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OZET
FARKLI BISKUVI CESITLERINDE ILERiI GLIKASYON SON

URUNLERININ ONCULLERININ HPLC iLE
BELIiRLENMESI

Tugba YILMAZ
Yiiksek Lisans, Beslenme ve Diyetetik
Tez Danismani: Dog¢. Dr. Mustatfa YAMAN
Subat-2021, 61 Sayfa

Glikoz, fruktoz, sakkaroz tiirtindeki sekerler, biskiivi ve kraker ¢esitlerinde dnemli
bir besin bilesenidir. Biskiivi ve kraker ¢esitlerinin igerigini olusturan bu bilesenlerin
miktarlarin1 bilmek 6nemlidir. Bu c¢alismada farkli biskiivi ve kraker cesitleri
tizerinde seker tiirlerinin metilglioksal (MGO) olusumuna etkisi arastirildi. Bu tezin
amaci, farkli biskiivi ve kraker gesitlerinin igeriginde bulunan fruktoz, glikoz ve
sakkarozun ileri glikasyon son iiriinleri dnciillerinin olusumuna etkisini tespit etmek
ve degerlendirmektir. Uriinlerde ki ileri glikasyon son iiriinleri nciillerinin miktarlart
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak belirlendi. Biskiivi ile
kraker gesitlerinde analiz edilen glikoz, fruktoz, sakkaroz miktarlar sirastyla, 67-
6400 mg/100 g; 8- 1923 mg/100 g; 335- 24995 mg/100 g arasinda degismekteydi.
Biskiivi ve kraker cesitlerinde HPLC yontemiyle analiz edilen glioksal (GO) ve
metilglioksal (MGO) degerleri ortalama olarak 1014 + 40 pg/ 100 g tespit edilmistir.
Farkli biskiivi ve kraker cesitlerindeki seker tiirlerinin AGE olusumunu onemli
Olclide etkiledigi disiiniilmektedir. Glikoz ve fruktoz miktar1 diisiik olan iriinler
tilketmek AGE alimini azaltmak igin 6nemli bir yontem olabilir. Glikoz ve fruktoz
icerigi diisiik olan biskiivi ve krakerler c¢esitlerinin tiiketilmesinin insan sagligina

daha az olumsuz etkisi olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biskiivi, Kraker, Fruktoz, Glikoz, Sakkaroz, AGE



ABSTRACT
DETERMINATION OF THE PRECURSORS OF ADVANCED

GLYCATION END PRODUCTS IN DIFFERENT BISCUIT
VARIETIES BY HPLC

Tugba YILMAZ
Master, Nutrition and Dietetics
Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa YAMAN
February -2021,61 Pages

Glucose, fructose, sucrose type sugars are an important nutritional component in
biscuit and cracker varieties. It is important to know the amounts of these ingredients
that make up the content of biscuit and cracker varieties. In this study, the effect of
sugar types on the formation of methylglyoxal (MGO) was investigated on different
types of biscuits and crackers. The aim of this thesis is to determine and evaluate the
effect of fructose, glucose and sucrose in the content of different types of biscuits and
crackers on the formation of advanced glycation end product precursors. The
amounts of advanced glycation end product precursors in the products were
determined using high performance liquid chromatography (HPLC). The amounts of
glucose, fructose and sucrose analyzed in biscuit and cracker varieties were 67- 6400
mg / 100 g, respectively; 8- 1923 mg / 100 g; It ranged from 335 to 24995 mg / 100
g. glyoxal (GO) and methylglyoxal (MGO) values analyzed by HPLC method in
biscuit and cracker varieties were found to be 1014 + 40 pug / 100 g on average. It is
thought that sugar types in different types of biscuits and crackers significantly affect
the formation of AGE. Consuming products low in glucose and fructose can be an
important method to reduce AGE intake. It is thought that consuming biscuits and
crackers with low glucose and fructose content will have less negative effects on

human health.

Keywords: Biscuit, Cracker, Fructose, Glucose, Sucrose, AGE
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BIRINCI BOLUM
GIRiS
Diyabetin yayginligt Diinya c¢apinda giderek artmakta ve buna bagh
komplikasyonlar, insan saglig1 agisindan kiiresel bir sorun olusturmaktadir (GBD
Disease vd., 1990-2016). Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore, 18
ile 99 yas arasindaki diyabetik hastalarin tahmini toplam sayisi yaklasik 425
milyondur. Yaslanma, sehirlesme, diyet ve fiziksel aktivitedeki degisiklikler
nedeniyle yetiskin diyabet hastalarinin sayisinin Oniimiizdeki on yilda artmaya
devam etmesi diisliniilmekte ve yetiskin diyabet hastalarinin sayisinin 2045 yilina
kadar 693 milyona ¢ikmasi beklenmektedir. Diyabet, pankreasin insiilin iiretemedigi,
inslilin iiretiminin yetersiz oldugu veya hiicrelerin insiilini etkin bir sekilde

kullanamadigi metabolik hastalik olarak tanimlanmistir (NH Cho vd., 2018; 271,
274, 277 ,281).

Gelismis glikasyon son iriinleri icin reseptor (RAGE); ilk olarak diyabet,
iltihaplanma, oksidatif stres, yaslanma ve iskemi gibi cesitli ortamlarda biriken
AGE'leri baglama yetenegiyle tanimlanmistir. Hiperglisemi ve insiilin direnci,
viicuttaki cesitli doku ve organlan etkileyerek, 6zellikle diyabet basta olmak iizere
birgok sistem ve organin kronik komplikasyonlarmma neden olmaktadir. Diyabette
kronik hiperglisemi, amino grubu i¢eren molekiilleri non-enzimatik reaksiyon ile ileri
glikasyon son {irtinlerin (AGE) olusumuna neden olmaktadir (Vlassara 2005; 452 ,
454, 456, 460). Farkli dokularda AGE olusumu ve birikimi diyabetin makro ve mikro
komplikasyonlarini olusturmaktadir (Beisswenger vd., 1995; 825; Yamagishi vd.,
1997; 8725). Karboksimetillizin (CML), pentozidin ve pirralinin yapilar1 cesitli
AGE’ler belirlenmistir. AGE’ler Maillard reaksiyonu sonucu olusan, karmagik
heterojen yapilardir (Giardino vd., 1994; 113, 115 ve Nessar 2005; 8). AGE’ler hasar
olusturucu etkilerini dogrudan veya spesifik RAGE fizerinden gostermektedirler.
RAGE, hiicresel oksidatif stres ve enflamatuar etkilerini, transkripsiyon faktorii olan
niikleer faktor kappa-B (NF-kappaB) aktivasyonu ile gostermektedir (Miyazaki vd.,
2002; 259, 260 ve Bierhaus vd., 2009; 2253, 2400). AGE bilesenlerinden olan CML
ve pentozidin RAGE’nin yiiksek egilime sahip olan ligandlaridir (Kislinger vd.,
1999; 31740,31743). Hiicre yiizeyindeki RAGE yapisinda yer alan ekstraselliiler,



hidrofobik transmembran ve sitoplazmik kuyruk alanlar1 yer almaktadir. Bu yapinin
disinda, kesik RAGE izoformlar1 bulunmaktadir. izoformlardan birisinin yapisinda
transmembran boélgedeki C-terminal kisim bulunmamaktadir. Bu RAGE,
ekstraselliiler bolgeye sekrete olduktan sonra dolasima girmekte ve bu nedenle
sekretuar RAGE (SRAGE) olarak isimlendirilmektedir (Bierhaus vd., 2009; 2257,
2430). sRAGE dolasimdaki AGE’leri baglayabildigi i¢in, hiicre yiizeyinde
RAGE’lerin aktivasyonunu ve AGE’lerin neden oldugu hasar1 6nleyebilmektedir. Bir
arastirmada sRAGE’nin diyabetin ge¢ komplikasyonlarin1i RAGE delesyonundan
daha etkin bir sekilde onleyebildigi gosterilmistir (Bierhaus vd., 2005; 878,881,886).
Oniimiizdeki yillarda diyabet tedavisinin, RAGE ve onun ligandlar1 olan AGE’lerin
uzun siireli blokajin1 amaclayan terapdtik statejilerin gelistirilmesi ile miimkiin

olacag diisiiniilmektedir.



IKINCi BOLUM
GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus (DM)

2.1.1. Diyabetin Tanim ve Tarihgesi

Diyabet, pankreastan salgilanan kan sekerinin kullanimin1 diizenleyen insiilin
hormonunun tamamen veya kismen yetersizligi veya eksikliginden olusan
hiperglisemi ile karakterize karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinin
bozuldugu bir hastalik olarak bilinmektedir. Diyabete bagli kronik hiperglisemi; goz,
bobrek, sinirler, kalp ve damarlarda uzun donem tahribata neden olmaktadir. Bu
tahribatlar sonucunda noropati, nefropati, kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi ¢esitli
komplikasyonlar olusmaktadir (Al-Abed vd., 2000; 39, 41, 43, 45.). Diyabet
hastaligiin tarihgesinin, eski Misir'da Ebers papiriislerinde poliiiri (¢ok idrara
¢ikma) olarak bildirilmistir. M. S. II. yiizyilda Kapadokyali Aretaeus, hastaligin
kollarin ve bacaklarin eriyerek kana ge¢cmesine neden oldugu bosalma anlamina
gelen " diabetes " kelimesini kullanmustir. Ibn-i Sina (980- 1037) ilk kez diyabetik
gangreni tanimlayarak diyabetin sinirsel olabilecegini agiklamistir. Paracellus (1493-
1541) diyabetli hastalara ag¢hk kiirleri uygulamis, daha sonraki yillarda da diyabet
hastalig1 ve tedavisi lizerine arastirmalar yapilmaya devam etmistir. Thomas Willis
1675°te hastalarin idrar ve kanlarinda tathlig: tekrar kesfettiginde (ilk antik Hintliler
tarafindan bulunmustur) "mellitus" (tatli) kelimesini eklemistir. Dobson 1776'da ilk
kez kan ve idrarin tadinin tath olmasini1 kandaki ve idrardaki fazla sekerin buldugunu
ispatlamistir (Aldhahi vd., 2003; 293, 295, 297, 298.). Claude Bernard 1813- 1878
yillart arasinda hastalarda seker olusumunun arttigini ve merkezi sinir sisteminde
hasara neden oldugunu bulmustur. Diyabet tedavisinde, insiilin kullanmaya 1921’den
itibaren baglanmustir. Ilerleyen yillarda seker ayarim diizenleyen ilaglar bulunmus ve
daha sonraki yillarda da iiriinler gelistirilmeye baslanmistir. Diyabet olusumu ve
komplikasyonlari ilerlerken olusturdugu yan etkileri i{izerine arastirmalar devam
etmektedir (American Diabetes Association. 2006; 44,45,48.).



2.1.2. Diyabet Epidemiyolojisi

Diyabet diinyada en yaygin kronik hastaliklardan biridir ve azalan fiziksel aktivite ve
artan obeziteye ek olarak yasam sekli degisiklikleri ile diyabetli birey sayis1 her
gecen giin artmaya devam etmektedir (American Diabetes Association. 2007; 20:
1183, 1200). Altinc1 Diyabet Atlasi'na gore 2013 yilinda diinya genelinde 382 milyon
yetiskinin %38,3 'inlin diyabetli oldugu bildirilmistir. Bu saymin 2035 yilinda 592
milyona ¢ikabilecegi on goriilmektedir. Bu durum 10 kisiden 1'inin diyabet olacagi
anlamina gelmektedir (NH Cho vd., 2018 :275, 279). Diyabetli bireylerin yaklasik
yarist (186 milyon) 40-59 yas arahigindadir. ilerleyen yillarda da artisin devam
edecegi diistiniilmektedir. Bu yas grubundaki kisilerin 2035'te 264 milyona ¢ikmasi
on gorilmektedir. Ulkemizde 1998 ve 2010 yillar1 arasinda gerceklestirilen
TURDEP-I ve TURDEP-II diyabet calismasi verilerine gore diyabetli birey sayisi
%7,2 'den %13,7'ye yiikselmistir. Bat1 ve kuzey bolgelerindeki diyabetli birey sayisi,
dogu ve giiney bolgelerine gore daha yiliksek bulunmustur (Satman vd., 2002
;1551,1553,1556). Tiirkiye Hastalik Yikii Calismast 2004 verilerine gore diyabet,
O0liim nedenlerinin erkeklerde %1,61, kadinlarda ise %2,94’linli olusturmaktadir
(Basara vd., 2007; 5). Ulkemizde 2013 yilinda diyabetik hasta sayisi ortalama 7
milyona yiikselmistir (Satman vd., 2013; 170). Vakalarin yaklasik %55'ine diyabet
tanist koyulmustur. Diyabet teshisi bulunan kisilerin %91'i tedavi edilmektedir.
Toplam diyabet hastalarinin %11'inde komplikasyon goriilmemektedir. Bu sonuglar
tilkemizde diyabetin énemli bir saglik sorunu oldugunu ortaya koymustur (Satman
vd., 2012; 76,78,82).

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) kriterlerine gore diabetes mellitusun
siniflandirilmasi;

Tip 1 diabetes mellitus: Otoimmiin, idiyopatik
Tip 2 diabetes mellitus

Diger spesifik diyabet tipleri: Gebelik diabetes mellitusu (GDM) Bozulmus glukoz
toleransi (IGT) Bozulmus aclik glukozu (IFG)

Tip 1 Diabetes Mellitus: Pankreasda langerhans adaciklarindaki B hiicre kaybindan
dolay1 insiilin eksikligi s6z konusudur. Bu bireyler insiiline bagimli bir hayat
siirmektedir. Diyabetik popiilasyonun %5-10’unun Tip 1 Diabetes Mellitus oldugu
bilinmektedir (American Diabetes Association. 2006; 45,47,48).
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Tip 2 Diabetes Mellitus: Insiiline bagimli olmayan diyabet olarak tanimlanir.
Diabetes mellitus hastaligi olan bireylerin %90’ m1 olusturmaktadir (American

Diabetes Association. 2006; 44).

Diabetes mellitusun diger spesifik tipleri: Spesifik bir bozukluktan dolay1
hiperglisemisi olan bireylerde goriilmektedir. B hiicre fonksiyonunda genetik
defektler, insiilin etkisinde goriilen genetik defektler, endokrin hastaliklar bazi
genetik sendromlar bunlar arasinda yer almaktadir (American Diabetes Association.
2006;44).

Gebelik Diabetes Mellitusu (GDM): Gebelik doneminde baslayan ya da ilk kez
gebelikte belirlenen glukoz tolerans bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Daha 6nce
diyabetli oldugu bilinen gebeler bu smifta kabul edilmemektedir (American Diabetes
Association. 2006; 44).

2.1.3. Diyabetin Komplikasyonlari

2.1.3.1. Akut Komplikasyonlar
1. Diyabetik Ketoasidoz (DKA)

2. Hipergisemik hiperosmolar nonketotik koma
3. Hipoglisemi

2.1.3.2. Kronik Komplikasyonlar
1. Mikrovaskiiler: Retinopati, noropati, nefropati

2. Makrovaskiiler: Hipertansiyon, periferik vaskiiler hastaliklar, koroner arter

hastalig1, serebrovaskiiler hastaliklar

3. Diger komplikasyonlar: Gastrointestinal (gastroparezi, diyare), genitoiiriner
(sekstiel disfonksiyon), enfeksiyonlar, dermatolojik komplikasyonlar, katarakt,
glokom (American Diabetes Association. 2006;29:43-48. , Diabetes Care. 2002;25:5-
14.)

2.1.4. Diyabet Tam ve Kriterleri

Diyabet tanisi icin:

e Klasik diyabet semptomlar1 (polidipsi, poliiiri, kilo kayb1) varlig1 ve rastgele

bakilan plazma glukoz konsantrasyonu > 200 mg/dl olmasi1 veya

e Aclik plazma glukoz diizeyi > 126 mg/dl olmasi veya
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Oral glukoz tolerans testinde (OGTT) 2. saatte plazma glukoz konsantrasyonu
> 200 mg/dl olmasi.

Bozulmus A¢lik Glukozu (IFG): 110-125 mg/dl arasindadir. Glukoz toleransi
azalmis ve aglik glukoz konsantrasyonu normalle diyabetik arasinda kabul
edilmektedir. Diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artiran bir durum

olmaktadir.

Bozulmus Glukoz Tolerans1 (IGT): 2 saat OGTT plazma glukozu 140-199
mg/dl arasindadir. Diyabet tanisi i¢in aglik glukozu gerekenden daha diisiik
ancak oral glukoz tolerans testi (OGTT) plazma glukoz degerleri normal ile

diyabetik arasinda gozlenmektedir (American Diabetes Association.

2006;29:44,47. , Diabetes Care. 2002;25:5,7,11. ).

2.2. 1leri Glikasyon Son Uriinleri (AGE)

Ileri glikasyon son iiriinleri ilk kez 1912 yilinda Fransiz kimyaci Louis Maillard
tarafindan tanimlanmistir (Maillard, 1912; 66). Louis Maillard, seker ve amino asit
karigimlarinin 1sitildiginda kahverengi bir bilesik olusturduklarint izlemleyerek
glukozun oksidasyonunu ortaya koymustur. ‘“Maillard reaksiyonu” adi verilen
reaksiyon sonucu olusan bilesikler ileri glikasyon son firiinleri (AGE) olarak

tanimlanmaktadirlar (Ahmed, 2005: 2; Kalousova vd., 2004; 18,20).

Bu reaksiyon {i¢ ana agamaya ayrilmistir: erken, orta ve ge¢. Erken asamada, glikoz
(veya fruktoz, pentozlar, galaktoz, mannoz, ksiliiloz gibi diger indirgeyici sekerler),
stabil olmayan bir bilesik olusturmak i¢in biyolojik aminlerin serbest bir amino
grubu ile reaksiyona girmekte, daha stabil bir iiriine yeniden diizenlenmeye maruz
kalan Schiff bazi amadori iirlinii ortaya c¢ikmaktadir (Monnier vd., 1996;
20,22,24,26). Orta asamada, amadori iiriinii dehidrasyon, oksidasyon ve diger
kimyasal reaksiyonlar yoluyla glioksal (GO), metilglioksal (MGOQO) ve
deoksiglukozlar gibi ¢esitli reaktif dikarbonil bilesiklerine bozunur. Glikasyonun geg
sathasinda, oksidasyon, dehidrasyon ve siklizasyon reaksiyonlar1 yoluyla geri

dondiiriilemez bilesik olan AGE'ler olusmaktadir (Monnier vd., 1996; 25,26).



2.2.1. Karakteristik Ozellikleri

AGE’ler plazma ve dokularda proteinleri degistirebilen kompleks heterojen
molekiillerdir. Tim AGE tiirleri belirlenmemis ancak olusum mekanizmalar1 tespit
edilmistir. Bundan dolay1 ¢ogu model AGE’ler olarak belirlenmistir (Ahmed , 2005;
2. ; Kalousova vd., 2004; 20 ; Rojas vd., 2004; 715,716). Insan yapisinda bulunan
glukozun Maillard reaksiyonunun diger sekerlere kiyasla daha az olmasi, Maillard
reaksiyonunun yavas olmasina sebep olmaktadir. Bu yavas olusumu degerlendirerek
AGE’lerin yalniz kollajen ve lens proteinleri gibi ekstraselliiler proteinlerde
biriktikleri diisiiniilse de giliniimiizde kisa omiirlii intraselliiler bliylime faktorlerinde
de olustuklar1 kanitlanmistir (Jiirgen vd., 2005; 645-648 ve Thomas vd., 2005; 562,
566,569).

En iyi bilinen AGE’ler;

1- Capraz bag olusturan fluoresans AGE’ler (Crossline ve Pentozidin gibi)
(Sekil 2.2.1.1)

2- Capraz bag olusturan non-fluoresans AGE’ler (AFGP ve ALG (imidazolon
ve 3-deoksiglukozon-arjinin-imidazolon gibi) (Sekil 2.2.1.2)

3- Capraz bag yapmayan non-fluoresans AGE’ler (Ne -karboksimetillizin
(CML) ve Pirralin gibi) (Sekil 2.2.1.3)

0H

110y
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OH

Pentozidin | )
D

Sekil 2.2.1.1: Capraz bag olusturan fluoresans AGE’ler (Crossline ve
Pentozidin) (Jiirgen vd., 2005)
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Sekil 2.2.1.2: Capraz bag olusturan non-fluoresans AGE’ler (AFGP ve ALG
(imidazolon ve 3-deoksiglukozon-arjinin-imidazolon) (Jiirgen vd., 2005)
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Sekil 2.2.1.3: Capraz bag yapmayan non-fluoresans AGE’ler (N¢ -
karboksimetillizin (CML) ve Pirralin) (Jiirgen vd., 2005)

2.2.2. AGFE’lerin Olusum Mekanizmalari ve Metabolizmalari
AGE’ler, klasik Maillard reaksiyonu sonucunda olustuklari i¢in ‘Maillard tiriinleri’

olarak da adlandirilirlar. Olusumlar1 oksidatif ve karbonil stres durumlarinda artar



(Rolo wvd., 2006;167,168). Ayrica besinler ekzojen AGE kaynaklar1 olarak
bilinmektedir. AGE’ler, aldehid rediiktazlar tarafindan yok edilerek, makrofajlarla
pargalanarak, bosaltim yoluyla viicuttan atilmakta ya da dokularda birikmektedirler.
Karaciger fonksiyonlarin degisimi durumunda oldugu gibi bobrek fonksiyonlarinin

azalmasi, AGE seviyelerinin artmasina neden olmaktadir (Kalousova vd., 2004;21. ;

Lapolla vd., 2005; 242. ;Rellier vd., 1999;1573. ,Williams vd., 2004; 443).

— » Schiff — Amadari . lleriglikasvon sen Grinleri

Glukoz +NHR o baz «—— Urtind (AGE)
H O Fl Mid-A CHy-MH-R
V4 \ | A MoH
T c c-0 FH @’ y My
H: NTH
CHOML 8RR 3% (CHOHI, et ICHOHy  ——— COOH o
CHaCH CHzCH (I'EH_,EH

[Omegin CML ve Pertozidin gibi)

Soatlor =——————— GO — Haﬂa|ar.ﬁly|ar —— e

Sekil 2.2.1: AGE olusumunda yer alan temel basamaklar (Williams vd., 2004)

Organizmadaki AGE konsantrasyonunu belirleyen baslica mekanizmalar sunlardir:
* Nonenzimatik glikasyon (Maillard reaksiyonu)

* Oksidatif stres

« Karbonil stres

* Besinler

* Resiklasyon

2.2.2.1. Nonenzimatik Glikasyon (Maillard Reaksiyonu)

AGE’ler, enzimatik olmayan Maillard reaksiyonu sonucu meydana gelmektedir.
Reaksiyon, protein, lipid ve niikleik asitlerin serbest amino gruplar ile rediikleyici
sekerlerin okso gruplarinda kovalent baglanma ile Schiff baz olusturarak
baslamaktadir. Bu reaksiyon saatler siiren islem sonucu olusmaktadir. Dayaniksiz
Schiff baz olustugunda yeniden diizenlenerek daha kararli Amadori {iriiniine
doniismektedir. Amadori {irlinlerinde en iyi bilinen, glikolize hemoglobin ve
fruktozamindir. Diyabetik hastalarda hemoglobin ve fruktozamin dolagimda bulunan

glikolize proteinlerin dominant seklidir (Kalousova vd., 2004;22. ; Jiirgen vd., 2005;
9



647. ; Lapolla vd., 2005; 243.; Williams 2004;442.; Khalifah vd., 2005; 798). En son
asama, haftalar ya da aylar siiren glukoz derisiminden bagimsiz ger¢ceklesmekte ve
kondensasyon, dehidratasyon, fragmentasyon ve halkalasma reaksiyonlar1 ile AGE
seviyeleri yiikselmektedir (Kalousova vd.,2004;22. ve Rojas vd.,2004; 76: 717).
Diabetes mellitusda biiyiik bir éneme sahip olan bu diizenege ‘Hodge yolu’ adi
verilmistir (Kalousova vd.,2004;23. ve Khalifah vd., 2005;799).

2.2.2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen ve azot metabolitleri ya da serbest radikaller ile
antioksidanlar arasindaki dengesizlik sonucunda serbest radikal diizeylerinin artmasi
ile olusmaktadir. Hiperglisemi ve tremide oksidatif stres yiikselerek AGE
olusumunun artmasina neden olmaktadir (Kalousova vd., 2004;24. ve Hunjoo vd.,
1999;148). AGE olusumu, Amadori {riiniiniin diginda glukozun otooksidasyonu ve
reaktif karbonil bilesikleri de baslatabilmektedir (Wolff ve Namiki yolu) (Kalousova
vd.,2004;24. ve Khalifah vd., 2005;1043:800). Wolff yolunda, reaksiyon amino
gruplartyla glukoz arasinda degil, glukozun ya da glikozillenmis proteinlerin
otooksidasyonu sonucu olusan kiigiik aldehidler arasinda olugsmaktadir (Wolff vd.,
1987;244). Schiff baz, Namiki yolunda GO ve MGO gibi aktif olmayan karbonil
bilesiklere ayrilmaktadir. Bu bilesikler onciilleri olan indirgeyici sekerlerden daha
yiiksek reaktivite gosterip, proteinlerin amino gruplari ile reaksiyona girerek AGE
olusumununa neden olmaktadir (Khalifah vd., 2005;800. ve Baynes , 2002;31). Yag
asitlerinin lipoksidasyonu ile aktif olmayan karbonil bilesikleri de AGE olusumuna
yol acar (Sekil 2.2.2.2.1). Glikasyon ve oksidasyon olusum olasiligindan dolay1 artan
tirtinler glikooksidasyon {irtinleri olarak tanimlanmaktadir (Kalousova vd., 2004;24.
ve Lapolla vd., 2005;243).
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Sekil 2.2.2.2.1: Glikoksidasyonla AGE olusumu (Kalousova vd., 2004)

2.2.2.3. Karbonil Stres

Son donemlerde, liremi durumunda artis gosteren karbonil stres 6n plana ¢ikmistir.
Karbonil stres, karbonil bilesiklerinin birikimi olarak tanimlanmistir (Miyata, vd.,
2000; 122). Karbonil gruplarinin agir1 iiretimi ya da detoksifikasyonun azalmasindan
dolay1r bu birikim reaktif olusmaktadir (Kalousova vd., 2004;25. ve Ahmed vd.,
2007;236). Reaktif karbonil bilesikler, oksidatif ya da nonoksidatif olarak
karbonhidrat, lipid ve amino asitlere tiirevlenebilirler. Enzimler araciligiyla bobrekler
tarafindan viicuttan uzaklagtirilirlar. GO ve glikolaldehid, seker otooksidasyonu ile
olusabilir. Nonoksidatif yol olarak Fruktoz-3-fosfat ve trioz fosfatlarin bozunmasi ile
3- deoksiglukozon ve MGO olusmaktadir. Bazi amino asitler GO, MGO ve
glikolaldehid olusumunu saglamaktadir (Kalousova vd., 2004;25. ve Hirohito vd.,
2002; 154).
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2.2.2.4. Besinler

Besinler AGE’lerin diger bir kaynagidir. AGE’ler icin ‘glikotoksin’ tanimi buradan
gelmektedir. AGE’lerin %10’luk kisminin dolagima katildig1 ve ortalama % 30’unun
bosaltim sistemi ile viicuttan uzaklastirildigr kabul edilmektedir (Kalousova vd.,
2004;25. ve Thornalley, 2005;1516). Arastirmacilar besinlerden olusan AGE’ lerin in
vitro antioksidan ozelliklere sahip oldugunu diisiinmektedirler. Sindirim sistemde
kullanilan AGE’lerin antioksidan aktivitelerinin dolasima katildiktan sonra devam
edip etmedigi heniiz netlesmemistir (Kalousova vd., 2004;25. ;Uribarri vd.,
2003;728.;Vlassara vd., 2002;1559).

2.2.2.5. Resiklasyon

AGE’ler farkli hiicrelerdeki spesifik reseptorler ile hiicre i¢ine alinir ve peptidlere
parcalanmaktadir. Daha sonra dolasima katilarak ve bobrekler araciligr ile viicuttan
uzaklastirllmaktadir (Vlassara, 1997;20). AGE’lerin renal fonksiyon bozuklugunda
viicuttan atilimlar1 azalmakta ve AGE peptidleri farkli proteinlerle reaksiyon
olusturarak ‘ikinci nesil AGE’ olusumuna neden olmaktadir. Bu durum ‘resiklasyon’
olarak tanimlanmaktadir (Vlassara, 1997;20). Serbest AGE’lerin ve AGE
peptidlerinin renal glomeriilden siiziilerek proksimal tiibiilde yeniden emildigi
diistiniilmektedir. AGE’ ler bu durumda pargalanmakta ve idrar ile viicuttan

atilmaktadir (Kalousova, vd., 2004;27).

2.3. Fruktoz Glikasyonu ve AGE Olusumu

Gida kimyagerleri tarafindan onlarca yildir iyi bilinmesine ragmen, fizyolojik
sicaklik ve basinglarda fruktoz ile Maillard reaksiyonu sadece 1980'lerde
incelenmeye baslanmustir. Ik ¢alismalar, fruktozun proteinler iizerindeki potansiyel
zararl etkilerinin glikozunkinden ¢ok daha giiclii oldugu ger¢egini ortaya koymaya
yardimct olmustur. Doku kiiltiirii kosullarinin yani sira ¢ok cesitli in vitro model
proteinler kullanilmistir (Sudrez vd., 1989; 780.; Oimomi vd., 1989; 3. ;Levi
vd.,2003; 52.; Gugliucci, 1994;588). Cesitli endojen bilesiklerin, bu glikasyonu
inhibe ettigi gosterilmektedir (Jakas vd., 2008; 90. ve Hinton vd., 2006; 42). D-
glikoz veya D-fruktoz ile bir proteinin N -terminal amino-asidi ve / veya g-amino

gruplar1 arasindaki reaksiyon, Schiff bazi eklentilerini olusturmaktadir. Glikoz s6z
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konusu oldugunda, Schiff bazi daha kararli bir katki saglamak i¢cin Amadori yeniden
diizenlemesine tabi tutulur. Fruktoz ile reaksiyon benzerdir, ancak reaksiyon Heyns
yeniden diizenleme iiriinii olarak adlandirilmakta (heksozun karbon 1 yerine karbon

2 ile) ve 2 dirtiniin olugmasiyla sonuglanmaktadir (Suarez vd., 1989; 780 ,
McPherson vd., 1988; 12). Bu erken glikasyon iiriinleri, geri doniisii olmayan capraz
bagl floresan tiirevleri veya AGE'ler iiretmek i¢in daha fazla yeniden diizenleme,
dehidrasyon ve yogunlasma reaksiyonlarina maruz kalmaktadir. CML, Amadori
trlinlerinin  bozulmasindan kaynaklanir. CML, pentosidin, c¢apraz cizgiler ve
glukosepan gibi ¢esitli glikozdan tiiretilmis AGE'ler karakterize edilmistir. Glikoz ve
fruktoz AGE'leri (N- karboksimetillizin, karboksietil-lisin ve pentosidin) arasinda,

asagida gosterildigi gibi Ortlisme vardir. Fruktoza 6zgili AGE'ler iyi karakterize

edilmemistir.
POLYOL PATHWAY
CH.OH
CH.OH ALDOSE SORBITOL 6
REDUCTASE DEHYDROGENASE
oH OH ? SORBITOL T—— ol CH.OH
L v NADPH  NAP* NAP* rmon OH
GLUCOSE\ FRUCTOSE
GLYCOLYSIS TR /
PHOSPHATES
OHAP
@
DICARBONYLS
GO
MGO

Sekil 2.3.1: Polyol yolu (Kawasaki vd., 2002)

Fruktozun hiicre i¢i glikasyon ajanmi olarak katkisi ilk olarak polyol yolagmin bir

sonucu olarak 6ne siirtilmiistiir.

Viicutta en yiilksek konsantrasyonda bulunan ana glikozlastirict  seker
glikozdur. Bununla birlikte fruktoz, glikozun aldoz rediiktaz ve sorbitol
dehidrojenazin ardisik etkisiyle fruktoza doniistiiriildiigii polyol yolu ile hiperglisemi
kosullarinda {retilebilmektedir. Sorbitol dehidrojenaz (SDH) ile sorbitol
oksidasyonu, NADH verir ve GAP-dehidrojenaz aktivitesine kontrast olusturabilen
NADH / NAD+ oraninda bir artisa neden olarak trioz fosfatlarin birikmesine yol
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acmaktadir (Sekil 2.3.1). Asir1 glikozun fruktoza bu doniisiimii, diyabetik hastalarin
dokularinda fruktoz seviyelerinde bir artisa neden olmaktadir (Kawasaki vd., 2002,
354). Yiiksek fruktoz seviyelerini AGE iiretimine baglayan ikinci bir yon hem etkili
glikasyon ajanlar1 hem de dikarbonil bilesikleri olan GO ve MGO 6nciilleri olan
GAP ve DHAP'in hizli olusumunu ve birikimini uyandiran kendine 6zgii fruktoz

metabolizmasi ile ilgilidir (Hamada vd., 1996, 540).

2.4. Gelismis Glikasyon Son Uriinleri I¢in Reseptorler (RAGE)

AGE'lerin hiicresel reseptorleri ile etkilesimi, diyabetik komplikasyonlarin
patogenezinde énemli bir role sahiptir (Han vd., 2013; 310). RAGE immiinoglobiilin
cesitlerinden olan proteindir. Ilgili geninin altinci kromozom iizerinde major
histokompabilite kompleksi II ve III arasinda yerlestigi saptanmistir. Yapilan
klonlama c¢aligmalartyla ii¢ boyutlu yapisi ve fonksiyonel oOzellikleri ortaya
cikarilmistir (Rojas vd., 2004;718. ve Jirgen vd., 2005; 648). Ekstraselliiler alan bir
N-terminal V-tipi bolge ve iki C tipi bolge (C ve C’) olmak iizere ii¢ immiinoglobiilin
benzeri bolge icermektedir. Asil ligand baglayan bdlge V bolgesidir. Ancak C ve C’
bolgeleri dogrudan ligand baglayamasalar da ligandlariyla etkilesimleri sirasinda V-
bolgesinin stabilizasyonunda énemli rol oynarlar (Rojas vd., 2004; 718; Jiirgen vd.,
2005; 648; Schmidt vd., 2000;100). RAGE’nin bir tane transmembran bosluk bolgesi
ve 43 adet amino asite sahip sitozolik kuyruk bolgesi bulunmaktadir. Sitozolik
kuyruk, sinyal gesitlerinden yoksundur ancak RAGE bagimli hiicresel durumlarda
onemli rol alir. Kuyruk kismi eksik RAGE’lerin, yabanci tip RAGE’ler oldugunda
bile sinyal inhibisyonu ile olustugu izlemlenmistir. Sitozolik kuyruklarin ligand
baglanmasinin toplanarak sitozolik sinyal kompleksleri ile birlesmesini saglayan bir
bolge olusturduklart tespit edilmistir (Jiirgen vd., 2005; 648. ve Schmidt vd.,
2000;100). RAGE’lerin dogal ekspresyonlar1 periferal kan mononiiklear hiicreler,
endotel hiicreler, vaskiiler yumusak kas hiicreleri ve astrositler ve periferal sinirler
gibi sinir dokulari ile akcigerler ve iskelet kas sisteminde bulunmustur (Kislinger vd.,
1999; 31740). AGE'ler sadece RAGE'lerin V bolgesine baglanir ve reseptorler ile
hiicresel aktivasyonun inflamasyonuna neden olmaktadir (Schmidt vd.,1995; 1398.
ve Hofmann vd.,1999; 890).
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2.5. Diyabetik Komplikasyonlarin Gelisiminde AGE’lerin ve RAGE’nin Rolii

DM, insiilin eksikligi ve/veya insiilin direnci sebebiyle hiperglisemi ile karakterize
bir endokrin hastaligidir. Diyabetik hastalar nefropati, retinopati, kararakt, néropati
ve kardiyomiyopati gibi uzun siirede ortaya ¢ikan komplikasyonlara yatkindir. Hiicre
icine glukoz aliminin instinlinden bagimsiz oldugu sistemlerde (sinir sitemi, kalp,
bobrekler ve kiiglik kan damarlarl) komplikasyonlarin gelistigi saptanmistir. Bu
hiicrelerde hiperglisemi siiresince, intraselliiler glukoz konsantrasyonu ¢ok yiiksektir.
Sonu¢ olarak hiperglisemi protein glikasyonunu artirarak AGE olusumuna ve
dolayisiyla diyabet komplikasyonlarin gelisimine sebep olmaktadir (UK Prospective
Diabetes Study (UKPDS) Group.1998; 352: 837-853).

2.5.1. Diyabetik Retinopatide AGE'ler

Retinopati, diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonudur ve kisilerde korliigiin 6nde
gelen nedenidir. Kan damarlarinin gogalmasi, anjiyogenez, vaskiiler tikanma, retinal
kaynakli perisit kayb1 ile karakterizedir. Kapiller bazal membranin kalinlagmasi ve
gbzln retinasimi etkileyen enfarktii, kilcal damarlar, mikroanevrizmalar, kanamalar
retinal kapiller gegirgenligi artirmaktadir (Grandhee, 1991;11649). RAGE blokajinin
potansiyel klinik uygulamasi, RAGE'nin yukar1 regiilasyonu retinal Miiller glia
hiicreleri tarafindan proinflamatuar yanitlara neden oldugu i¢in diyabetik
retinopatinin azalmig ilerlemesini igermektedir (Guerciolini, 1997; 15). AGE'ler,
diyabetik retinopatinin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica gesitli retina

hiicrelerinin islev bozukluguna ve 6liimiine neden olurlar (Guo vd., 2008; 1700).

2.5.2. Diyabetik Kataraktta AGE'ler

AGE'ler lens saydamliginin kaybina neden olup, katarakt gelisiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Kislinger vd., 1999; 31741). G6z mercegi proteininin glikasyonu,
korliigiin 6nde gelen nedeni olan diyabetik katarakttan sorumlu mekanizmalardan
biri olarak tespit edilmistir (Krauss vd.,2000; 2284). Baz1 raporlar, AGE'lerin lenste
birikerek , gorme bozuklugu ve katarakta neden oldugunu gostermistir. Lenslerde
AGE'ler yapisal proteinlerde geri doniisii olmayan degisiklikleri indiikler, bu da lens
proteini agregasyonuna ve 15181 yayan ve goriisii engelleyen yiiksek molekiiler

agirlikli agregalarin olusumuna neden olmaktadir (Hori vd., 1995; 25752).
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2.5.3. Diyabetik Nefropatide AGE'ler

Diyabetik nefropati, proteiniiri ve retinopati gibi diger u¢ organ komplikasyonlarinin
eslik ettigi glomeriiler filtrasyon hizinda progresif bir diisiis olarak ifade edilmektedir
(Li vd., 2004; 1390). AGE-RAGE ekseninin diyabetik nefropatide 6nemli rol
oynadig1 tespit edilmistir (Lu vd., 2004; 11767). Pravastatinin, RAGE
ekspresyonunun baskilanmasi yoluyla AGE'lerin neden oldugu apoptozu ve asimetrik
dimetilarginin  (ADMA) olusum tiibliler hiicrelerini inhibe ederek diyabetik
nefropatide tiibiiler hasar tlizerinde faydali etkiler gosterdigini ortaya koymustur (Lu
vd., 2004; 11767).

2.5.4. Diyabetik Noropatide AGE'ler

Diyabetik noropati, hem otonomik hem de periferik sinirleri etkileyen bir
komplikasyondur. Noropatili diyabetik hastalar, asemptomatik tendon refleks
kaybindan siddetli agrili noropatiye kadar degisen cesitli semptomlar ve fiziksel
bulgular ortaya koyar (Nakamura vd., 1997; 227). Reaktif dikarboniller tarafindan
AGE'lerin olusumunun, duyusal ndéron hasarinin patogenezinde onemli bir rol
oynadig1 tespit edilmistir (Nessar A. 2005; 14.). Fizyolojik konsantrasyondaki
glikolaldehidin (AGE'lerin bir Onciisii), diyabetik ndropatinin patogenezine ve
gelisimine katkida bulundugu bildirilmistir (Nettleton vd., 2005; 430).

2.5.5. Diyabetik Kardiyomiyopatide AGE'ler

Diyabetik kardiyomiyopati, diyastolik disfonksiyona yol acan ve diyabette yiiksek
kalp yetmezligi insidansina sahip olan miyoseliiler hipertrofi ve miyokardiyal fibroz
ile 1iligkilidir. Diyastolik disfonksiyon, tip 2 diyabetli hastalarin %50-60"inda
goriilmektedir. Cogunlukla mikroalbliminiirili diyabetik hastalarda mevcuttur.
Zamanla sistolik disfonksiyona dogru ilerler. Diyastolik disfonksiyon, HbAlc
seviyeleri ile karakterizedir ve bunun en olasi nedeni miyokardda AGE'lerin
birikmesidir (Pugliese, 2001; 2473). Yapilan ¢aligmada, deneysel hayvan diyabet
modellerinde aminoguanidinin kardiyak hipertrofi ve arteriyel sertlesmeyi dnlemede
etkili oldugu ve diyabetik kardiyomiyopatide AGE'lerin patojenik roliinii vurguladigi
tespit edilmistir (Rahbar vd., 1969; 700).

2.5.6. Parkinson Hastahgi (PD)

Diyabetik komplikasyonlara ek olarak, AGE'lerin yasa bagli norodejenerasyona

katkida bulundugu da bilinmektedir (Miinch G, 2012; 1225). PD hastalarinda Lewy
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cisimciklerinin ¢evresinde glikasyon aracili AGE olusumu bildirilmistir (Castellani
vd.,1996; 198). Lewy cisimcikleri, PD hastalarinda subkortikal noronlardaki
intrasitoplazmik inkliizyonlarin kiimeleridir (Trojanowski vd., 1998; 832). Tesadiifi
Lewy cisimcigi hastaligi vakalarinda, AGE'ler yeni olusan Lewy cisimciklerinde
goriiliir ve bu da AGE'lerin PD oncesi bireylerde Lewy cisimcigi olusumunu

tetiklemede kritik bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Miinch, 2012; 1221).

2.6. AGE Tespit Teknikleri ve Yontemleri

Gidalar karmasik matrislerdir. Gidalarda bulunan proteinler veya yag tiirevlerinden
farkli yollarla ve farkli bilesenlerle AGE olusmaktatir. Dolayisiyla gidalardaki
diyetsel AGE'leri 6lgmek igin uygun analitik prosediirlere ihtiyag vardir. Genel
olarak, farkl tiirdeki AGE'lerin fiziksel 6zelliklerinin de farkli oldugu bilinmektedir.
Bu sebeple, her farkli AGE i¢in uygun bir ekstraksiyon yontemine sahip olmanin zor
oldugu bilinmektedir. AGE'ler, proteinler veya polipeptidlerle serbest durumda veya
birlesik halde bulunmaktadirlar. Genel olarak, AGE'ler giiclii polariteye ve iyi
derecede su ¢oziiniirliigiine sahiptir. Bundan dolay1, serbest halli AGE'lerin tespit
edilmesinde, su genellikle ¢o6ziicii olarak kullanilmaktadir. Tespit isleminde,
proteinler once ¢oktiiriiliir, yaglar siipernatanttan ¢ikarilir ve kati faz ekstraksiyonu
sonrasinda, numunelerdeki AGE'ler tespit edilmektedir. Genel olarak, diyetsel
AGE'lerin tespit edilme yontemleri aletli analizlere ve immiinolojik (immunoassay
0zel protein belirleyici test) testlere ayrilmaktadir. Aletli analizler arasinda, diyot
dizisi detektorii (DAD), floresan detektorii (FLD) ve kiitle spektrometrisi (MS) ve
tandem kiitle spektrometrisi de dahil olmak iizere ¢esitli detektorlerle birlestirilen gaz
kromatografisi-kiitle ~spektrometrisi (GC-MS) ve yiiksek performansli = sivi
kromatografisi (HPLC) yer almaktadir. (MS / MS). Immiinoanaliz éncelikle enzime
bagli immiinosorban (ELISA) analizidir (Wei vd., 2018.).

Diyetteki AGE'lerin kesin tespiti matrikse baghdir. Calisma protokolleri farkli gida
tirleri arasinda farklilhik gosterse de hassasiyet ve dogruluk, kullanilan tespit
yontemine bagli olarak ayni tip matriste farkliliklar gostermektedir. Bunun sebebi
hesaplama i¢in kullanilan farkli nicellestirme temelidir. ELISA protokolleri temel
olarak spesifik AGE'lerin esdegerlerini ifade ederken, kromatografik yaklasimlar
konsantrasyonlar1 vermektedir. Birinden digerine donilisim zordur ve ¢ogu zaman
kesin olmayan degerlerle ortaya konmaktadir. Saglam ve giivenli bir yontemin

kurulmasinin, diyabet gibi saglikli patolojik fenotiplere kars1 beklenebilecek
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fizyolojik konsantrasyonlarmn, farkli gida matrikslerini karsilagtirmak igin bir

kilometre tas1 olacagi kabul edilmektedir (Nowotny vd.,2018).

2.6.1. HPLC Dedektorleri

HPLC 06nemli bir kromatografik teknik olarak bilinmektedir. Yontemde, sivi bir
mobil faz olarak kullanilmaktadir. Farkli polaritelere sahip tek bir ¢oziicii veya farkli
oranlarda karisik bir ¢oziicii, yiiksek basingh bir sistem kullanilarak sabit bir faza
sahip bir siituna pompalanmaktadir. Kolondaki bilesenler ayrilmakta ve daha sonra
numunelerin analizini gergeklestiren dedektorler tarafindan test edilmektedir (Wei
vd., 2018).

2.6.2. Floresan Spektroskopisi

Floresan spektroskopisi kullanan AGE'lerin Ol¢lilmesinde, yiiksek voltajli civa
lambas1 veya ksenon lamba tarafindan yayilan UV ve mavi-mor 151k, filtreler yoluyla
ornek hiicresine 1sinlanarak, numunelerde floresan maddelerin yayilmasina neden
olmaktadir. Floresan yansitildiktan sonra, fotodetektor tarafindan kabul edilmekte ve
daha sonra grafik veya dijital bicimde goriintiillenmektedir. Floresans
spektroskopisinin  kullanimi kolaydir ve yiiksek hassasiyete sahiptir, ancak
ozgiilliigiin olmamasi sebebiyle, bu yontem belirli bir AGE'den ziyade bir tiir AGE'yi
algilayabilir (Wei vd., 2018.).

2.6.3. LC-MS/MS ve GS-MS

LC-MS / MS (Siv1 kromatografisi — Kiitle kromatografisi) yontemi ¢ogunlukla CML
ve CEL o6l¢iimiinde kullanilmaktadir. LC sistemi, numuneleri ayirmayi
amaglamaktadir ve sistemin amaci, ayrilmis 6rnekleri iyonize ve analiz etmektir. LC-
MS / MS teknigi, UV veya floresandan daha hassastir ve tiirevlendirmeye ihtiyag
duymaz. MS / MS saptamasi, secilen bir ana iyonun spesifik bag iyonlarmna
pargalandigi ¢oklu reaksiyonunun gdzlemlenmesidir. Ideal olarak, kiitle gecisi ve
tutma siiresi bir bilesige 6zgiidiir, bu sebeple LC-MS / MS dogru miktar tayini i¢in
daha uygun goriilmektedir (Poulsen vd., 2013; 25).

Nicel testler i¢in, ornek on isleme ve test sirasinda matris etkisini ve kaybi

hesaplamak i¢in normal olarak standartlar eklenmelidir.
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LC’de oldugu gibi s1v1 yerine GC, mobil faz olarak gazi kullanilmaktadir. Numuneler
gaz fazinda hizli bir sekilde transfer edildiginden, numune bilesenleri hareketli faz ile
sabit faz arasinda aninda dengelenebilmekte ve duragan faz olarak secilebilen bir¢ok
madde vardir. Bu nedenle GC, ayirma ve analiz i¢in ylksek verimlilige sahiptir.
Bununla birlikte, GC-MS’nin kullanimi, analizden 6nce gerekli bir adim olarak
tiiretme gerektirir. GC-MS, siit ve et dahil olmak tizere farkli gida 6rneklerinde CML
miktarini belirlemek i¢in kullanilabilir (Nowotny vd., 2018).

2.6.4. Immunoassay Analizi (ELISA)

Temel immunoassay analiz yontemi, bir nesneyi tanimlamak igin antikorlar1 ve renk
degisimini kullanan bir yontem olan enzim baglantili immiinosorbent analiz (ELISA)
olarak adlandirilmaktadir. Antijenler bir kat1 yiizeye kaplanir, spesifik antikorlar daha
sonra ylizeyin lizerine uygulanmakta, bdylece antijenlere baglanabilir ve bu da
enzimlerle iletisim kurmak icin antikorlara yol gostermektedir. Son olarak, enzim
substratin1 iceren nesne eklenmektedir. Sonraki reaksiyon, genellikle substratta bir
renk degisikligi olmak {izere saptanabilir bir sinyal iliretmektedir. Enzimlerin yiiksek
katalitik etkinligi nedeniyle, bagisiklik tepkisi sonuglar1 dolayli olarak biiytitiilmekte,
boylece yontem yiiksek bir duyarliliga ulasilmaktadir (Wei vd., 2018).

Genel olarak, HPLC ve GC-MS, yiiksek hassasiyet ve kolay kullanim avantajina
sahiptir, ancak GC-MS kullanildiginda, 6rneklerin tiirevlendirilmeleri gerekir ve bu
durum tiirevlerin kararsizligina sebep olmaktadir. Yiiksek duyarlilik ve segiciligin
kombinasyonu, AGE'lerin tespiti i¢in uygun olan floresan spektroskopisini saglarken,
dezavantaj, c¢coziicii lizerindeki kati gerekliliklerdir. Buna ek olarak, hassashigi
etkileyen bazi ¢evresel faktorler floresan kirliligine kolayca neden olmaktadir

(Gomez vd., 2018; 15).

LC-MS / MS ig¢in, yiiksek hassasiyet ve kullanim kolayligi nedeniyle popiilerlik
kazanir. Ama Ornek On isleme ve test sirasinda numune kaybina neden
olabilmektedir. LC-MS / MS ile karsilagtirildiginda, UPLC-MS / MS yd&ntemi
secicilik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik agisindan daha iyi bir performansa sahiptir
ve analiz siiresi dongiisii biiylik dl¢iide kisaltilmistir. Ancak numune hazirlamadaki
yiiksek maliyet popiilaritesini sinirlamaktadir. Ote yandan, ELISA, spesifik
antikorlarin secilmesini gerektirir ve sonuglarin ifadesi, cihaz analiziyle dogrudan bir
sekilde karsilagtirllamaz. Bu durum, ELISA yonteminin tek AGE'lere 6zgi

olmamasina, tiim Maillard reaksiyon iirtinlerinin hedeflenmesinden kaynaklanabilir.
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Buna karsin tespit hizi nispeten hizlhidir, ¢ok sayida numunenin taranmasi i¢in

kullanilabilmektedir (Uribarri vd., 2015; 465).

Cesitli AGE'ler gida {iriinlerinde tanimlanmis ve Olc¢lilmiistiir. Bununla birlikte,
glinimiizde diyet AGE igeriginin tahmin edilmesiyle ilgili hala kisitlamalar
bulunmaktadir. Cok sayida gidada farkli AGE'ler ile ilgili mevcut veriler sinirlidir.
Benzer gida maddeleri beslenme profillerinde siklikla farklilik gosterir. Mevcut veri

tabanindaki karsilastirilabilirlik zorlasmaktadir (Nowotny vd., 2018).
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UCUNCU BOLUM

MATERYAL VE METOT

Bu calisma Haziran 2019’ da Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi AR-GE
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda toplamda 25 farkli biskiivi
ve krakerin seker bilesenleri ve ileri glikasyon son {iriinii Onciilleri miktar1 analiz
edilmistir. Bu ¢alisma da seker analizleri HPLC (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi) cihazi kullanilarak yapilmistir. Analizde kullanilan tim biskiivi ve

kraker ¢esitleri Istanbul’da bulunan yerel marketlerden alinmistir.

Calismada kullanilan malzemeler, kimyasallar ve metot asagida yer almaktadir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Calismamizda glyoxal , methylgloxal , glikoz , fruktoz , siikroz , hidroklorik asit ,
asetonitril , sodyum hidroksit , 4-nitro-1,2-feniladiamin , sodyum asetat , metanol ,

saf su , asetik asit kimyasallar1 kullanilmistir.

3.1.1. Gerekli Cihaz ve Malzemeler

HPLC: UFLC-Shimadzu 20 AT

Analitik ters fazli kolon: Agilent, Eclipse XCD-C18, 5 um, 4,6x150 mm
Analitik terazi: Radwag — AS 220.R2 (0,0001 g hassasiyetle)
Manyetik karistirici: IsolabLaborgeroteGmbH

Calkalamali su banyosu: Memmert

pH metre: HANNA HI/2211PH/ORP Meter

Ultrasonik su banyosu: Selectaultrasons H-D

Otoklav: SelectaPresoclave — 11

Otomatik pipet (100/1000u1-5/50ul- 2/200ul: Axypet- autoclavable
0, 22 um CA filtre: Chromafil CA-45/25

Santrifiij: Hitach1 CR22N

Su destilasyon cihazi: Direct-Q 3 UV ultrapure (typel)
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HPLC kosullar

Mobil Faz: 1 L’lik balon jojeye 11 g potasyum dihidrojen fosfat ve 0,5 ¢
oktansiilfonik asit sodyum tuzu monohidrat, 1,8 g orto-fosforik asit tartilarak hacim
940 ml’ye deiyonize suyla tamamlandi. Ultrasonik su banyosunda 20 dakika tutuldu,
tizerine 60 ml asetonitril ilave edildi, manyetik karistiricida karistirildi ve pH 2,85’e

orto-fosforik asitle ayarlanarak 0,22 pum filtreden siiziildii.
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Sekil 3.1.1.1: HPLC Sistemi (Wei vd., 2018)

Kolon Sonras1 Tiirevlendirme Sistemi: 2. HPLC pompasi, sodyum bisiilfit, akis hizi
0,2 ml/dakika.

Kolon: Zorbax C-18 (4.6 mm x 150mm)

Mobil faz: Metanol/Su/Asetonitril (42/56/2) karisimindna olusur.
Dedektor: HPLC-UV

Dalga Boyu: 255 nm

Enjeksiyon Hacmi: 10 pl

Akis Hizi:1 ml/dakika

Kolon Sicaklig:: 25°C

Analiz Siiresi: 40 dakika

Ornek kromatogramlar asagida verilmistir.
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Sekil 3.1.1.2: Glioksal (GO) ve Metilglioksal (MGO) standart HPLC

kromatogrami
mv

DetAChi

1.25-
MGL
GL
1.00-
0.75-
0.50-
0.25-
J it
0.00-
L4 U U U 1
0 5 10 15 20 25 30
mi

Sekil 3.2.1.3: Glioksal (GO) ve Metilglioksal (MGO) 6rnek HPLC
kromatogrami

3.1.2. AGE (Glioksal, Metilglioksal) Tayini

Hazirlanmasi ve Analiz

Sodyum Asetat Tampon (0,5 M): 41,01 g hassas terazi ile tartildi. 1 L’lik balon
jojeye eklenerek hacim deiyonize suyla tamamlandi. Asetik Asit eklenerek pH metre

ile pH’1 3’e ayarlandu.

4-Nitro-1,2-Fenildiamin Cozeltisi: 50 mg 4-Nitro-1,2-Fenildiamin 100 ml metanol
ile balon jojede ¢ozdiiriiliir.
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Hidroklorik Asit Cozeltisi (0,1 N): 1 L’lik balon joje i¢ine 8,28 ml hidroklorik asit
eklenir, deiyonize su ile hacimine tamamlandi.
Metanol: Su: Asetonitril (42/56/2) karisimi: 1000 ml’lik balon joje i¢ine 420 ml

metanol, 560 ml deiyonize su ve 20 ml asetonitril konuldu.

Bir reaktif olarak 4-nitro-1, 2-fenilendiamin ¢6zeltisi 50 mg 4-nitro-1,2-fenildiamin
100 ml metanol ile balonjojede ¢ozdiiriiliir. HPLC ile glikol, glioksal, metilglioksal
ve dimetil glioksal onkol tiirevlendirme, ayrilmasi ve tayini i¢in analitik bir prosediir
gelistirilmistir. HPLC eliisyonu, Zorbex C-18 kolonundan yapildi ve 255 nm'de
fotodiyot arry ile tespit edildi. Izokratik eliisyon ve ayristirma, 0,9 ml/ dk akis
hizinda metonal-su-asetonitril (42: 56: 2 h / h / h) ile elde edildi. Kalibrasyon
egrilerinin dogrusalligi, bilesiklerin her biri i¢in 41-75 mg / ml i¢indeki tespit limiti
(LOD) ile 0,2-1,0 mg / ml ile elde edildi. Metot, farkli biskiivi ¢esitlerine (form,
yulaf, kepek, tam bugday, bebe biskiivisi, petit pure, kraker) es zamanli olarak
glioksal, metilglioksal ve dimetil glioksal tayini i¢in kullanildi. Sonuglar %0,6- 2,5
icinde bagil standart sapma (RSD) ile elde edildi.

Ornegin Hazirlanmasi

25 tane farkli icerige sahip biskiivi, kraker cesitlerinden 5 g numune alinrak,
blenderda 20-30 saniye arasinda 6giitiildii. Ogiitiilen érneklerden 5 g hassas terazi ile
tartildi ve 50 mililitrelik falkon tiiplere alindi. Falkon tiiplere 25 ml metanol ilave
edildi. Ultra turrax kullanilarak homojen duruma getirildi. Ornekler 15000 rpm’de 5
dakika santrifiriij edildi. Siipernatandan 0,5 ml pipetle alinarak cam tiiplere aktarildi.
Uzerlerine, hazirlanan sodyum asetat ¢dzeltisinden 2 ml pipetle alinarak ilave edildi.
Daha sonra 0,5 ml 4-nitro-1,2 fenildiamin ¢dzeltisinden eklendi. Ornekler 70°C’de
20 dakika su banyosunda bekletildi. Su banyosundan sonra 0,45 mikronluk seliiloz
asetat filtreden gecirildi ve HPLC’ye verildi. Ornek hazirlamada oksidasyona neden
olabilecek ortam kosullarindan (yiiksek sicaklik, UV 1s1k vb.) sakinmak gerekir.

3.1.2.1. Seker Tayini

25 tane farkli icerige sahip biskiivi, cubuk kraker blenderda 20-30 saniye arasinda

ogiitiildii. Ogiitiilen 6rneklerden 5 g hassas terazi ile tartildi. 5 g kat1 kivamdaki
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ornekler, 50 ml’lik falkon tiip ig¢ine alindi ve iizerine 50 ml saf su ilave edildi.
Ultraturrax’ta 1 dakika tutularak homojen hale getirilir. Numune 13000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. 0,45 mikronluk seliiloz asetat filtreden ge¢irildi ve HPLC’ye

verildi.
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DORDUNCU BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada 25 farkli biskiivi ve kraker cesitleri degerlendirmeye alinmistir.

4.1. Farkh Biskiivi ve Kraker Cesitlerinin Etiket icerikleri

Calismada kullanilan farkli biskiivi ve kraker ¢esitlerinin etiket icerikleri Tablo

4.1°de gosterilmistir.

4.2. Farkh Biskiivi Cesitlerinde Fruktoz, Glikoz, Sakkaroz Miktarlari

Farkli Biskiivi ve kraker gesitlerinde fruktoz, glikoz, sakkaroz miktarlar1 sirasi ile
1,92- 0,01 g/100 g, 6,38-0 ¢/100 g, 24,91- 0,33 g/ 100 g arasinda degismektedir.
Caligmada degerlendirmeye alinan biskiivi ve kraker cesitleri Tablo 4.2°de

gosterilmistir.

4.3. Farkh Biskiivi ve Kraker Cesitlerinde GO ve MGO Miktarlari

Analizi yapilan farkli biskiivi ve kraker ¢esitlerindeki GO ve MGO miktarlar1 sirast
ile 76,7- 1,0 g/100 g ve 1010,6- 39,9 g/100 g arasinda degerlere sahip oldugu
bulunmustur. Degerlendirmeye alinan biskiivi ve kraker ¢esitleri Tablo 4.3’te

gosterilmistir.
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4.4. Farkh Biskiivi ve Kraker Cesitlerinde Glikoz MGO Bulgulari

Bulunan verilere gore farkli biskiivi ve kraker ¢esitlerinde glikoz AGE igerikleri
Sekil 4.4’de gosterilmistir. Sekilde goriildiigii gibi farkli biskiivi ve kraker
cesitlerinde glikoz miktarlar1 6400 + 67 mg/100 g arasinda tespit edilmistir. MGO
degerleride 1014 + 40 pg/ 100 g bulunmustur.

Glikoz MGO Grafigi
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Sekil 4.4.1: Biskiivi ve kraker cesitlerinde glikoz ile MGO degerleri

4.5. Farkh Biskiivi ve Kraker Cesitlerinde Fruktoz MGO Bulgular:

Sekil 4.5.1°de gosterilen fruktoz MGO degerlerine baktigimizda ise fruktoz icerigi en
yiiksek kakaolu biskiivi 2 oldugu tespit edilmis ve ayn1 zamanda MGO degerininde
fruktoz degeri ile yiikseldigi bulunmustur.
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Fruktoz MGO Grafigi
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Sekil 4.5.11: Biskiivi ve kraker cesitlerinde fruktoz ile MGO degerleri

4.6. Farkh Biskiivi ve Kraker Cesitlerinde Sakkaroz MGO Bulgulari

Sakkaroza baktigimizda, farkli biskiivi ve karaker ¢esitlerindeki degeri 24995 + 335
mg/100 g oldugu bulunmustur. MGO degeri ise sakkaroz ile parallelik gosterdigi

tespit edilmistir.
Sakkaroz MGO Grafigi
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Sekil 4.6.12: Biskiivi ve kraker cesitlerinde sakkaroz ile MGO degerleri
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BESINCI BOLUM

TARTISMA VE DEGERLENDIRME

Bu c¢alismada, farkli biskiivi ve kraker ¢esitlerinin glikoz, fruktoz, siikroz degerleri
ile GO ve MGO degerleri arastirilmistir. Calismanin amaci, toplumda atistirmalik
olarak siklikla tiiketilen biskiivi ve krakerlerin seker tiirleri ile AGE onciilleri
miktarint belirleyerek insan sagliginda olumsuz etkisini azaltacak atistirmaliklarin

tercih edilmesinin saglanmasidir.

Biskiivi, agirlikli olarak bugday unu, seker ve tereyagi ile firinda yapilan bir
atistirmaliktir. Uzun raf omrii, yeme kolayligi ve insanlarin tath tadi tercih etmesi

nedeniyle diinya gida endiistrisinin 6nemli bir pargasidir (Filipcev vd., 2011; 166).

Biskiivi pisirilirken meydana gelen Maillard reaksiyonu, biskiiviye arzu edilen renk
ve tad1 vermesinin yani sira akrilamid gibi istenmeyen kimyasallarin olusuma neden
olmaktadir (Becalski vd., 2003; 804). AGE'ler gesitli onciilerden olusabilmektedir.
AGE olusumu genellikle endojen olmakla birlikte ekzojen kaynakli da
olabilmektedir (Nicholl vd., 1998; 1030). Isil islem, lezzeti artirabilme, raf émriinii
uzatabilme gibi Ozellikleri sayesinde diinya gida endiistrisinin 6nemli bir pargasi
haline gelmistir. Protein ve karbonhidrat igerigi yiiksek kuru karisimlar gibi ticari
olarak islenmis bir¢ok gida, 1s1l islem ve depolama siiresince AGE olusturmaya

devam etmektedir.

Biskiivilerin bilesimi incelendiginde, en diisik MGO ve akrilamid seviyelerinin,
sakkaroz, glikoz veya sodyum bikarbonat gibi bilesenler igeren biskiivilerde
bulundugunu gostermektedir. En yiiksek MGO ve akrilamid seviyeli biskiiviler,
ozellikle glikoz veya sodyum bikarbonat yerine amonyum bikarbonat veya fruktoz
ile hazirlanmis olanlardir. Benzer sonugclar, diger yaymlanmis c¢alismalarda model
sistemlerle acgiklanmistir. Kalousova vd., pisirme ajant amonyum bikarbonatin
sodyum bikarbonat ile karsilagtirildiginda daha fazla dikarbonil bilesiginin
olusumunu ve fruktoz varliginda bu olusumu daha da fazla tesvik ettigini

gostermistir (Kalousova vd., 2004; 21).

Calismamizda, biskiivi ve kraker cesitlerinde sirasiyla ortalama fruktoz miktar1 1923

+ 8 mg/100 g olarak; glikoz miktar1 6400 £ 67 mg/100 g olarak; sakkaroz miktar1 ise
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24995 + 335 mg/100 g olarak bulunmustur. Biskiivi ve krakerlerde bebe biskiivisi 3
en yiksek sakkaroz miktarina sahip iken MGO degerinin en diisiik oldugu
gozlemlenmektedir. Seker tiirleri i¢inde en diisiik fruktoz miktar1 yer alir iken glikoz

ve sakkaroza gore en yliksek MGO degerine sahip oldugu bulunmustur.

Roiter vd., yaptig1 caligmada, genel olarak biskiivi formiilasyonu, ekmek tilirevlerine
gore daha karmasiktir ve maillard reaksiyonu, karamelizasyon veya lipid
oksidasyonu yoluyla bu dikarbonillerin onciileri olan indirgeyici sekerler ve
doymamis yaglar gibi bilesenler igermektedir. Buna karsilik, ekmek tiirevleri esas
olarak bugday unu, kabartma tozu, tuz ve sudan olusur, bu nedenle dikarbonil
seviyelerinin daha diisiik olmasi beklenmektedir. Veriler incelendiginde, yedi biskiivi
orneginin digerlerine kiyasla daha yiikksek MGO igerigine sahip oldugu, bunlarin
timi 52,2 mg / kg'in lizerinde ve 81,4 mg / kg'a kadar MGO degerlerine sahip
oldugu goriilebilir. Bilesen olarak amonyum bikarbonat ve fruktoz iceren
biskiivilerin daha fazla MGO olusturdugu, bdylece amonyum bikarbonat ve
fruktozun bu dikarbonil bilesiklerinin olusumunu hizlandirdig1 goriilmiistiir (Roiter
vd., 1972; 14). Bu gore, biskiivi formiilasyonunda kullanilan bilesenlerden, fruktozun

daha fazla MGO olusumuna neden oldugu goriilmektedir.

Mary Story vd., (1996) calismasina gore; isleme asamasinda AGE olusumunu
hizlandiran tereya8i, yag, yumurta ve seker gibi gida katki maddelerinin
eklenmesinden dolay1 cips, kraker ve biskiivi gibi kuru 1sida iglenmis gidalarda en
yiiksek d-AGE seviyeleri tespit edilmistir (Story vd., 1996; 125). Degen ve ark.
(Degen vd., 2012; 7071), kurabiyelerde 1,8-68 mg / 100 g MGO bulmuslardir.
Arribas-Lorenzo ve Morales (2010), ticari kurabiyelerdeki GO ve MGO seviyelerini
incelemisler ve sirasiyla 4,8 ile 26,0 mg / kg ve 3,7 ile 81,4 mg / kg arasinda
bulmuglardir (Arribas vd., 2010; 2966). Uribarri ve vd., (2015) calismasina gore,
ticari krakerlerdeki MGO igerigi 4,170 nmol / kg'dir (Uribarri vd., 2015; 471).
Cipsler ve krakerler arasindaki GO ve MGO seviyelerini karsilagtirdigimizda,
krakerler cipslerden daha yiiksek miktarda GO ve MGO icermektedir. Gidalardaki d-
AGE seviyesi, artan akrilamid (Tareke vd., 2002; 5000), heterosiklik aromatik
aminler (Skog 1998; 890) ve 5 hidroksimetilfurfural (Janzowski vd., 2000; 805)
seviyesiyle iligkilidir. Murkovic (2004), patates cipslerinde diger gida gruplarina gére
daha yiiksek miktarda akrilamid (1500 pg / g'min iizerinde) bulmustur (Murkovic,
2004;165). GO ve MGO igerikleri, pisirme siiresi ve akrilamid igerigi ile dogrudan
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iligkiliyken, biskiivilerde 5-hidroksimetilfural ile bir iliski yoktur (Arribas, 2010;
2968). Kraker ve cips gibi 1s1l islem gormiis iirlinler yiiksek miktarda akrilamid
icermektedir. Krakerler, cipslerden daha yiiksek miktarda akrilamid igerir (J.A.
vd., 2007; 348). Cips ve krakerleri karsilastirdigimizda krakerler genellikle daha
yiiksek miktarlarda GO ve MGO igermektedir.

Kraker ¢esitlerindeki seker bilesenleri miktari sirasiyla; glikoz 200 + 144 mg/100 g,
fruktoz 82 £ 79 mg/100 g iken biskiivilerdeki glikoz 6400 + 67 mg/100 g , fruktoz
1923 + 8 mg/100 g’dir. Elde edilen sonuglara gore, kraker gesitlerindeki glikoz ve
fruktoz degerlerinin, biskiivilere oranla daha diisiik oldugu bulunmustur. Biskiiviler
ve krakerler arasindaki MGO seviyelerini karsilastirdigimizda, krakerlerin ortalama
MGO seviyesi 61 £ 98 pg/100 g iken biskiivilerin 1014 £ 40 pg/100 g’dir. Bu
durumda MGO seviyelerini inceledigimizde biskiivilerin krakerlere oranla daha

yiiksek MGO igerigine sahip oldugu saptanmuistir.

Sonug olarak; ¢alismamizdaki 25 farkli biskiivi ve kraker cesitlerinin AGE Onciilleri

miktarlar literatiirde yer alan verilerle paralellik géstermektedir.
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SONUC

Atistirmalik grubunda yer alan, yliksek miktarda glikoz ve fruktoz igeren biskiivi ve
krakerlerin tiiketilmesi sonucu; basta diyabet hastaligi olmak iizere kronik
hastaliklarin olusumunu bildiren dair birden fazla ¢alisma bulunmaktadir. Dolayisiyla
biskiivi ve kraker cesitlerinde glikoz ve fruktoz igerigi yiiksek olanlarin

tiiketilmemesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada farkli biskiivi ve kraker ¢esitleri lizerinde seker tiirlerinin MGO
olusumuna etkisi arastirildi. Calismamizin amaci farkl biskiivi ve kraker ¢esitlerinin
iceriginde bulunan fruktoz, glikoz ve sakkarozun ileri glikasyon son iiriinleri

onciillerinin olusumuna etkisini tespit etmek ve degerlendirmektir.

Calismamizda farkli biskiivi ve kraker ¢esitlerinde MGO degerleri ortalama olarak
1014 £ 40 pg/ 100 g olarak bulunmustur. Seker tiirlerinden sakkarozun miktar1 bebe
biskiivisi 3’te 24995 mg/100 g olarak bulunmustur. Fruktoz ve glikoz agisindan
baktigimizda ise sirastyla kakaolu biskiivi 2 1923 mg/100 g, form karisik biskiivide
6400 mg/100 g ile en yiiksek degere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Fruktoz miktarinin
yuksek oldugu biskiivi ve kraker cesitlerinin tiiketiminin diyabet ve kronik

hastaliklarin olusumunda daha etkili oldugu ¢aligmalar da mevcuttur.

Glikoz ve fruktoz miktar1 diisiik olan triinler tiiketmek AGE alimini azaltmak ig¢in
onemli bir yontem olabilir. Glikoz ve fruktoz igerigi diislik olan biskiivi ve kraker
cesitlerinin tiikketilmesinin insan sagligma daha az olumsuz etkisi olacagl

diistiniilmektedir.
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