH, COOH o H,0 NH,
B e T

NH> NH,, NH»
. - NH3
o ~ NH. O e 0//1\% o WO
) Akrilamid Strecker Aldehidi

Sekil 2.3. Maillard reaksiyonu ve akrilamid olusumu [28].

Karbon sayisi1 fazla olan sekerlerin aminoasitlerle reaksiyona girmesi daha yavas
olmaktadir. 5 karbon tasiyan pentozlar (riboz gibi), 6 karbon tasiyan heksoz (glukoz,

fruktoz gibi) ve disakkaritlere (laktoz gibi) gore daha hizli reaksiyona girerler.



Gidalarda olusan AA’in en dnemli Onciisiiniin asparajin oldugunu belirten kaynaklar,
kuskonmazin en yiiksek asparajin icerigine sahip oldugunu (11000-94000 mg/kg) ve
ortam sartlar1 olustugunda AA’in vyiiksek diizeylerde meydana gelebilecegi
belirtilmektedir [29].

Akrolein  (2-propenal, CH2=CH-CHO) ve akrilik asidin yapisi AA’i
animsatmaktadir. Pateteste bulunan asparajin ve glutamin aminoasitlerinden
“Strecker” degredasyonuyla ayrilan amonyum ile akrolein ve akrilik asit reaksiyona
girerek AA’i olusturabilirler. Iste bu olusumdan dolayr AA olusumunda en etkili

madde olan asparajinin azaltilmasi yontemlerine bagvurulabilir [9].

Asparajin amino asidi kadar olmasa da AA olusumunda diger amino asitlerinde
Ornegin sistin, glutamin, metiyonin, arginin ve aspartik asit gibi aminoaasitlerin de
etkisi vardir [30].Farkli yollarla da AA olusmaktadir. Farkli molekiillerden AA

olusum mekanizmasi asagidaki Sekil 2.4’te gosterilmistir.

OH NH, H
I | |
c|::o NH |c:o NH, |c:o
" —— ol I
CH, CH, CH,
Akrilik Asid Akrilamid Akrolein

Sekerin Karbonil Grubu
NH,
|
°

CH,

|
H,N— CH—COOH
Asparajin

Sekil 2.4. Akrilamid sentezi.

Gidalarin pisirilmesi esnasinda olusan AA miktar1 gidalardaki indirgen sekerlerin
(glukoz, fruktoz gibi) ve aminoasit igerigine (6zellikle asparajin aminoasidi) ve
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pisirme sirasinda uygulanan sicakligin derecesi ile pisirme siirelerine gore
degismektedir. Patatesin 180 °C derecede kizartilmasi 120 °C’de pisirmeye gore
daha fazla miktarda AA olusmaktadir. Bu olay besinlerin pisirilmesinde uygulanan
sicaklik ve pisirme siiresinin AA olusumunu etkiledigini gostermektedir. Ayrica
Surdyk’nin [31] yaptig1 ¢calismada pisirme islemine gegmeden dnce hamura asparajin
aminoasidi eklediginde ekmekteki AA miktarinin ¢ok fazla oldugu anlagilmistir.
Yine asparajin igerigi yiliksek olan patatesin pisirme isleminden Once asparajin
igerigini azaltmak ic¢in asparajinaz enzimiyle muamele ettgimizde ise pisirme
isleminden sonra AA miktarinda diisiis gozlenmistir. Bu ornekler bize gidalarin

iceriginin de AA olusumunda énemli oldugunu gostermistir.

WHO ve FAO yiiksek 1s1l islemlere maruz kalan besinlerde yiiksek miktarlarda AA
olusabilecegi ve bunun insanlar i¢in saglik problemlerine sebep olabilecegini
bildirmislerdir [32]. Is1 derecesi yiikseldikge olusan AA miktar1 artmakta ve ortam
sicakligi 180°C’ye cikarildiginda ise AA olusumu en yiiksek diizeye erigmektedir
[33]. AA besinlerde dogal olarak bulunmazken yiiksek 1silarda pisirilme esnasinda

aciga cikan AA miktar1 birka¢ ppm’e kadar olusabilmektedir [20].

Besinlerin yiiksek 1silara maruz kalmasi yapi, koku ve tad degisikliklerine sebep
olacag icin kalitenin bozulmasina sebep olabilir. Ornegin, lizin aminoasidi tasgidig
iki amino grubuyla maillard reaksiyonuna daha hizli girer ve kahverengin olusmasina
sebep olur. Dolayisiyla lizin gibi esansiyel aminoasidlerin maillard reaksiyonuna
katilarak kayba ugramasi besinlerin biyolojik yararliliginda azalmaya sebep olacaktir
[26]. Asparajin amino asidi kadar olmasada AA olusumunda diger amino asitlerinde
Ornegin sistin, , metiyonin ve arginin ve gibi aminoasitlerin etkisi yok denecek kadar
azken (olusum sinirlari, 0.5 mg/mol), glutamin ve aspartat ise eser miktarlarda AA

olusturmuslardir (0.5-1 mg mol-1) [18].

Gidalarda AA olusumunu azaltic1 yontemlerinden biri yiiksek pisirme sicakliklarina
daha az siire maruz birakmak olabilir. Besinlerin islenmesi sirasinda meydana gelen

AA’1 azaltmanin diger yontemleri su sekilde siralanabilir:

e Asparajin aminoasidini azaltmak i¢in asparajinaz enzimi ilave etmek.

10



e Patatesleri 1lik suda bekleterek yiizeydeki asparajini ve sekeri uzaklagtirmak
(patatesleri 8°C’nin altinda depo etmek).

e Kimyasal kabarticilar yerine unlu mamullere mayalama yani maya
fermantasyonu uygulamak.

e Amonyum hidrojen karbonati tercih etmek yerine sodyum hidrojen karbonati
tercih etmek.

e (Cok yagda kizartma yapmamak.

e Pisirme siiresini ve sicakligini yiiksek tutmamak.

e Maillard reaksiyonunu azaltmak i¢in siilfit ilavesi yapmak.

e pH’yi diistirmek

bunun gibi oneriler {iretici ve tiiketicilere sunulabilir [34].

Besinlerin AA igerigi ile ilgili ayrintili bilgi bulunmamaktadir. 2002 yilindan once
AA ile ilgili yalmiz 250 veri toplanmis ve nisasta igerigi olan belirli besinlerin
analizleri yapilmistir. Ancak giinlik enerjinin geriye kalan kismimi karsilayan
gidalrin AA igerigi ile ilgili ¢ok az veri bulunmaktadir. Cesitli gidalarin (patates
cipsi, gevrekler ve tahilli kahvaltilik {irtinler gibi) akrilamid igerikleri tespit edilmis
ancak tiiriinler arasindaki cesitliligin nedenleri tam olarak anlasilamamistir. Verilerin
tam olarak aydinlatilamamasindan dolayr insanlarin giinlik olarak gidalarla
alabilecekleri toplam AA miktarlari hesaplanamamaktadir [32]. Ulkemiz de ise
TUBITAK’a bagli Marmara Arastirma Merkezi tarafindan ¢esitli gidalar AA
yoniinden incelenmis; piring pilavi, tahin helvasi, kebap, doner, 1zgara ve ¢avdar
ekmegi gibi Tiirk halkinin giinliik olarak tiikettigi bir ¢ok gida da Odlgiilebilir
degerlerin altinda bulunmustur. Ancak patates kizartmasi ve cesitli fircilik
iriinlerinde ise yliksek diizeylerde AA bulunmustur. Ekmegin ise kabuk kisminda
yiiksek diizeylerde saptanirken, i¢ kisminda ise AA olusmadigi gozlenmistir [35].
Ulkemizde tiiketilen gidalarda bulunan AA miktarlar1 biiyiikten kiigiige dogru
siralanacak olursa; krakerler >patates cipsi > biskiiviler > kekler > bebek besinleri >
musir cipsi > kurabiyeler > kahvaltilik tahillar > ekmekler > 1zgaralar > sebzeler >
gofretler > cikolatalar. Tiirk kahvesinde bulunan akrilamid (29-75 ng/g) diger kahve
cesitlerine (88-186, 204, 237, 816 ) gore daha diisiik diizeylerde bulunmaktadir [36].
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2.3. AKRILAMID METABOLIZMASI

AA uygulandig1 tiim yollardan emilebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda AA’in mide
ve bagirsaklardan hizli bir sekilde emildigini gostermektedir. Ancak emilim oranlari,
AA’in alinim yoluna (deri, gavaj ve solunum vb.), zamana ve canli tiirlerine gore
farklilik gosterebilmektedir [37, 38]. Sumner ve arkadaslar1 [39] akrilamidin
dokulardaki dagilimimi gostermek i¢in yaptiklar1 ¢alismada, sigan ve farelerden
olusan iki gruba 6 saat boyunca 3ppm radyoaktif isaretli AA uygulamiglardir. 24.
Saatte, uygulanan akrilamidin yaklasik % 56’sinin si¢anlarin dokularinda, % 46’sinin
ise farelerin viicud dokularinda biriktigi tespit edilmistir. Dokulardaki akrilamid
miktarlar sicanlarda biiyiikten kiiclige dogru; kan > testis > deri > karaciger >
bobrek > beyin > dalak > akciger > epididimis > yag O 0*seklinde siralanmistir.
Farelerdeki dagilim ise; testis > deri > karaciger > bobrek > epididimis > beyin >
akciger > kan > yag seklinde gergeklesmistir. Sonuglar AA’in tiirlere gore doku
dagilimlarinin farkli oldugunu gostermektedir. Ayrica yapilan deneysel ¢caligmalarda

AA’in plasentaya, anne siitiine ve fetiise de gegebildigi kanitlanmistir [40].

Viicuda aliman AA sindirim sisteminden emildikten sonra karacigere 1 mol
hemoglobine 4 mol AA olacak sekilde getirilerek iki farkli enzimatik reaksiyon ile
metabolize ediler ve yikima ugrar. Rediikte glutatyonu (GSH) koenzim olarak
kullanan Glutatyon-S-Transferaz (GST) tarafindan GSH ile AA konjuge edilerek
toksik olmayan N-Asetil-S-(2-karbamoiletil) sisteine cevrilerek idrarla atilabilir.
AA’i metabolize eder diger yolda ise karacigerde bulunan Sitokrom P450 CYP 2E1
enzim sistemiyle okside edilerek toksik etkileri ¢ok daha fazla olan glisidamide
cevrilebilir. GST ile Sitokrom P450 enzimi AA’i substrat olarak kullanmak igin
birbirleriyle rekabet ederler [41, 42]. Glisidamid ise hemoglobin ile dokulara

taginarak hiicrelerin DNA’lar1 ile etkilesime girerek kanserlesmelere sebep olabilir.

Agiz yoluyla alinan AA miktar1 arttik¢a, dokulardaki GSH seviyesinin azalmasina ve
oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasina sebep olarak oksidatif
stres sonucunda oksidatif hasalar olusmasina sebep olabilir. GSH azalmasina bagl
olarak GST enzimiyle metabolize edilemeyen AA, karacigerde Sitokrom P450 CYP

2E1 enzim sistemiyle okside edilerek ¢ok daha toksik olan glisidamide donistiirtiliir.
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AA’in glisidamide doniisiim orani, tiirler arasinda farklilik gosterip en yiiksek
farelerde tespit edilmistir. insanlarda ise bu doniisiimiin oldukca diisiik oldugu tespit
edilmistir. Sigan, fare ve insanlar {izerinde yapilan calismalarda AA’in en ¢ok
metabolize edildigi iriiniin, N-asetil-S-(3-amino -3-oksopropil) sistein oldugunu

tespit edilmistir [43].

AA’in metabolize edildikten sonra viicuttan en yogun ve kolay atilim yolunun idrar
oldugu deney hayvanlarinda yapilan calismalarla ortaya konmustur. Insanlar
tizerinde AA’in farmakokinetigi lizerine yapilan ¢alismalar sinirlidir. Ratlarla yapilan
calimsalar da, AA ve glisidamidin ¢ok hizli bir sekilde viicuttan atildigini ve
yarilanma Omriiniin yaklasik 2 saat oldugunu gostermektedir. Temel atim yolu ise

merkaptiirik asittir [43].

2.4, AKRILAMIDIN TOKSIiK ETKIiLERI

AA, Avrupa Birligi siniflandirma sistemine gore toksik etkileri mevcuttur. Bu toksik

etkiler tek doz toksititesi ve kronik toksitite olarak tanimlanabilir [44].

2.4.1. Tek Doz Toksisitesi

Tek doz toksisitesinde yaklagik giinliik yiyeceklerden alinan AA’n (AA) 4-5 kati
veya daha fazlasmmin alimi s6z konusudur. Normal sartlarda besinlerle 1-10
ng/kg/giin akrilamide maruz kalinirken, tek doz toksisitesinde alinan AA miktari
100,000 pg/kg/giin viicut agirhigindan daha da fazla olmaktadir. Tek doz AA
toksisitesinde insan ve hayvanlarda sinir sisteminde noérotoksisite, ratlarda ise erkek

tireme organi tizerinde genotoksik etkiler olusturmaktadir [4].

2.4.2. Kronik Doz Toksisitesi

2.4.2.1. Norotoksik Etkisi

Insan ve deney hayvanlari iizerinde yapilan galismalar AA’in ndrotoksik etkilerinin

oldugunu gostermektedir [4]. AA’in norotoksisitesinden ilk etkilenen aksonlar olup
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islevlerinin bozulmasindan dolay1 sinir gegislerinin zarar gordiigii gozlenmektedir.
Uzun sire AA’e maruz kalindiginda haliisinasyonlar, uzun vadeli uykular,
yorgunluk, duygu degisimleri ve ¢arpintilar gozlemlenebilir. Fullerton ve Barnes’e
gore [45], akut ya da subakut dozda verilen AA norotoksiteye bagli olarak arka

bacaklarda siiriinme, zayiflik ve inmelere neden olabilecegi gozlemlenmistir.

AA ile ilgili yapilan bir ¢alisma da, 2 yil boyunca AA uygulanmasiyla noérolojik
belirtiler ve AA- hemoglobin baglanmalar1 degerlendirilmis ve ¢evresel sinirler de
gelisen noropatinin siddeti ile AA- hemoglobin kompleksi diizeyleri arasinda bir
iliskinin oldugu tespit edilmistir. Caligmanin sonucunda kemirgenler ve primatlarda
giinlik 1 mg/kg AA’in periferal sinirler de ndropatiye sebep oldugu belirlenmistir

[46].

Yapilan ¢aligmalar AA’in kemirgen, primatlar ve insanlarda néropati gelistirebilmesi
i¢cin giinliik 0,5 mg/kg dozunu desteklemektedir. Insanlarin besinler yoluyla giinliik
olarak maruz kaldiklar1 dozun 0,001 mg/kg/giin oldugu ve bunun norotoksisite i¢in
gerekli dozdan 500 kat diisiik oldugu dikkate degerdir [9]. Hayvan ve insanlar
tizerinde yapilan calismalarla AA’in hayat boyu nérotoksik oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle beyin iizerine olan toksik etkiler beyin fonksiyon bozuklugu seklinde olup,
akut toksisitelerde felg seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Kronik ve diisiik doza maruz
kalindiginda ise ya ataksiler seklinde veya daha ¢ok kas koordinasyon bozukluklarini
gosteren periferal noropatiler (his kayb1 ve kaslarda zayiflik gibi) seklinde ortaya
cikmaktadir [4, 45].

2.4.2.2. Genotoksik Ve Karsinojenik Etkisi

Deney hayvanlarinda yapilan calismalara gore hayvanlara oral olarak verilen AA
genotoksik olan glisidamide doniisiir. Glisidamidin tam olarak kanserojen yada
genotoksik oldugunu kanitlayan bir galisma bulunmamaktadir [47]. Ancak AA’in
testislerde dejenerasyonlara sebep olarak fertilite lizerine olumsuz etkiler olusturdugu
goriilmistiir. Fertilite de ki bozulma sperm sayis1 ve motilitesiyle iliskilendirilmis ve

AA’in fertiliteyi azalttigr ile ilgili bilgi nettir. Yapilan in vivo ¢alismalar akrilamidin
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somatik ve germ hiicrelerinde genotoksik oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple gen ve

kromozom seviyesinde kalitimsal hasari tetikleme potansiyeline sahiptir [48].

1993-1997 yillarinda yapilan bir calismaya gore glisidamid postmenapozal
kadinlarda incelenmistir. Bu inceleme sonucunda kontrol grubunda igyiiz yetmis
dort kadinda meme kanseri belirlenmistir.Sigara igenlerde hemoglobine baglanma
igmeyenlere gore lic kat daha fazla oldugu saptanmistir. Yapilan bu g¢alismayla
AA’in Hg diizeyi ve meme kanseri riski arasinda bir iligski s6z konusu olmadigi
gozlemlenmistir [4].Gida kaynakli AA’e maruz kalindiginda norotoksik olarak
yogun bir etki s6z konusu oldugu goézlemlenmis olmasina ragmen ayni durum kanser

riski i¢in bahsetmek miimkiin olmadigi yapilan ¢aligmalara yansugi goriilmiistiir

[49].

2.5. OKSIDATIF STRES VE ETKIiLERI

Oksiatif stres,antioksianlar ve oksidanlar arasindaki dengenin oksidanlarin lehine
bozulmasi ve bunun sonucu olarak serbest radikal/reaktif oksijen {iriinlerinin agiga
¢ikmasi ile viicudun makromolekiillerine (DNA, lipid, protein gibi) saldirarak
hiicrelerde hasar olusumuna neden olur [50]. Genellikle bu hasarlar yaslanma siireci
ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, bobrek hastaliklari, nérolojik hastaliklar, kas

ve karaciger hastaliklari gibi birgok rahatsizliga yol agabilmektedir [51].

Serbest raikaller, serbest oksijen tiirleri (ROS) ve serbest nitrojen (RNS) olarak
siniflandirilirlar. Viicudun normal metabolik reaksiyonlar: sirasinda iiretilen ROS’lar ,
superoksit anyon radikali (O2 ~), hidrojen peroksit (H20z), hidroksil radikalleri (HO
), hipoklorik asit (HOCI), singlet oksijen (O2), ozon (Os), alkil radikali (R), peroksil
radikali (POO™ ), organik peroksit radikali (RCOQO" ), perhidroksil radikali (HO2 *),
alkoksil radikali (RO™ )’dir. RNS molekiilleri ise nitrik oksit (NO™ ), peroksinitrit
(ONOO" )’dir [52].

Oksijenin indirgenmesi O, + e + H* — HO,’
Hidroperoksil radikali HO,” — H* + O,
Siiperoksit radikali O, + 2H* + ¢ — H,0,
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Hidrojen peroksit H,0, +e — OH™ + "OH
Hidroksil radikali ‘OH + ¢ + H* — H,0

Oksidatif stes bir hastalik degildir fakat bir hastaliga yol agabilecek yada hastalig
hizlandirabilecek bir etkendir. Oksidatif stresi tehlikeli kilan durum herhangi bir
semptomunun olmamasidir. Eger bu durum belirlenemez ise olukca tehlikeli saglik
sorunlarina yol agabilir. Toksinler, radyasyon, sigara, alkol, patojen maddeler, yogun
ve diizensiz yasam sekli, yogun egzersiz ve zayif antioksidan defans sistemi oksidatif

strese neden olmaktadir.
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BOLUM 3

ANTIOKSIDANLAR VE ETKILERI

Canlilarda kimyasal prosesler, 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin olusmasinda
oldukea etkilidir. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiillerle
kolayca reaksiyona girebilirler ve bdylece hiicrelere zarar verebilirler. Boyle bir
durumda antioksidanlar devreye girerek serbest radikallerle etkilesime girer ve
hiicrelere zarar vermelerini 6nler. Bu etkilesim sonucu hiicrede toksik etki olusturma
riskini azaltarak daha saglikli ve yaglilik belirtilerinin daha az oldugu bir yasam

sunarlar.

Antioksidanlarin gidalardaki islevleri, belirli bir bilesik, bilesiklerin karigimi veya
boyle bilesikleri iceren dogal kaynakli antioksidanlarin aktivitesi serbest radikalleri
tutabilme, onlar1 bozundurabilme, singlet oksijeni yakalayabilme kabiliyetleri ile
oteki bilesikleri sinerjist veya metal selatlar olarak etkilemelerine baglidir. Dogal
kaynakli antioksidanlar ¢ogunlukla bir¢ok bilesigin kombinasyonu olarak bir arada
bulunur. Béylece dogal kaynakli antioksidanlarin elde edildigi kaynaga bagl olarak
etki sekilleri degisik olabilir [53, 54]. Fenolik bilesikler ve bazi tiirleri oksidasyonu
onlemede oldukga etkilidir. Falovonoidler, siiperoksit, alkoksil, peroksil ve nitrik
oksit gibi oksidan molekiilleri temizleme O6zelliklerine sahiptirler. Ayrica ksantin
oksidaz, NADH oksidaz, glutatyon oksidaz ve protein kinaz gibi enzimleride inhibe

ettikleride arastirmalara konu olmustur [55].

Antioksidanlarin bir kismini beslenme yoluyla alirken bir kismimi da viicudun
kendisi serbest radikallere karsi savunma sistemi olarak iiretir. Viicudun kendisinde
bulunan ve enzimatik olan antioksidan sistemi oldugu gibi (CAT, GSH-Px ve SOD
gibi) enzimatik olmayan sistemlerde (iirik asit, bilirubin, glutatyon gibi) mevcuttur.

Vucudumuzda bulunan bu sistemlerin disinda besinler ile viicudumuza aldigimiz
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cesitli antioksidan bilesikler de [E vitamini (tokoferoller), C vitamini (askorbik asit ),
beta-caroten, flavonoid, safran, koenzim Q, likopen gibi] mevcuttur.

Tezimizde antioksidan olarak safran bitkisinin aktif bilesiklerinden biri olan krosin
kullanilmistir. Safran, safran ¢igeginin (Iridaceae familyasindan bir bitki olan Crocus
sativus) tepeciginin kurutulmasiyla elde edilir ve Iran basta olmak iizere Fas,
Hindistan, Yunanistan, Tiirkiye, Ispanya ve Fransa da yetistirilmektedir. Genis bir
sekilde gidalara katki maddesi olarak kullanilmasinin yani sira depresyon, zihinsel
bozukluklar ve kanserinde dahil oldugu bir ¢ok hastalikta geleneksel ilag olarak
tedavi amacgh olarak kullanilmaktadir [56]. Krosin (crocetin glycoside), krosetin ve
safranal safranin ana aktif icerikleridir.Bunlardan baska safran; proteinler, sekerler,
vitaminler, flavonoidler, aminoasitler, 6nemli mineral ve diger kimyasal bilesenleri
igerir [57]. Safran 150’den fazla ugucu ve aroma tasiyan bilesik igerir.
Krosin safranin renginden baglica sorumlu olan kimyasal bilesen olup safran altin

sarist —turuncu rengini a-krosin’e bor¢ludur.

Krosin safran, ¢igdem ve gardenya ¢iceklerinde karotenoid pigmenti igeren dogal bir
bilesendir. Gentiobioz adl1 dissakkarit ile krosetin adl1 dikarboksilik asitten meydana
gelen bir diestir. Parlak kirmiz1 renklidir ve 186 °C de ergiyen kristaller olusturarak
suda turuncu ¢ozelti olusturur.Krosin trans-krosetin di-ester (B-D-gentiyobiyosil)
olup sistematik adi1 8,8-diapo-8,8-karotenoik asittir. Krosin, krosetin konjuge polien
dikarboksilik asit oldugundan dolayr hidrofobik 6zellige sahip olarak yagda
¢oziinebilme o6zelligine sahiptir. a-crocin kuru safranin kiitlesinin %10 undan
fazlasini sar1 renge boyar. Ayrica giiglii bir antioksidan oldugu gosterilmistir [58-

60]. Krosinin genel yap1 formiilii Sekil 3.1°de verilmistir.

l:i:lH
- . O
HO - '
T
ATy

Sekil 3.1. Krosin yap1 formiilii.
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Safranin antioksidan aktivitesi {izerine yapilan bir ¢alismada safranin hem
kaynatilmast hem de suda bekletilerek hazirlanan ekstresinin farkli dozlarda
uygulanmasiyla yapilmis ve safranin en yiiksek antioksidan etki gdsterdigi dozun
(hem kaynatma hemde suda bekletilerek uygulandiginda) 0.45 mg/ml olan gruplarda
oldugu goézlenmistir [61]. Yine safranin gastrit iizerine etkisine yonelik yapilan bir
calismada, safran ekstresi 25, 100 ve 250 mg/kg dozda oral olarak, krosin 2.5, 5 ve
10 mg/kg dozda oral ve safranal 0.25, 2.5 ve 5 ml/kg dozlarinda oral olarak
uygulanmistir. Sonug olarak safran, krosin ve safranalin gastrik mukozada glutatyon
seviyesini artirarak ve lipid peroksidasyonunu diisiirerek gastrik mukoza hasarini doz
bagimli olarak onledigi goriilmiistiir [62]. Hayvan deneylerinde safranin LD50 sinin
safranin Oziiti uygulandiginda 20.7 g/kg oldugu ortaya konmustur [59]. Lorke,
farelere 2000, 3000, 4000 ve 5000 mg/kg dozda safranin etanolde hazirlanmis
ekstresini uygulamis ve herhangi bir toksisite goriilmemistir [63]. Safranin erkek
ratlardaki seks davraniglar1 iizerine yapilan ¢aligmada safranin sudaki ekstresinden
ratlara 80,160 ve 320 mg/kg, krosinden 100,200 ve 400 mg/kg, safranal ise 0.1, 0.2
ve 0.4 ml/kg dozlarinda uygulanmis ve g¢alisma sonucunda safran eksresi ile

krosin’in afrodizyak etkisi goriiliirken safranalin ise bu etkisi gozlenmemistir [64].
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BOLUM 4
TEZ CALISMASINA DAHIL EDILEN PARAMETRELER
4.1. REDUKTE GLUTATYON (GSH)
Onemli bir antioksidan ozellik tasiyan glutatyon, hiicreleri endojen ve egzojen
kaynakli oksidanlardan korur [65]. Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisin

aminoasitlerinden olusmus bir tripeptittir. Aktif grubu —SH grubudur. Memeli

dokularinda ve tiim organlarda 6zelliklede karacigerde bulunmaktadir.

Sekil 4.1. GSH’1n molekiiler yapisi.

Dokularda birbiriyle dengede bulunan glutatyon (GSH) ve (GSSG) olmak tizere iki
formda bulunur [66]. Indirgenmis GSH yapisinda selenyum bulunduran glutatyon

peroksidaz yardimiyla GSSG’ye doniistirilir. Glutatyon sentezi iki enzim ile

gerceklesir.
2GSH+ H20, GSH-Px ~ GSSG +2H,0
GSSG + NADPH + H* GR » 2GSH + NADP*

Glutatyon serbest oksijen radikallerine karsi engelleyici olarak gorev alir. Oksidatif
hasarlar sonucu olusan hidrojen peroksit (H,O,), glutatyon peroksidaz etkisiyle
(GSH-Px) suya yikimlanir. Reaksiyon sonunda GSH ise GSSG doniisiir. Olusan
okside glutatyon daha sonra glutatyon rediiktaz(GR) ile GSH doniistir.
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Bu sayede serbest oksijen radikallerini yok ederek H,O,’yi yok eder. Glutatyon,
serbest radikallerin yayilmasini engeller. Serbest radikaller tarafindan {iretilen
maddelerinde detoksifikasyonunu saglar [67]. GSH birgok reaksiyon igin rediikte
Ozellige sahip olmasmin yam sira hidrojen peroksit, diger peroksitler ile serbest

radikallerin detoksifikasyonun da olduk¢a 6nemli role sahiptirler.

4.2. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD)

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD) bir metalloenzim olup ROS
toksisitesine karsi hiicrelerin korunmasinda gorevli olan ve aerobik prosesler de
ortaya ¢ikan siiperoksit serbest radikalinin (O27), hidrojen peroksit (H.02) ve
molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen en etkili antioksidan savunma
sistemlerinden biridir [68]. SOD enzimi oksijen kullanan tiim hiicre ve hiicre
kompartimanlarin da (mitokontri, ¢cekirdek, peroksisom gibi) bulunur [69, 70]. SOD
enzimi ¢ogu hiicrede 10° M konsantrasyonda bulunur ve aktif merkezinde bulunan
metal kofaktoriine gore ii¢ temel izomer tipi bulunur. Cu/Zn SOD sitazol ve
peroksisomlar da lokalize olmustur. Fe SOD peroksizomlarda bulunurken, Mn SOD
mitokondri de bulunur [71]. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik
Cu-Zn SOD'dir. SOD"n fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri, O2
~ ve lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir. SOD, fagosite
edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. SOD aktivitesi, yiiksek
oksijen kullanim:1 olan dokularda fazladir ve doku Oz artisiyla artar. SOD'm
ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Aktif merkezinde Ni bulunduran dérdiincii bir
izoenzim (Ni SOD) daha bilinmektetir. Ik defa Youn ve arkadaslar1 [72] tarafindan
Streptomyces seoulensis’den izole edilmis olup diger izoenzimler de oldugu gibi O>

‘1, H2O2 ve O2’e metabolize etmektedir.

4.3. KATALAZ (CAT)

Katalaz enzimi (H202:H20. oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) bir hemoprotein olup
yapisinda dort adet hem grubu bulundurmaktadir. CAT hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunup H20:’yi indirgeyen ve parcalayan,

peroksizomlarin ise yapisal bir bileseni olarak bulunan bir oksidazdir [73, 74].
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Katalaz enzimi canli organizmasinda 6zellikle eritrosit, karaciger, bobrek, kemik iligi

ve bircok muhtelif dokuda bulunmaktadir [75].

Katalaz enzimi hiicrelerde ortaya ¢ikan H2O2’yi, hidroksil serbest radikali (OHe )
olusumunu 6nlemek i¢in suya ve oksijene parcalayarak 6zellikle hiicre membranlarin
da olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlari engellemek igin antioksidan
savunmasinda goérev alan enzimlerden biridir [76]. Ayrica granulamatoz hiicrelerin
kendisini respiratuar patlamaya kars1 koruma goérevini de yapmaktadir. CAT enzimi,
hidrojen peroksiti substrat olarak kullanmasinin yaninda ayrica hem elektron alicis1
hem de elektron vericisi olarak kullanmaktadir [77, 78]. CAT, hidrojen peroksidi iki
basamakta katalizlemektedir. Birinci basamakta H202, katalazin hem demiri ile
etkileserek Ferrik (Fe*®) igeren hali (porfirin katyon radikali) olustururken oksijenden

zengin demir peroksit olusturur.

CAT-Fe-OH + H20, CAT - Fe — OOH + H20

Ikinci basamakta ise baska bir hidrojen peroksit molekiilii okside olarak bilesik dogal
halini almaktadir. Tepkimelerde hidrojen peroksit, hem elektron dondrii hemde

elektron alicis1 olarak gorev yapmaktadir [79, 80].

CAT-Fe-OOH + H202 CAT-Fe-OH + H20 + O

Farelerde bu enzimin bir¢ok sekli saptanmistir [80]. Vucuda disaridan alinan gesitli
ilag ve kimyasallar belli dokularda serbest radikal olusumuna sebep olabilir [81]. Bu
sebepten dolay1 dokularda bulunan antioksidan enzimler hiicrelerde hasar olusmadan

serbest radikalleri yok etmede ¢ok 6nemli rol oynamaktadir [82, 83].

4.4. AMINOTRANSFERAZLAR (AST VE ALT)

Aminotransferazlar; aspartat aminotransferaz (AST, serum glutamik oksaloasetik
transaminaz, SGOT) ve alanin aminotransferaz (ALT, serum glutamik pirivik
transaminaz, SGPT), karaciger hasarin1 ve karaciger hiicrelerinde olusan nekrozu

tespit etmek icin en ¢ok kullanilan enzimlerdir. Her iki enzim de koenzim olarak
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piridoksal fosfati kullanir. Piridoksal fosfat enzim proteinindeki lizin kalintisini
baglar ve amino asitler ile gegici Schiff temelli reaksiyon olustururlar ve amino
grubunu alarak bir a ketoaside transfer eder. AST enzimi, aspartatin alfa amino
grubunu, ketoglutarik asitin alfa keto grubuna transfer ederek glutamik asit ve

oksaloasetik asit olugturmaktadir.

AST enzimi, baslica karaciger, kalp ve iskelet kasinda, bobrek, pankreas ve
eritrositler dokularinda yiiksek diizeylerde bulunmaktadir. Bu dokularda herhangi bir
hasar meydana geldiginde, AST hiicrelerden kana gecerek serumdaki seviyelerinde
ciddi diizeyde yiikselmeler goriilmektedir. Ancak serum AST diizeyinin hangi
organdan kaynaklandigin1 tespit edebilecek bir yontem bulunmamaktadir.
Hepatositler de bulunan AST enziminin %80°1 mitokontride bulunurken %20’si ise
sitoplazma da bulunur. ALT enzimi alanin aminoasidinin alfa amino grubunu
ketoglutarik aside transfer ederek glutamik asit ve piirivik asit olusturur [84]. ALT
enzimi ise sadece hepatositlerin sitoplazmasinda bulunmaktadir ve karaciger disi
dokularda c¢ok diisiik miktarlarda olmasindan dolay1 karaciger hasari i¢in spesifiktir.
Karaciger hasarinda, serumda ALT enzimi genellikle AST enzimi ile birlikte
yiikselme gosterir. Ancak AST’de herhangi bir yiikselme olmadan ALT’nin hafif
veya orta derecede yiikselmesi kronik hepatitin (6zellikle hepatit C) ve karaciger
yaglanmasinin bir gostergesidir [84, 85].

AST ve ALT enzimleri, hasar olusan hiicrelerden hiicre membranlarinda olusan
permeabilite artist1 ve nekrozun siddetine bagli olarak seruma c¢ikarak serumdaki
seviyeleri yiiksek degerlere ¢ikar. Serumdaki AST, ALT den daha hizli uzaklastirilir
ve olasilikla RES hiicreleri tarafindan yikimlanmaktadir. Mitokontrideki AST
enziminin salinimi, stoplazmik AST izoenziminin veya ALT enziminin salinimina
gore daha siddetli bir hasar1 gerektirmektedir. Bu sebeple mitokontriyal/sitoplazmik
AST oran1 veya mitokontriyal/total AST oraninin belirlenmesi siddetli hiicre nekrozu
ve alkolik karaciger hastaliklarinda tanisal 6nemi oldugu ileri siiriilmektedir. Ancak
AST’nin iki izoenzimini (mitokontrial ve sitoplazmik) ayirt eden ¢ok az labratuar

bulunmaktadir.
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4.5. ALKALEN FOSFATAZ (ALP)

Alkalen fosfatazlar, bir metalloenzim olup aktif merkezinde serin igeren ¢inko
bulundurur. Ozellikle alkali pH dA katalitik aktivite gosterip birgok organik fosfat
esterini hidrolize edebilme kabiliyeti gosteren bir enzim grubudur. Hemen hemen
viicuttaki ¢ogu dokuda mevcut olup reaksiyon sonunda ¢esitli ortofosfatlardan
inorganik fosfatlarin salinimina sebep olur. Alkalen fosfataz’in substratlari,
pirofosfat, fosfoserin ve fosfoditiletanolamin igermektedir ve intestinal mukoza da

+25

bulunan izoenzimi Ca*’ye bagimli olup ATPaz gibi calismaktadir. Bunun diginda
karaciger dokusunda bulunan alkalen ffosfataz ise hepatositlerin siniisoidel
yiizeylerinde ve safra kanalikiillerinin mikrovilluslarinda lokalize olmustur.
Dokularda bulunan alkalen fosfataz enzimleri i¢in gen sekanslar1 yapilmis ve sonug
olarak; karaciger, kemik ve bobrek kokenli olan alkalen fosfatlarin ayni genden,
intestinal ve plasenta da bulunan enzimin ise farkli genlerden transkripsiyona
ugradigi tespit edilmistir [86]. serumda tespit edilen alkalen fosfataz baslica kemik
ve karacigerden kaynakli izoenzimlerdir. Intestinal dokularda bulunan alkalen
fosfataz, normal bireylerin %20’sinde mevcut olup enzimin total aktivitesinin en
fazla %’sinden sorumlu olabilir [86, 87]. Bagirsakta bulunan alkalen fosfataz, iki
farklh mRNA ile 2 farkli izoenzim olacak sekilde lokalize olmustur. Bu

izoenzimlerden biri bagirsak villuslarinin firgamsi kenar {izerinde bulunurken, diger

izoenzimi ise plazmaya salinmaktadir [84].

4.6. LIPID PEROKSIDASYONU VE MALONDIALDEHIT (MDA)

Kompleks iiriinler DNA ve proteinler ile mutajenik ve toksik etkiler meydana
getirirler. Lipid peroksidasyonu aktif elektrofillerden olusan kompleks iiriinlerin

meydana gelmesiyle olusur.

Peroksil radikalleri doymamus yag asitlerinin oksidasyonuyla olugmustur. Iki radikal
ajan elektronlarin1 paylasarak kendi aralarinda kovalent olarak bag kurarlar.Fakat
hiicredeki ¢ogu molekiil radikal degildir ancak radikal olan molekiillerle elektron

aligverisine girerek kendilerini radikal bilesiklere doniistiirebilirler [83].
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Hidrojen atomu da radikal olarak isimlendirilir ¢linkii bir proton ve bir elektrona

sahiptir.
L—H+OH —— H.0 + L

Reaksiyon olusturulurken yiiksek reaktif radikaller, biyomolekiillerin hidrojenlerini
ayiracak sekilde saldirirlar [88]. Viicutta devamli olarak iiretilen serbest radikaller
hidrojen proksit (H202) ve Oz dir. Viicut bunlara kars1 antioksidan koruyucu sistem
ile ve hasar yapict molekiillerin birikmesini engelleyici sistem ile de bu maddelere

kars1 koyarlar.

OH cok reaktif bir tiir oldugu i¢in serbest radikal zincir reaksiyonunu baslatabilirler.

02" ve H0q, OH ‘ye gore daha az reaktiftir. Ancak fazla miktarda olusurlarsa da
oksidatif hasara da sebep olabilecekleri soylenebilir [89].

Lipid peroksitleri yiiksek sicaklikta hos tat ve kokusu olmayan keton, asit ve aldehit
tirtinlerine doniiserek ayrisirlar. Doymamis yag asitleri 6zellikle 20 karbonlu ve daha
uzun arasidonatlar gibi serbest radikallerin etki etmesi ile okside edilir ve lipid
peroksitlerini meydana getirirler. Lipid peroksitleri toksiktir bu 6zelliginden dolayida

hiicre i¢i hasar yapma kapasitesine de sahiptirler [90].

Aerobik organizmalarda fazla Ozt’nin SOD (siiperoksit dizmutaz ) tarafindan O2 ve

HZOZ’ye dontstiiriilmesi bir antioksidan koruma mekanizmasidir [90].

Lipid peroksidasyonunda, aldehitler (MDA ve 4-hidroksinonenal ), pentan, etan, 2,3
trans konjuge dienler ve kolesterolsidler gibi son {irlinler reaktif ara {riinler yoluyla
olugsmaktadir [91]. Aldehitler, lipidhidoperoksidlerinin yikimi sirasinda olusurlar ve
biyolojik olarak aktiftirler. Bunlara iyi bir 6rnek MDA ve 4-hidroksinonenal’ dir. Bu
olusan MDA bir aldehittir ve doymamis yag asiti oksidasyonunun bir parcast olup
lipid peroksidasyonunun 6nemli gostergesidir [52]. Bu aldehitler hiicredeki protein
ve DNA’larla capraz baglar kurarak onlarm isleyisini bozarak aksakliklara sebep

olurlar.
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BOLUM 5

GEREC VE YONTEM

5.1. GERECLER

5.1.1. Kimyasal Malzemeler

Arastirmamizda krosin, fosforik asit, tiobarbutirik asit (TBA), n-butanol, triklorasetik
asit (TCA), disodyumhidrojenfosfat (Na;HPOa), 5,5 dithiobis 2 nitrobenzoik asit
(DTNB), trisodyum sitrat, ksantin, ksantin oksidaz, Na,EDTA, NBT, Na,COs, BSA,
KH2POj4, H202 Potasyum tartarat, bakir siilfat, NaOH,Folin Ciocaltue-Fenol ayiraci,
TAS (Total Antioksidan Kapesitesi) ve TOS (Total Oksidan Kapesitesi) Kkitleri
kullanilda.

5.1.2. Kullanilan Aletler

Aragtirmalarda gilson marka ( 10, 100 ve 1000 pL) otomotik pipetler, cenco
whirlmix vorteks, libor-AEG 320 marka hassas terazi, hermle marka sogutmali
santrifiij, LKB biochrom ultraspec marka UV/visible spektrofotometre, hanna marka
pH metre, clifton marka manyetik karistirici, IKA ultra turrax, T 25 basic

homaojenizator.

5.1.3. Ratlarin Temini Ve Bakim

Bu arastirma icin Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden (INU TF-DEHUM) 40 adet canli agirligi 250-300 g

araliginda erkek Wistar rat temin edilmistir. Ratlar 21 giin boyunca rat yemi ve suyu

sinirsiz bir sekilde tiikketmeleri saglanmistir. Ratlar sicakligin 21°C, ortam neminin %
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55-60 oldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00 saatleri) ve 12 saat karanlik uygulanan
odalarda bakildi.

5.2. YONTEMLER

5.2.1. Gruplarm Olusturulmasi

Calismamizda “Ratlarda Akrilamid kaynakli olasi oxidatif stres iizerine Crocin’in
etkilerinin arastirilmast” amaglanmistir. Deney hayvanlart biriminden temin edilen
40 adet Wistar rat random olarak her grupta 10 hayvan olacak sekilde dort gruba

ayrilmistir. Bu gruplar;

1.grup (Kontrol grubu); 1 ml serum fizyolojik uygulandi.

2.grup (Akrilamid grubu); 25 mg/kg akrilamid uygulandi.

3.grup (Krosin grubu); 50 mg/kg krosin uygulanda.

4.grup (Akrilamid+krosin grubu): 25 mg/kg akrilamid ve 50 mg/kg krosin uygulandi.

Uygulanan tim kimyasallar her sicana 1 ml hacimde ve agiz yoluyla (gavajla)
uygulandi. Yapilan tiim uygulamalar her giin aymi saatte diizenli olarak 21 giin

boyunca tekrarlanmistir.

5.2.2. Numune Alinmasi Ve Hazirhk Islemleri

Deney sonunda ratlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda laparatomi yapilarak kalp
icinden heparinize tiiplere kan alindi. Daha sonra, tiim ratlar dekapite edilerek ince
ve kalin bagirsak, karaciger doku drnekleri alindi, doku 6rnekleri serum fizyolojikle
yikanarak fazlalik kanin uzaklastirilmasi saglandi.

Dokularin bir pargasi histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formol icersine kondu.
Diger pargasi ise ¢aligma giiniine kadar -80 C°’de saklandi. Calisma giinli dokular
derin dondurucudan ¢ikarilarak tartildi. %10’luk homojenat olusacak sekilde fosfat
tamponu ilave edilerek buz i¢inde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize
edildi (IKA, Germany). Elde edilen homojenatlarda MDA diizeyleri 6lgiildii. Doku

homojenatlar1 5000 rpm’de, +4 derecede, 30 dakika santrifiij edilerek silipernatan
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elde edildi. Elde edilen bu silipernatantlarda; GSH, SOD, CAT, TAS, TOS ve protein
diizeyleri olgiildii. Almnan kan Orneklerinde ise Hastanenin rutin Biyokimya

laboratuarinda AST, ALT ve ALP diizeylerine bakildi.

5.2.3. Rediikte Glutatyon (GSH) Analizi

5.2.3.1. Kullanilan Reaktifler

1.% 10’luk triklor asetik asit

2.% 1°lik trisodyum sitrat

3.% 0.4’liik 5,5’-Ditiyobis 2-nitrobenzoik asit

4.0.3 molar disodyum hidrojen fosfat

GSH analizi Ellman’in [92] tarif ettigi yontemle yapildi. Kimyasallarin deney
tiplerine eklenmesiyle ortamdaki glutatyonun, 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit
(DTNB) ile reaksiyon vermesi sonucunda sari-yesilimsi bir renk olusmaktadir.
Olusan bu rengin 151k siddetinin 410 nm dalga boyundaki spektrofotometrede

okunarak rediikte glutatyonun miktari tayin edilebilmektedir.

5.2.4. MDA Analizi

5.2.4.1. Kullanilan Reaktifler

1. % 8,1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. % 20’lik asetik asit

3. %0,8’lik 2-tiyobarbutiirik asit (TBA)

4.2 mmol/L 1,1°,3,3” tetraetoksipropan

MDA analizi Ohkawa ve ark’larinin [93] tarif ettigi yonteme gore analiz edilmistir.
Temel prensib homojenattan alinan numuneki MDA’ nin 95 °C’de tiyobarbitiirik asit
ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli {iriiniin n-butanol fazindan
ekstrakte edilen siipernatantin spektrofotometre ile 535 nm’de Olciilmesiyle

belirlendi.
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5.2.5. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

5.2.5.1. Kullanilan Reaktifler

1. Caligsma reaktifi (Assay reaktifi)
1.1. 0.3 mmol/L ksantin
1.2. 0.6 mmol/L Na;EDTA
1.3. 150umol/L NBT
1.4. 400 mmol/L Na.COs3
1.5. 1gr/L BSA
2. Ksantin oksidaz (167 U/L)
3. 0.8 mmol/L CuCl;
4. 2M (NH4)2SO4

SOD enzim aktivite dl¢tiimii Sun ve arkadaglarinin [94] yontemine gore yapildi. Bu
yontemde ksantin-ksantin oksidaz tarafindan siiperoksit radikalleri iretilir.
Stiperoksit radikali NBT’yi (nitro blue tetrazolium) indirgeyerek renk olusturur.Bu
indirgenme mavi renkli formazon olusturur.Béylece olusan formazonun 560 nm’de

verdigi absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir.

5.2.6. CAT Aktivitesi Olciimii

1. EDTA’siz fosfat tamponu (pH=7,50): 600 ml 50 mM Na;HPO4 ile 50 mM
KH2PO4’in 400 ml’si karistirilarak hazirlanir.

2. Hidrojen peroksitli EDTA’s1z , absorbans1 0.500 olan fosfat tamponU: Hidrojen
peroksitli EDTA’s1z fosfat tamponu hazirlanirken absorbansin 0.500 olmasina
dikkat edilir.

3. CAT enzim aktivite 6l¢iimii Aebi ve arkadaslarinin [95] yOntemine gore yapildi.
Hidrojen peroksit (H202) ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir
maddedir. Maksimal absorbans 240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina
ilave edilen hidrojen peroksidin katalaz tarafindan su ve oksijene parcalanmasi
240 nm’de absorbans azalmasi ile kendini gosterir. absorbansta gdzlenen bu

azalma 1 dakika boyunca kayit altina alinarak enzimin aktivitesi 6l¢iilmektedir.
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5.2.7. Total Oksidan Seviyesinin (TOS) Ol¢iimii

Total oksidan seviyesinin 6l¢iimiinde, ticari TOS 6l¢tim kiti (RelAssay Diagnostic,
Tirkiye) kullanildi. Yontemin prensipi, ornekteki oksidanlarin ferr6z iyon-selator
kompleksini ferrik iyonlara okside etmesine ve olusan ferrik iyonlarin asidik ortamda
kromojen madde ile renk olusturmasi esasina dayanir [96]. TOS 6l¢iimii i¢in, kitin
prosediiriinde belirtildigi sekilde, ELIZA 25 °C’ye ayarlanarak, 500 pL reaktif 1
(6lgiim tamponu) ve 75 pL serum karistirilip 530 nm’de absorbansi oOlgiildii.
Karigima 25 pL reaktif 2 (pro-kromojen soliisyon) eklenerek 10 dk. inkiibasyondan

sonra tekrar 530 nm’de absorbans dl¢iilmesiyle TOS diizeyleri belirlendi.

5.2.8. Total Antioksidan Seviyesinin (TAS) Ol¢iimii

Ticari TAS 6l¢iim kiti (RelAssay Diagnostic, Tiirkiye) kullanildi. Yntemin prensipi,
ornekteki antioksidanlarin, koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini, renksiz ABTS
formuna indirgemesine dayanir [97]. TAS Ol¢imii igin, Kkitin prosediiriinde
belirtildigi sekilde, ELIZA cihaz1 25 ° C’ye ayarlanarak, 500 pL reaktif 1 (&l¢iim
tamponu) ve 30 puL serum karistirilip 660 nm’de absorbansi dl¢tildii. Karigima 75 pL
reaktif 2 (renkli ABTS soliisyonu) eklenerek 10 dk. inkiibasyondan sonra tekrar 660

nm’de absorbans 6l¢iilmesiyle TAS diizeyleri belirlendi.

5.2.9. Histolojik Inceleme

Karaciger, kalin ve ince bagirsak dokusu ornekleri %10’luk formaldehit ile tespit
edildi. Daha sonra rutin histolojik doku takip prosediirlerinden gegcirilerek parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan mikrotom yardimiyla alman 6 pm
kalinligindaki kesitler hematoksilen-eosin (H-E) ile boyandi. Boyanmis olan kesitler,
Nikon Optiphot-2 151k mikroskop, Nikon DS-Fi2 kamera ve DS L3 goriintii analiz
sisteminde (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) incelenerek fotograflar alindi.
Karaciger dokusunun histopatolojik hasar1 (inflamasyon, vaskiiler konjesyon,
hemoraji, intrasitoplazmik vakuolizasyon ve nekroz), ince bagirsak (villus boylarinda
kisalma ve kiintlesme, villusta epitel hasari, Liberkiihn kripta yapilarinda bozulma ve

inflamasyon) ve kalin bagirsak (Goblet hiicre yogunlugunda azalma, epitelyum doku
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hasari, mukoza alanlarinda fibrozis ve Liberkiihn kripta yapilarinda bozulma ve
inflamasyon) dokulari incelenerek O ile 3 arasinda (Normal histoloji = 0, hafif= 1,

orta= 2, siddetli = 3) skorlamalar yapildi.

5.2.10. istatistiksel Analizler

Istatistik icin SPSS 21 paket programi kullanildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelendi, tanimlayici1 olarak ortalama ve standart
sapma verildi. Varyanslarin homojenligini test etmek i¢cin Levene testi kullanildi.
Varyanslar1 homojen olan gruplart karsilagtirmak i¢in tek yonlii varyans analizi ve
sonrasinda Tukey HSD ikili karsilagtirma yontemi kullanildi. Varyanslar homojen
olmadig1 durumda ise Welch testi ve Tamhane T2 ikili karsilastirma yontemi
kullanildi. Histolojik skorlama i¢in Veriler medyan, minimum ve maksimum
degerler ile 6zetlendi. Gruplarin karsilastirilmasi igin Kruskal-Wallis testi, ikili
karsilagtirmalarda Conover yontemi kullanildi. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0,05

olarak kabul edildi.
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BOLUM 6

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

6.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR

6.1.1. Gruplarin Karaciger MDA Diizeyleri

AA grubunun MDA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirilip bakildiginda istatistiki

olarak anlamli derecede (p< 0.05) artis gosterdigi, ancak AA ile beraber Kkrosin

uygulandiginda diisiis oldugu ancak bunun istatistiki olarak anlamli olmadig

gozlemlendi (Sekil 6.1).

1750,007

1500 00

1250 00

1000,00—

Mean +- 1 SD MDA nmollg yas doku

750,007 —

T T T T
Kontrol Crocin Akrilamid Akrilamid+Crocin

Grup

Sekil 6.1. Gruplarin Karaciger MDA diizeyleri.
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6.1.2. Gruplarin Karaciger GSH Diizeyleri

5000,00-

5000,00

4000,00-

3000,00

Mean +-1 SD GSH nmollg yag doku

2000,00-

1000,00-

T T T T
Kontrol Crocin Akrilamic Akrilamid+Crocin

Grup

Sekil 6.2. Gruplarin karaciger GSH diizeyleri.

Karaciger dokusu GSH diizeyleri yoniinden Kontrol/Krosin, Kontrol/AA, AA/ AA +
krosin gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik (p< 0.05) oldugu ve Aa ile

birlikte krosin uyguladigimizda GSH degerlerini  kontrol grubu degerlerine
yaklastirdig1 belirlendi (Sekil 6.2).

6.1.3. Gruplarin Karaciger SOD Aktivite Diizeyleri
AA uygulamasi karaciger SOD aktivitesinde kontrol ve krosin gruplarina gore

belirgin bir artis gozlenirken (p< 0.05), krosin ile beraber AA uygulandiginda SOD
aktivitesinde bir diisiis gézlenmistir (Sekil 6.3).
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Sekil 6.3. Gruplarin karaciger SOD aktivite diizeyleri.
6.1.4. Gruplarin Karaciger CAT Aktivite Diizeyleri
Karaciger CAT aktivitesi AA uygulandiginda kontroll grubuna kiyasla istatistiki

olarak artis gozlemlenirken (p< 0.05), AA ile krosin uygulamasi aktivitede ki bu artig
da anlamli bir diisiise (p< 0.05) sebep olmustur (Sekil 6.4).
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Sekil 6.4. Gruplarin karaciger CAT aktivite diizeyleri.
6.1.5. Gruplarin Karaciger TAS Diizeyleri
Krosin uygulamasinin karaciger TAS diizeyini kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiikselttigi (p< 0.05), AA uygulandiginda ise karaciger TAS diizeyinin belirgin bir

sekilde diistigii goriildi. AA ile birlikte krosin uyguladigimiz da ise TAS seviyesinin
AA grubuna gore anlamli derecede yiikseldigi (p< 0.05) goruldi (Sekil 6.5).
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Sekil 6.5. Gruplarin Karaciger TAS diizeyleri.

6.1.6. Gruplarin Karaciger TOS Diizeyleri

Karaciger dokusunda AA uygulamasi TOS diizeylerinde artisa sebep olurken, AA ile

beraber krosin uygulandiginda TOS seviyelerinde bir diisiis gézlenmistir (Sekil 6.6).
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Sekil 6.6. Gruplarin Karaciger TOS diizeyleri.

Farkl1 iist indise sahip gruplar istatistiksel olarak birbirinden farkli. P degeri italik
olanlar welch testi, ikili karsilastirma Tamhane T2 testi, digerleri anova sonrasi

Tukey HSD.

6.1.7. Gruplarin incebagirsak MDA Diizeyleri

AA grubunun MDA diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatisatiki olarak
anlamli derece (p< 0.05) artis gosterdigi, ancak AA’le beraber krosin uygulandiginda

kontrol grubu degerlerine yakin istatistiki olarak anlamli (p< 0.05) bir diisiis

gozlenmistir (Sekil 6.7).
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Sekil 6.7. Gruplarin incebagirsak MDA diizeyleri.
6.1.8. Gruplarmn Incebagirsak GSH Diizeyleri
Incebagirsak GSH diizeyleri AA uygulandiginda kontrol grubuna gore anlamli bir
diisiis (p< 0.05) gozlenirken, krosin uygulamasi diismiis olan GSH diizeylerini

anlaml derecede artirarak (p< 0.05) kontrol grubu degerlerine ylikseltmistir (Sekil
6.8)
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Sekil 6.8. Gruplarin incebagirsak GSH diizeyleri.
6.1.9. Gruplarin Incebagirsak SOD Aktivite Diizeyleri
Incebagirsaklarda SOD aktivitesi AA uygulandiginda istatistiksel olarak anlamli bir

artts (p< 0.05) gozlenirken Kkrosin uygulamasi enzim aktivitesini kontrol grubu

seviyelerine (p< 0.05) diistirmustiir (Sekil 6.9).
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Sekil 6.9. Gruplarin incebagirsak SOD aktivite diizeyleri.
6.1.10. Gruplarin incebagirsak CAT Aktivite Diizeyleri
CAT enzim aktivitesi AA uygulamasiyla birlikte kontrol grubuna kiyasla anlamli bir

artisa sebep olurken (p< 0.05), krosin enzim aktivitesini anlamli derecede (p< 0.05)
diistirmustiir (Sekil 6.10).
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Sekil 6.10. Gruplarm incebagirsak CAT aktivite diizeyleri.

6.1.11. Gruplarin incebagirsak TAS Diizeyleri

AA uygulamasi TAS diizeylerinde belirgin bir diisiise (p< 0.05) sebep olurken,
krosin TAS diizeylerinde yiikselme gozlenmistir (Sekil 6.11).
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Sekil 6.11. Gruplarin incebagirsak TAS diizeyleri.
6.1.12. Gruplarin incebagirsak TOS Diizeyleri
Incebagirsaklardaki TOS diizeyleri, AA uygulamasiyla birlikte anlamli derecede (p<

0.05) artig gosterirken, krosin uygulamasi ise TOS diizeylerinde diisiise sebep
olmustur (Sekil 6.12).
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Sekil 6.12. Gruplarin incebagirsak TOS diizeyleri

6.1.13. Gruplarin Kalinbagirsak MDA Diizeyleri

MDA diizeylerinde AA uygulamasi ile birlikte anlamli bir artis (p< 0.05)

gozlenirken, krosin uygulamasi ise MDA diizeylerinde diisiise sebep olmustur (Sekil
6. 13).
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Sekil 6.13. Gruplarin kalinbagirsak MDA diizeyleri.

6.1.14. Gruplarin Kalinbagirsak GSH Diizeyleri

Kalinbagirsak GSH diizeyleri AA uygulamasi ile birlikte anlamli bir diisiise ugrarken
(p< 0.05), krosin uygulandiginda GSH diizeylerinde artis gbzlenmistir (Sekil 6.14).
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Sekil 6.14. Gruplarin kalinbagirsak GSH diizeyleri.

6.1.15. Kalinbagirsak SOD Aktivite Diizeyleri

SOD enzim aktivitesi AA uygulanmasiyla beraber anlamli derece de artisa ugrarken
(p< 0.05), krosin SOD aktivitesini kontrol grubu degerlerine indirmistir (Sekil 6.15).
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Sekil 6.15. Gruplarin kalinbagirsak SOD aktivite diizeyleri

6.1.16. Gruplarin Kalinbagirsak CAT Aktivite Diizeyleri

CAT enzim aktivitesi AA uygulamasiyla birlikte istatistiki olarak anlamli bir artisa

ugramis (p< 0.05), krosin ise kontrol grubu degerlerine indirmistir (Sekil 6.16).
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Sekil 6.16. Gruplari kalinbagirsak CAT aktivite diizeyleri.
6.1.17. Gruplarin Kalinbagirsak TAS Diizeyleri
Kalinbagirsak TAS diizeyleri AA ile birlikte anlamli bir diisiise ugrarken (p< 0.05),

krosin ise diismiis olan TAS degerlerinde anlamli bir artisa (p< 0.05) sebep olmustur
(Sekil 6.17).
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Sekil 6.17. Gruplarin kalinbagirsak TAS diizeyleri.

6.1.18. Gruplarin Kalinbagirsak TOS Diizeyleri

TOS degerleri AA uygulamasiyla birlikte anlamli bir artisa ugrarken (p< 0.05),
krosin uygulamasi ile TOS degerlerinde diisiis gozlenmistir (Sekil 6.18).
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Sekil 6.18. Gruplarin kalinbagirsak TOS diizeyleri.

6.1.19. Serum Biyokimyasal Analizler

Serum AST degerleri AA uygulamasi ile birlikte anlamli bir artis gosterirken (p<
0.05), krosin AST degerlerinde diisiise sebep olmustur (Sekil 19). ALT degerleri AA
uygulamasiyla beraber anlamli bir yiikselis gosterirken (p< 0.05), krosin ALT
degerlerini anlaml bir derece de diisiirerek (p< 0.05), kontrol grubuna yaklastirmistir
(Sekil 20). Serum ALP degerleri AA ile birlikte yiikselirken (p< 0.05), krosin ALP
degerlerini anlamli derecede diistirerek (p< 0.05) normal degerlere yaklasmistir

(Sekil 6.21).
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Sekil 6.19. Serum AST diizeyleri.
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Sekil 6.20. Serum ALT diizeyleri.
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Sekil 6.21. Serum ALP diizeyleri.

6.2. HISTOLOJIiK BULGULAR

Kontrol (Sekil 6.22.a,b) ve Krosin(Sekil 6.23.a,b) gruplarina ait karaciger kesitleri

normal histolojik yapida izlendi.

AA grubundaki karaciger kesitlerinde santral ven, sinuzoidler ve portal alandaki
vaskiiler yapilarda konjesyon izlendi. Portal alan bag dokusu i¢inde ve periportal
alanlarda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu saptandi. Karaciger parankimi icinde
farkli genisliklerde hepatoseliiler nekroz ve hemoraji alanlar1 izlendi. Parankim
icindeki genis alanlarda hepatositlerde sitoplamik eosinofili artis1 ve heterokromatik-
piknotik nukleus yapis1 dikkati ¢ekti. Ayrica hepatositlerde intrasitoplazmik
vakuolizasyon saptandi (Sekil 6.24.a, b, c, d).

AA+Krosin grubundaki karaciger kesitlerinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
vaskiiler konjesyon ve hepatositlerdeki intrasitoplazmik vakuolizasyon bulgularinda
akrilamid grubundakine gore belirgin azalma gozlenirken hepatoseliiler nekroz ve

hemoraji izlenmedi (Sekil 6.25a, b).
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Sekil 6.23. Kontrol; Portal alan (ok). H-E, x20.
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Sekil 6.25. Krosin; Portal alan (ok). H-E, x20.

53



Sekil 6.27. AKR; Periportal alanda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve portal ven
konjesyonu (ok). H-E, x20.
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Sekil 6.28. AKR; Karaciger parankiminde hemoraji ve hepatosit nekrozu (yildiz),
hepatositlerde heterokromatik ve piknotik nukleus (ok), H-E, x20.

Sekil 6.29. AKR; Hepatositlerde vakuolizasyon (ok), sinuzoidal konjesyon
(y1ldiz). H-E, x40.
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Sekil 6.31. AKR+Krosin; Periportal alanda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
portal ven konjesyonu (ok). H-E, x20.
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Veriler medyan, minimum ve maksimum degerler ile Ozetlendi. Gruplarin
karsilagtirilmast i¢in Kruskal-Wallis testi, ikili karsilastirmalarda Conover yontemi
kullanildi. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edildi.

Kontrol (Sekil 6.26.a, b) ve Krosin (Sekil 6.27.a, b) gruplarina ileum kesitleri normal
histolojik yapida degerlendirildi.

AA grubundaki ileum Kkesitlerinde yaygin olarak villus boylarinda kisalma ve
kiintlesme saptandi. Cok sayida villusta epitel hasar1 ve apikal yarilarina kadar
ilerleyen villus dejenerasyonu dikkati ¢ekti. Lamina proprida inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu mevcuttu. Liberkiihn kripta yapilarinda bozulma ve yer yer krita

dejenerasyonu izlendi Sekil 6.28.a, b).

AA+Krosin grubundaki ileum kesitlerinde villus sekillerinde kiintlesme, epitel
hasar1, Liberkiihn crypt hasar1 ve inflamasyon bulgularinda akrilamid grubundakine

gore belirgin gerileme saptandi (Sekil 6.29.a, b).

Sekil 6.32. Kontrol; Villus (V), liberkiinh kriptas1 (Lc). H-E, x10.
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Sekil 6.34. Krosin; Villus (V), liberkiinh kriptasi (Lc). H-E, x10.
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Sekil 6.36. AKR; Villus dejenerasyonu (ok), bozulmus liberkiinh kripta yapis1 (Lc).
H-E, x10.
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Sekil 6.37. AKR; Villus dejenerasyonu ve yiizey epitel kaybi (ok), villus
mukozasinda inflmatuvar hiicre infiltrasyonu (yildiz), bozulmus
liberkiinh kripta yapis1 (Lc). H-E, x20.

Sekil 6.38. AKR+Krosin; Villus (V) apikalinde dejenerasyon (ok), liberkiinh kriptasi
yapisi (Lc). H-E, x10.
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Sekil 6.39. AKR+KTrosin;l; Villus (V) apikalinde dejenerasyon (ok). H-E, x20.

Kontrol (Sekil 6.30.a, b) ve Krosin (Sekil 6.31.a, b) gruplarina kolon kesitleri

normal histolojik yapida izlendi.

AA grubundaki kolon Kkesitlerinde yaygin yiizey epiteli ve Liberkiihn crypt
dejenerasyonu ile bazi kesitlerde total mukoza dejenerasyonu saptandi. Dejenere
mukoza alanlarinda fibrozis ve yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi.
Yiizey epitelindeki Goblet hiicre yogunlugunda belirgin azalma dikkati ¢ekti (Sekil
6.32.a, b).

AA+Krosin grubundaki kolon kesitlerinde akrilamid grubunda izlenen hasar ve

dejenerasyon bulgularinda gerileme ile Goblet hiicre yogunlugunda artis gozlendi

(Sekil 6.33.a, b).
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Sekil 6.40. Kontrol; Liberkiinh kriptasi (Lc), kolon ylizey epiteli (ok). H-E, x10.

Sekil 6.41. Kontrol; Liberkiinh kriptasi (Lc), kolon yiizey epiteli (ok). H-E, x20.
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Sekil 6.42. Krosin; Liberkiinh kriptas1 (Lc), kolon yiizey epiteli (ok). H-E, x10.

Sekil 6.43. Krosin; Liberkiinh kriptas1 (Lc), kolon yiizey epiteli (ok). H-E, x20.
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Sekil 6.44. AKR; Kolon mukozas1 dejenerasyonu (yildiz), yiizey epitel hasar1 (ok),
bozulmus liberkiinh kripta yapisi (Lc). H-E, x10.

Sekil 6.45. AKR; Kolon mukozas1 dejenerasyonu (yildiz), yiizey epitel hasar1 (ok),
bozulmus liberkiinh kripta yapisi (Lc). H-E, x10.
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Sekil 6.46. AKR+Krosin; Kolon yiizey epitel hasar1 ve intraepiteliyal inflamatuvar
hiicre infiltrasyonumu (ok), liberkiinh kriptas1 (Lc). H-E, x10.

Sekil 6.47. AKR+Krosin; Kolon yiizey epiteli (ok), liberkiinh kriptas1 (Lc). H-E, x10

65



BOLUM 7

SONUCLAR

Yaptigimiz deneysel ¢alismamizda daha oncede belirtildigi gibi AA tarafindan
olusturulan olas1 oksidatif stres {izerine krosin’in koruyucu etkilerinin arastiriimasi
amaclanmistir. AA oldukca zararli bir toksik madde olup suda hizli bir sekilde
¢oziinebilmesinden dolay1 viicuda girdigi andan itibaren dokular arasinda kolaylikla
dagilabilmektedir. AA, kizartma veya pisirme gibi yiiksek 1sil islem gormiis
gidalarda kendiliginden olusan kimyasal bir maddedir. Ayrica, AA ile kontamine
sulara ve gidalara maruz kalan insanlarda uzun siireli alimlarda insan viicudu bu
toksik kimyasala maruz kalmaktadir. AA’in saglik iizerine toksikolojik ve
karsinojenik etkileri vardir. AA disik diizeyli vakalarda bas donmesi
Jkusma,uyusukluk,terleme,kol ve bacaklarda karincalanma ve halsizlik gibi belirtilere
neden oldugu yiiksek diizeyli vakalarda ise haliisinasyonlar,konusma
bozukluklari,kas zayiflig1 ve {iiriner sistem bozukluklarina yol actigr bildirilmistir
[98].AA gidalarda dogal olarak bulunmayip protein ve karbonhidrat¢a zengin
besinlerin 120 °C iizerinde pisirilmesi ile meydana gelmektedir.Haslanmis gidalarda
AA’in olugsmadig1 acik bir sekilde ortaya konulurken firinlama,kizartma ve 1zgara
yapilmig gidalarda AA olustugu bildirilmektedir. Endreich ve Freidman [99] ’in
caligmalarina gore 1zgara, firinlama ve kizartma gibi yapilan ¢esitli pisirmelerde

uygulanan iglem stiresi ve sicakliga bagli olarak AA olusumu tespit edilmistir.

Viicuda disaridan alinan ve viicut icin zararli olan maddelere ksenobiyotikler
denilmektedir. Ksenobiyotikler viicuda agiz yoluyla ve deriden emilim seklinde
alabilirler. AA her ne kadar genotoksisite lizerinde meydana getirdigi hasar tam
olarak belirlenememis olsada kseenobiyotik olarak kabul edilmistir [100].
Ksenobiyotikler kan sivisinda yeteri kadar c¢o6ziinemezler ve viicuda alinan

ksenobiyotikler karacigerde detoksifiye edilerek farkli yapilara doniistiiriilerek hasar
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daha diistik seviyeye indirilebilir. Ancak AA kan sivisinda olduk¢a iyi ¢6ziinme

gostererek dokular arasinda ¢ok hizli bir sekilde yayilirlar [101].

Son yillarda AA’in gidalardaki miktarlar1 ve akrilamid olusum mekanizmasi iizerine
yapilan aragtirmalarda insan saglig1 lizerindeki etkileri merak uyandirmigs ve ¢ok
sayida arastirmalara konu olmustur.Bunun i¢in ¢esitli deney hayvanlarina AA

uygulanarak gézlemler yapilmistir [14].

Ince bagirsaklarin en énemli fonksiyonu besinlerin emilimini saglayarak dolasima
vermektir. Bagirsak mukozasi, lumende bulunan okside olmus gida kalintilari, metal
iyonlar1 (demir, bakir v.s.) bakteriyel metabolitler, oksidanlar gibi icerikler tarafindan
tiretilen reaktif oksijen tiirlerine (ROS) maruz kalarak oksidatif stres hasarina

ugrayabilir [102].

AA viicutda iki farkli yol ile metabolize edilir. Birinci yol akrilamidin, karacigerde
stokrom P450’ye (CYP450) bagimli bir izoenzim olan P4502E1 ile metabolize
olarak genotoksik ve mutajenik aktif bir madde olan glisidamide doniistiiriilmesidir
[103]. CYP450 enzim sistemi hem karacigerde hemde sindirim kanali mukoza
epitellerinde bulunur [104].

CYP2E1, CYP450’nin temel izoenzimi olup hem disaridan alinan ksenobiyotiklerin
(AA gibi) hemde i¢ kaynakli bilesiklerin metabolizmasinda 6nemli rol almasinin
yaninda [105], ROS iretimine sebep olarak lipid peroksidasyonunu
baglatabilir[106]. ROS’un ve lipid peroksitlerinin [107] hiicreler iizerinde toksik
etkiler olusturmasi ve CYP2E1’in ¢esitli zararli ara {iriinler iiretme kapesitesinden
dolay1 [108], doku hasarlanmalarinin patogenezinde anahtar rol oynayan bir enzim
gibi durmaktadir. CYP3A karaciger ve bagirsak dokusunda eksprese edilen bir
altgrup olup, ksenobiyotikleri ve i¢ kaynakli bilesiklerin degisik gruplarini yapisal
olarak okside edebilir ve CYP3A ksenobiyotiklerin ilk etkisizlestirilmesinde 6nemli

roli vardir.
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Karacigerde stokrom P4502E1 tarafindan glisidamide doniistiiriilen AA mutajenik
bir etki gostererek deney hayvanlarinda akciger, beyin, bobrek, uterus, testis gibi

birgok organda kansere sebep olmaktadir [103].

AA’in bir diger metabolize edilme yolu ise GSH ile konjuge edilerek meydana

gelmektedir [109, 110] Bu yollar ile AA’in zararl etkileri en aza indirgenmistir.

Son yillarda, sigara, alkol ve daha farkli ksenobiyotik maddelerin hiicrelerde
olusturdugu oksidatif hasarlar1 akrilamidinde meydana getirebilecegi iizerinde ¢ok
sayida ¢alisma bulunmamaktadir. Oksidatif hasarlar oksidan/antioksidan dengesinin
oksidan lehine bozulmasiyla meydana gelmektedir. Organizmada olusan serbest
radikalleri kontrol altinda tutmak i¢in antioksidan savunma sistemleri gelismistir
[111]. Ancak bu antioksidan savunma sistemleri bazen serbest radikallerin zararli
etkilerini ortadan kaldiramaz. Bu durumda meydana gelen olaya oksidaif hasar
denilmekte ve oksidatif hasarlari ortadan kaldirmak igin antioksidanlar devreye
girmektedir. [112].

Serbest radikallerin indiikledigi hasar1 nétralize etmek ve korumak amaciyla etkili bir
savunma sistemi iceren viicutta i¢ kaynakli antioksidan enzimler bulunmaktadir
[113]. SOD ve CAT; oksidatif strese karsi endojen savunma sisteminde gorevli
enzimler olup, lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksidin viicuda zararl etkilerine
karst onemli role sahiptir [114]. Nonenzimatik antioksidan olarak, GSH viicudun

antioksidan savunma mekanizmasini dengelemede 6nemli rol iistlenmektedir [115].

Calismamizda karaciger dokusunda bulunan antioksidan enzimlerin (SOD ve CAT)
aktivitelerini olgerek, krosinin antioksidan etkisini belirlemeye ¢alistik. Akrilamid
uygulamasi sonucu olusan karaciger hasarinin yikict  proseslerini lipid

peroksidasyonu sebebiyle ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda, ratlara oral yolla AA verildiginde, ortaya ¢ikan serbest radikaller
karacigerde hiicre hasarma sebep olmustur. AA uygulanan gruplarin karaciger
dokularinda, MDA (lipid peroksidasyonu son firiinlerinden biri), SOD, CAT, TOK

seviyeleri artarken, GSH ve TAS seviyeleri ise azalarak lipid peroksidasyonuna
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sebep olmus ve doku hasari olusturmustur. Karaciger dokusundaki SOD ve CAT
aktiviteleri ile MDA ve TOS seviyelerindeki yiikselme; artmis lipid
peroksidasyonunun onciiliik ettigi doku hasarin1 ve artmis serbest radikal olusumunu
engellemede gorevli antioksidan savunma mekanizmasinin  zayifladiginm
gostermektedir. Bu sonuglar Gangarapu ve ark. [116], Oztiirk vd .[117] ve Ranjbar
vd [118]’nin sonuglari ile uyumlu olup, arastirmacilar ksenobiyotik olarak karbon
tetrakloriir (CCls) uyguladiktan sonra karaciger dokusunda, MDA seviyeleri ile SOD
ve CAT aktivitelerinde dikkat ¢eken bir yiikselme ve GSH igeriklerinde azalmayla
sonuclanmistir. CCly ile olusturulan karaciger toksisitesinin aracilik ettigi serbest
radikal ve oksidatif stresin olusumu, antioksidan enzim aktivitesinin ve glutatyon
iceriginin yok edilmesi veya azalmasi, karaciger dokusunda MDA artis1 gibi etkiler,
yiikselen karaciger enzimlerinin seviyelerini ve karacigerde meydana gelen hasari

aciklamaktadir [119, 120].

Mottram vd. yaptiklar1 ¢alismada, akrilamid uygulamasindan sonra, akrilamidin
metabolize edilmesi esnasinda glisidamide yiikseltgenmesi ve GSH ile konjugasyona
ugramasindan dolayr karaciger dokusundaki GSH seviyelerinde azalmaya sebep
oldugunu gostermislerdir [17]. Bizim ¢alismamizin sonucunda da AA uygulamasi
sonucunda karaciger GSH seviyesinin 6nemli 6lgiide azaldigi tespit edilmis olup,

yapilan c¢aligmalarla sonuglarimiz uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda, AA’e karacigerden Once maruz kalan ince ve kalin bagirsak
dokularinda da karacigerdeki sonuglara benzer sonuglar elde ettik. Ince ve kalin
bagirsak dokularinda SOD ve CAT aktiviteleri ile MDA ve TOS seviyelerinde
istatistiki olarak anlamli artiglar gozlenirken, GSH ve TAS igeriklerinde ise AA
kaynakl1 oksidatif stresten dolayr diisiisler tespit ettik ve ince ve kalin bagirsak
hasariin sebebinin lipid peroksidasyonunun sonucu oldugunu diisiinmekteyiz.

Dokularda ortaya ¢ikan oksidatif stres mevcut antioksidan sistemler (enzimatik ve
nonenzimatik) tarafindan diizenlenmektedir [121]. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
[122] oldugu gibi yaptigimiz ¢alismada da krosinin antioksidan savunma sistemini
diizenleyici mekanizmalari izleyerek dokulari koruyucu etki gosterebilir. Vucudun

antioksidan savunmasinda aktif rol Ustlenen nonenzimatik antioksidan olan GSH,
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serbest radikalleri notralize edebilir, siilfidril gruplarini stabilize edebilir ve hidrojen

peroksidi indirgeyebilir.

Hosseinzadeh vd. [123] yaptiklar1 ¢alismalarinda safran ekstresi ve krosinin, ratlarin
bobreklerinde iskemi-reperfiizyon indiiklemesiyle meydana gelen oksidatif hasari
onemli bir sekilde ortadan kaldirdiklarint rapor etmislerdir. Ayrica aym
arastirmacilar safran ekstresi ve krosinin antioksidan 6zelliklerinden dolay1 serbest
radikallerin indiiklemesiyle olusan lipid peroksidasyonu ve MDA seviyelerini
disiirdiiklerini  gostemislerdir. Bu calismalar bizim sonuglarimizla uyumluluk
gostererek AA’e maruz kalan ratlarda degerleri yiikselen enzimatik antioksidanlar
olan SOD ve CAT ile TOS ve lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
diizeyleri ve nonenzimatik olan antioksidan azalmig GSH ve TAS seviyeleri krosin
tedavisi sonrasi normal diizeylerine yaklasmistir. Enzimatik antioksidanlarin ve
MDA seviyelerin azalmasi ile GSH seviyesindeki ylikselmenin es zamanli olmasi
antioksidan diizenleme mekanizmalarimin isbirligini ortaya koyar. Ghadrdoost vd
[124] safran ve krosinin hipokampiiste oksidatif markerleri diizenlediklerini ortaya
koymuslardir. Bu aragtirmalar bizim sonuglarimizla tutarlilik  gostererek
calismamizda AA uygulanan ratlardaki SOD ve CAT aktivitelerinde ciddi artiglar
meydana gelirken krosin uygulamasi enzim aktivitelerinde diigmeye neden olmustur.
Daha oOnceki calismalarda krosinin karaciger GSH igeriginde artig goriiliirken,
yiikselen MDA seviyelerini ise onemli bir sekilde diisiirdiigii ratlarda cisplatin [125],
siklofosfamid [126] ve diazinon [127] toksisiteleriyle olusturulmus hayvan
modellerinde gosterilmistir.  Sonug olarak bu c¢alismalarla antioksidan olarak
kullanilan krosin hiicre hasarin1 6énemli 6lgiide kontrol gruplarina yakin seviyelere
getirmistir. Bu konu hakkinda Lieshout vd [128].antioksidan agisindan oldukga
zengin gida tiiketiminde toksik maddelerin GSH ile konjugasyonunu ve viicuttan
attllminin artacagimi bildirmislerdir. Boylece antioksidanlar koordineli bir sekilde

calisarak canli dokular1 oksidatif hasardan korurlar.

Tong vd. [129] lipid peroksidasyonunun arttirtlmasi ile GSH’in azaldigini ve
dokularda oksidatif hasarlar olustugunu ortaya koymuslardir. Benzer ¢alisma yapan
Muhammad Rashid Khan ve ark. AA uygulanan gruplarin histolojik incelemesinde

yiikksek diizeyde hasar goriilirken DME ile tedavi edilen grupta hasarin kontrol
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grubuna yakin degere ulastigini bildirmiglerdir. Karaciger histopolojisnde AA’in
DME ile iyilestirilmesi ile hepotositler ¢ok daha iyi oldugu gortilmiistiir.

Deneysel ¢alismamizda AA’in olusturdugu hiicre hasarlarini en aza indirgeyebilmek
icin antioksidan olarak krosin kullanilmistir. Krosin, krosetin ve safranal safran
bitkisinin temel aktif igerikleridir. Bunlardan baska safran; proteinler, sekerler,
vitaminler, flavonoidler, aminoasitler, dnemli mineral ve diger kimyasal bilesenleri
igerir. Safranin antioksidan aktivitesi iizerine yapilan bir ¢alismada safranin hem
kaynatilmast hem de suda bekletilerek hazirlanan ekstresinin farkli dozlarda
uygulanmasiyla yapilmis ve safranin en yiiksek antioksidan etki gosterdigi dozun
(hem kaynatma hemde suda bekletilerek uygulandiginda) 0.45 mg/ml olan gruplarda
oldugu gozlenmistir [112].

Serum veya plazmadaki amino transferazlar gibi enzimlerin aktivitelerinde meydana
gelen degisiklikler, karaciger hiicre hasarinin gostergesi olarak kabul edilir, ALT,
AST ve ALP enzimlerinin plazmadaki aktivitelerindeki artis mevcut karaciger
hasarint yansitmaktadir [130, 131]. AA’in olusturdugu karaciger hasarma serbest
radikal iretiminin yol actig1 iyi bilinmekle birlikte, krosinin antioksidan aktivite
gostererek radikal temizleyici etkisinden dolay1 karaciger ve diger dokular1 koruyucu
olarak segilmistir [132, 133]. AA’in olusturdugu serbest radikaller hiicre
membranlarindaki c¢oklu doymamis yag asidnei, Ozellikle fosfolipidlerle iligkili
olanlara saldirarak onlarin yapisin1 bozarlar. Bu durum, hiicre biitiinliigliniin
bozulmasma ve daha sonra serum ALT ve AST diizeylerinin belirgin olarak
yiikselmesine yol acar. Calismamizda, karaciger harabiyeti olusturmak icin AA
uyguladigimiz sicanlarin karaciger hiicrelerinde harabiyete bagli olarak plazma ALT
AST ve ALP enzim seviyeleri yiiksek gozlenmistir. Sebep olarak, karaciger hiicre
membraninda, oksidatif stres ile meydana gelen bozukluktan dolayr ALT, AST ve
ALP gibi enzimlerin dolasima ge¢mesi ve serumdaki seviyelerinin yiikselmesi
disiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizin sonuglar1 ile benzerlik gdsteren diger
caligmalarda da karbon tetrakloriiriin karaciger harabiyeti olusturmasindan sonra
serumda bu enzimlerin seviyelerinin yiikseldigi gorilmiistir [116, 134]. AA gibi

hepatotoksikanlar tarafindan meydana getirilen karaciger hasarini azaltmak veya
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normal degerlere donmesini saglamak amaciyla hepatoprotektif ilaglar

kullanilmaktadir[135].

Calismamizda hepatoprotektif olarak kullanilan krosin uygulamasindan sonra serum
AST, ALT ve ALP seviyelerinin AA’e bagh yiikselmelerinin iyilestigii gézlenmistir.
ALT, AST ve ALP seviyelerindeki azalma krosinin antioksidan ve serbest radikal
siipiiriicii  0zelliginden kaynaklanan karaciger hiicre membran biitiinliigiini
diizeltmesinin bir sonucudur. Bu durum krosinin hepatoprotektif etkisini acikca
ortaya koymaktadir. Calismamizdan elde ettigimiz bu sonucglar daha 6nce yapilan
caligmalarla uyumluluk gosterip arastirmacilarin hayvan modellerinde morfin [136],
amiodarone [137], patulin [138] ve acetaminophen [139] ile olusturduklar
hepatotoksisite ile birlikte ylikselen AST, ALT ve ALP seviyelerinin krosin

tarafindan 6nemli bir sekilde diistiriildiiglini géstermislerdir.

Manna vd [140], AA uygulanan dokularda transaminazlar ve LDH seviyelerinin
karaciger enzimlerinde artis gosterdigi fakat yaptiklar1 calismada kullandiklari
Ginseng 0ziitli ile artan seviyerin normal seyretmye basladigin1 kaydetmislerdir.
Karaciger dokular1 iizerinde yapilan bu c¢alismalar histopatolojik sonuglar ile de

uyum gostermistir.

Bu ¢alismamizda krosin’in AA tarafindan olusturulan lipid peroksidasyonuna kars1
karaciger ile ince ve kalin bagirsak mukozalarinin hiicre membranlarini korudugunu
ve doku hasarlarini tersine cevirdigini ortaya koyduk. Ksenobiyotikler tarafindan
olusturulan doku toksisiteleri g¢esitli bitki tiirlerii, 6rnegin rosemary [141], Cnestis
ferruginea ekstresi [142] gibi, tarafindan ortadan kaldirilmistir. Bu bitki tiirlerinde
oldugu gibi krosinde AA tarafindan liretimi artan MDA diizeylerini dikkat ¢ekici bir
sekilde diisiirmiistiir. Krosin’in dokular iizerindeki bu etkisi kuvvetli antioksidan ve

radikal siipiiriicii etkisinden kaynaklanmaktadir [143].

Paolini ve arkadaslar1 [144] yaptiklar1 galismalarinda beta caroten takviyesinin
CYP450’nin belirli izoformlariin, ki bunlar CYP1A1, CYP3A1, CYP2E1, CYP2B1
olarak isimlendirilir, aktivitesini uyardigint belirtmislerdir. Ksenobiyotikleri

metabolize eden enzimleri uyarici etkiye sahip diger karotenoidler canthaxanthin,
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astaxanthin ve beta apo-8’-carotenal’dir. Diger yandan likopen CYP2E1 iizerine
invitro olarak inhibe edici etki gosteritki bu enzim belirli ksenobiyotiklerin
karsinojenlere doniistiiriilmesinden sorumludur. Calismamizda kullanilmis krosinin
de likopen gibi bir karotenoid oldugu ve AA’in metabolizmasindan sorumlu olan
AA’den daha da toksik olan glisidamide doniismesini saglayan CYP2E!1 iizerinde
inhibe edici etkiye sahip olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu sayede krosin’in karaciger
ve bagirsak dokularin1 koruyucu etkisinin diger bir mekanizmasi, CYP2E1 izoenzim
aktivitelerini inhibe etmesi olarak da agiklanabilir [145]. Boylece CYP2E1 enziminin
inhibe olmas1 AA’in karaciger ve bagirsak dokularinda toksik metabolit glisidamide

doniismesini engelleyerek oksidatif hasarlanmalari engellemis olabilir.

Calismamizin en Onemli bulgularindan bir digeri ise biyokimyasal ve histolojik
sonuclarin birbiriyle uyumlu olmasidir. AA uygulamasi sonucunda karaciger
kesitlerinde santral ven, sinuzoidler ve portal alandaki vaskiiler yapilarda konjesyon
izlendi. Portal alan bag dokusu icinde ve periportal alanlarda inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu saptandi. Karaciger parankimi i¢cinde farkli genisliklerde hepatoseliiler
nekroz ve hemoraji alanlar1 izlendi. Parankim i¢indeki genis alanlarda hepatositlerde
sitoplamik eosinofili artis1 ve heterokromatik-piknotik nukleus yapisi dikkati ¢ekti.
Ayrica hepatositlerde intrasitoplazmik vakuolizasyon saptandi. Krosin uygulanan
ratlarda karaciger histolojik hasar parametrelerinde belirgin bir iyilesme oldugu
goriilmiistiir. Krosin tedavisinden sonra karaciger kesitlerinde inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, vaskiiler konjesyon ve hepatositlerdeki intrasitoplazmik vakuolizasyon
bulgularinda AA grubundakine gore belirgin azalma gozlenirken, hepatoseliiler

nekroz ve hemoraji ise izlenmemistir.

Calismamizda, karaciger dokularinda oldugu gibi ince ve kalin bagirsaklarda da AA
varliginda hiicresel hasarlara rastlanmistir. AA grubundaki ileum kesitlerinde yaygin
olarak villus boylarinda kisalma ve kiintlesme saptandi. Cok sayida villusta epitel
hasar1 ve apikal yarilaria kadar ilerleyen villus dejenerasyonu dikkati ¢ekti. Lamina
proprida inflamatuvar hiicre infiltrasyonu mevcuttu. Liberkiihn kripta yapilarinda
bozulma ve yer yer krita dejenerasyonu izlendi. Krosin ise doku hasarlarinda belirgin

iyilesmeler yaparak ileum kesitlerinde villus sekillerinde kiintlesme, epitel hasari,
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Liberkiihn crypt hasar1 ve inflamasyon bulgularinda AA grubundakine gore belirgin

gerileme saptandi.

AA grubundaki kolon kesitlerinde yaygin yiizey epiteli ve Liberkiihn crypt
dejenerasyonu ile bazi kesitlerde total mukoza dejenerasyonu saptandi. Dejenere
mukoza alanlarinda fibrozis ve yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi.
Yiizey epitelindeki Goblet hiicre yogunlugunda belirgin azalma dikkati ¢ekti. Krosin
tedavisinden sonra ise kolon kesitlerinde AA grubunda izlenen hasar ve dejenerasyon
bulgularinda gerileme ile Goblet hiicre yogunlugunda artig gozlendi

Sun vd. [125] cisplatin ile olusturduklar karaciger hasarinda olusan hepatik fokal

nekrozun krosin ile agiderildigini gostermislerdir.

Farr ve Kogoma [146], hiicre hasarlarina neden olan ROS’larin molekiiler oksijene
gore ¢cok daha reaktif oldugunu ve ayni zamanda niikleik asitler, hiicre zarlar1 ve
proteinlere ciddi hasarlar verdiklerini belirtmislerdir. Oksidatif stres, ROS

olusumunun en biiyiik etkenlerindendir.

Speit vd. oksidatif stresin mutasyon, kromozom sapmasi, timor tesviki ve kanser
gelisiminde rol aldig1 ve bundan dolayli genotoksisitenin dnemli bir mekanizmasi
haline geldigini kanitlamuslardir [147]. Onceki ¢aligmalar ve bizim yapmus
oldugumuz caligmalarda oksidatif stres sonucu olusan ROS’larin dokularin hem
biyokimyasal parametrelerde degisikliklere ve hemde histolojik hasarlara sebep

oldugu ortaya konmustur.

Wang vd.[148] yapmis olduklar1 g¢alismalarinda alisinin in vitro ve in vivo
glisidamid kaynakli doku hasarinin ve DNA hasarimin 6nlenmesinde ilk defa etkili
oldugu kanitlamistir.Bu g¢alismasimda Allicinin, 8-OHdG, ROS, BUN, kreatinin,
LDH, AST, ALT, MDA'nin birikimini 6nledigini, ayn1 zamanda erkek ve disi fare
bobrek, karaciger, beyin ve akcigerlerindeki SOD ve GSH, GST aktivitelerini

destekledigini gostermislerdir.

Sonug olarak biyokimyasal ve histapatolojik verilere gore AA’in oksidatif strese

neden oldugu ve dokularda oksidatif hasar olusturdugu saptanmistir. Bu arastirma
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sonunda ratlara agiz yoluyla uygulanan akrilamidin karaciger,ince ve kalin bagirsak
dokusunda GSH ve TAK seviyelerini kontrol grubuna oranla anlamli olarak diistiigii,
aksine AST, ALT, ALP, SOD ve CAT diizeyleri ile TOK ve MDA seviyelerinin ise
yiikseldigi bulunmustur. Dokulardaki bu hasarin tedavisi i¢in antioksidan 6zellige
sahip krosin uygulanan gruplarda ise GSH ve TAK seviyelerini artirirken, AST,
ALT, ALP, SOD ve CAT diizeyleri ile TOK ve MDA seviyelerinin diistirdiigii tespit

edilmistir.

Krosinin bu etkisinin kuvvetli antioksidan etkiden ve AA metabolizmasinda gorev
alan CYP2El enziminin krosin tarafindan inhibe edilerek ortaya c¢iktigin

diistindiirmektedir.

Calismamizin sonuclar1 literatiir ile uyumlu bir sekilde, biyokimyasal ve
histopatolojik metotlar1 kullanarak krosin tedavisi ile AA tarafindan karaciger, ince

bagirsak ve kalin bagirsakta olusan hasarin giderildigini géstermistir.

Sonu¢ olarak krosinin oksidatif stresi engelleyerek AA tarafindan indiiklenen
karaciger, ince bagirsak, kalin bagirsak hasar1 iizerine koruyucu etkiye sahip
oldugunu ortaya koyduk. Krosin serbest oksijen radikallerini temizleyerek
antioksidan etki gosteriyor olabilir. Bu antioksidan etki sonucunda MDA ve TOS
diizeyleri ile AST, ALT, ALP, SOD ve CAT diizeyleri azalirken, GSH ve TAS,
diizeyleri krosin tedavisinden sonra artmistir. Ayrica, AA tarafindan bagirsak
dokusunda olusturulan hasarin ve bunun krosin tarafindan tedavi edici etkisi ortaya
konmus ve bu etkinin krosinin antioksidan etkiden ve CYP450 enzim sistemindeki
AA metabolizmasinda goérevli izoenzimlerin aktivitesinin inhibe edilerek ortaya

¢ikmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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EK ACIKLAMALAR A.

BiYOKIMYASAL ANALIiZLER VE HASAR SKORLARI
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Cizelge Ek A.1. Karaciger dokusu biyokimyasal analizler.

MDA nmol/g yas doku

GSH nmol/g yas doku

SOD U/gprotein

CAT K/g Protein

TAS (mmol/L)

TOS (umol/L)

Grup

Kontrol*

Krosin?
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin®
Kontrol?

Krosin®
Akrilamid®

Akrilamid+Krosin®

Kontrol?
Krosin?
Akrilamid®

Akrilamid+Krosin®

Kontrol?

Krosin?

Akrilamid®
Akrilamid+Krosin®
Kontrol?

Krosin?

Akrilamid®
Akrilamid+Krosin®
Kontrol?

Krosin?
Akrilamid®

Akrilamid+Krosin®
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N

10
10

10
10
10

10
10
10

e e
o o o

D OO O O O O O O

Mean

830,23

787,92

1347,03
1098,80
3270,38
4894,04
2096,07
3726,35

48,42
48,44
65,53
59,95

39,20
37,11
52,33
47,12
2,31
2,57
1,67
1,96
14,09
11,77
17,51
13,31

Std.

Deviation

79,06

79,52

418,63
194,42
551,03
725,93
665,82
691,94

9,28
7,74
9,38
9,48
4,93
7,65
2,73
3,90
0,16
0,11
0,19
0,9

,95

1,09
4,02
2,90

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,006



MDA
nmol/g yas
doku

GSH
nmol/g yas
doku

soD Urg

protein

CAT Klg

Protein

TAS
(mmol/L)

TOS
(umol/L)

Cizelge Ek A.2. incebagirsak dokusu biyokimyasal analizler.

Grup

Kontrol?

Krosin®
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin?
Kontrol?

Krosin®
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin?
Kontrol®

Krosin?
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin?
Kontrol®¢

Krosin?
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin®
Kontrol®

Krosin?
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin®®
Kontrol?

Krosin?
Akrilamid®

Akrilamid+Krosin&?

N

10
10
10
9

10
10
10
9

10
10
10
9

10
10

[EEN
o

o O O O O O o o
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Mean
426,60
430,80
528,40
461,11
948,04
1121,75
748,05
976,45
953,75
752,23
1062,76
862,58
26,15
21,77
37,45
29,37
1,81
2,08
1,82
2,01
3,98
3,57
11,94
7,70

Std.Deviation P

36,66
48,99
49,13
27,07
192,33
175,47
67,10
132,62
169,55
292,19
76,51
156,08
5,57
6,38
6,72
5,37
34

<0,001

<0,001

0,003

<0,001

0,011

0,001



Cizelge Ek A.3. Kalinbagirsak dokusu biyokimyasal analizleri

N Mean Sj[d'_ P
Grup Deviation
MDA nmol/g yas | Kontrol? 10 |362,47 51,60
doku Krosin? 10 [321,93| 88,92
Akrilamid® 10 |549,74| 127,00 <0,001
Akrilamid+Krl o | pgaa3| 121,85
osin®
GSH nmol/g yas | Kontrol®® 10 (62946 | 71,81
doku Krosin? 10 |732,02| 109,61
Akrilamid® 10 |569,85| 141,36 0,013
Akrilamid+Kr) g 169513 | 100,12
osin®
SOD U/g protein | Kontrol®® 10 |328,47| 83,80
Krosin? 10 |[306,69| 106,98
Akrilamid® 10 [421,89| 28,38 0,012
;';:a',ﬁm'dmr o |33465| 7207
CAT K/g Protein | Kontrol? 10 28,19 5,56
Krosin? 10 26,75 7,64
Akrilamid® 10 | 40,87 6,65 <0,001
OA;i‘;L',ﬁm'dJ’Kr o | 3487 | 768
TAS (mmol/L)  |Kontrol®® 6 1,33 ,03
Krosin? 6 1,47 ,08
Akrilamid® 6 1,27 12 0,002
OAS‘i(;L'am'dJ’Kr 6 | 145 08
TOS (umol/L) | Kontrol®® 6 5,44 1,54
Krosin? 6 4,63 ,86
Akrilamid® 6 12,89 4,87 0,010
Akrilamid+Kr| o793 | 203
osin®
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AST(U/L)

ALT (U/L)

ALP (U/L)

Cizelge EK A.4.

Grup

Kontrol®

Krosin®
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin®
Kontrol®

Krosin®
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin?
Kontrol®

Krosin?
Akrilamid®
Akrilamid+Krosin®

Serum biyokimyasal analizler.

N

10
10
10
9

10
10
10
9

10
10
10
9
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Mean

107,80
91,50
196,00
132,33
52,00
49,80
62,30
49,89
186,90
142,00
420,20
312,22

Std.
Deviation
13,81
10,72
77,64
17,04
10,37
13,17
7,63
11,33
51,68
46,52
94,85
65,20

<0,001

0,043

<0,001



Cizelge Ek A.5. Karaciger hasar skoru

Total
Hasar

Nekrozis

Hepatoseliiler
vakuolizasyon

Vascular y
) Hemoraji
Konjesyon

Inflamasyon

Gruplar
Kontrol

10

Krosin

10

AKR

81



Cizelge Ek A.5. (devam ediyor ).

10

AKR+KRS

10
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Cizelge Ek A.6. ileum hasar skoru.

Total

Inflamasyon Hasar

Liberkiihn
crypt

Epitel Villus

Villus

Gruplar
Kontrol

Hasari

hasari

Kisalmasi

Skoru

dejenerasyonu

10

Krosin

10

AKR

11
12
10
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Cizelge Ek A.6. (devam ediyor).

12
14
12
10

10

AKR+KRS

10

84



Cizelge Ek A.7. Kalinbagirsak hasar skoru.

Grup Goblet  Epitel  Mukozal Liberkiihn ~ Inflamasyon Total
Kontrol Hiicre doku fibrozis crypt Hasar
Kaybi hasar1 dejenerasyonu Skoru
1 0 0 0 0 1 1
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 1 1
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Krosin
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 1 1
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 1 1
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
AKR
1 2 3 2 1 2 10
2 1 2 2 1 3 9
3 2 2 2 2 2 10
4 2 2 3 2 2 11
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Cizelge EK A.7. (devam ediyor).

10
10

10
12

10

AKR+KRS

10

86



karaciger total damae

Incebagirsak

Kalinbagirsak

Grup
Kontrol?
Krosin®
Akrilamid®
Akr+Krs®
Kontrol?
Krosin®
Akrilamid®
Akr+Krs®
Kontrol?
Krosin?
Akrilamid®
Akr+Krst

N
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

87

Cizelge Ek A.8. Histolojik doku skorlamalari.

Mean Minimum Maximum P

0
0
5
2
0
0

10,5

3,5
0
0
10
3

0

0
3
1
0
0
8
2

N © O O

0
0 <0,001
-
3
1
0 <0,001
14
6
1
1 <0,001
12
5
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