T.C.

ISTANBUL SABAHATTIN ZAIM UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
BESLENME VE DIYETETIK ANABILiM DALI
BESLENME VE DIYETETIK BILiM DALI

POLIFENOL ACISINDAN ZENGIN FARKLI BITKISEL
CAYLARIN KRAKERLERDE BULUNAN
METILGLIOKSALIN AZALTILMASIDAKI ETKISININ
IN VITRO GASTROINTESTINAL SISTEMDE
INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZi

RABIA ASLAN

Istanbul
Eyliil-2021



T.C.
ISTANBUL SABAHATTIN ZAiM UNIVERSITESI

LiISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
BESLENME VE DIYETETIiK ANABILIiM DALI
BESLENME VE DIYETETIK BILiM DALI

POLIFENOL ACISINDAN ZENGIN FARKLI BITKIiSEL
CAYLARIN KRAKERLERDE BULUNAN METIiLGLIOKSALIN
AZALTILMASIDAKI ETKISININ IN VITRO
GASTROINTESTINAL SiSTEMDE INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI

Rabia ASLAN

Tez Danismam

Do¢. Dr. Mustafa YAMAN

istanbul
Eyliil-2021



TEZ ONAYI

Lisansiistii Egitim Enstitiisti Mudirligi’ne

Bu ¢aligsma, jiirimiz tarafindan Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dal1, Beslenme
ve Diyetetik Bilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZ] olarak kabul edilmistir.

Danigman : Dog. Dr. Mustafa YAMAN

Uye : Dog. Dr. Jale CATAK
Uye : Dog. Dr. Zafer CEYLAN
Onay

Yukaridaki imzalarin, ad1 gecen 68retim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Metin TOPRAK
Enstiti Muduri



BIiLIMSEL ETIiK BiLDIRIMi

Yiiksek lisans tezi olarak hazirladigim “Polifenol A¢isindan Zengin Farkh Bitkisel
Caylarin Krakerlerde Bulunan Metilglioksalin Azaltilmasidaki Etkisinin In Vitro
Gastrointestinal Sistemde Incelenmesi ” adli ¢alismanin GOneri asamasindan
sonuc¢landigi asamaya kadar gegen siiregte bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle
uydugumu, tez i¢indeki tiim bilgileri bilimsel ahlak ve gelenek cercevesinde elde
ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigimi, bu ¢alismamda dogrudan
veya dolayl olarak yaptigim her alintiya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim

eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu beyan ederim.

Rabia ASLAN



ONSOZ

Arastirmamdaki her asamada bana yardimci olan degerli tez danismanim Dog.Dr.
Mustafa YAMAN’a, lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca benden maddi ve
maveni desteklerini esirgemeyen annem Fatma ASLAN, babam Mehmet ASLAN,
kardeslerim Talha ve Kiibra ASLAN’a ve erkek arkadasim Emin TURAN’a

tesekkiirlerimi sunarim.

Rabia ASLAN
Istanbul-2021



OZET
POLIFENOL ACISINDAN ZENGIN FARKLI BiTKISEL
CAYLARIN KRAKERLERDE BULUNAN METILGLiIOKSALIN
AZALTILMASIDAKI ETKISININ IN VITRO
GASTROINTESTINAL SISTEMDE INCELENMESI
Rabia ASLAN
Yiiksek Lisans, Beslenme ve Diyetetik
Tez danismani: Dog. Dr. Mustafa YAMAN
Eyliil, 2021 - 56 Sayfa

Gida isleme teknikleri ve gida bilesimleri gidalarda zararli maddeler olan ileri
glikasyon ftiriinlerinin (AGE'ler) veya ileri lipoksidasyon son {irtinlerinin (ALE'ler)
onciillerini  olusturabilir. Bu c¢alismanin amaci, MGO'nun biyolojik olarak
kullanilabilirligini belirlemektir. Hangi krakerler AGE'lerin ve ALE'lerin en giiglii
onciistidiir inceledik ve etkilerini arastirdik. in vitro gastrointestinal sistem altinda
krakerlerde MGO olusumunu azaltmaya yonelik polifenol bakimindan zengin bitki
caylarim1 Bu amagla, farkli konsantrasyonlarda isledik. in vitro sistem altinda MGO
miktarlariin vitro gastrointestinal sindirimden sonra kraker 6rnekleri 274 ila 408 pg /
100 arasinda degismistir. Kraker numunelerindeki MGO igerikleri sindirim sirasinda
artmistir. Baslangic degerleri ve artis oran1% 266 ile 628 arasindadir. peroksidasyon
iirtinleri, AGE'ler veya ALE Onciileri olusturmak i¢in sindirimle artar. Ayrica siyah,
yesil, zerdegal ve kusburnu gibi polifenol agisindan zengin bitki ¢aylarinin krakerlerde
MGO biyobilite kabiliyetini onemli olgiide azalttigi gordiik. Bu bitki ¢aylarinin
antioksidan olarak kraker formiilasyonlarina eklenmesi veya bitkisel c¢aylarin

atistirmalik yiyeceklerle birlikte tiikketilmesi tavsiye edilebilir.

Anahtar Kelimeler: leri Glikasyon Uriinleri, Kraker, Polifenol, In Vitro



ABSTRACT
EFFECTS OF DIFFERENT POLYPHENOL-RICH HERBAL
TEAS ON REDUCING THE BIOACCESIBILITY OF
METHYLGLYOXAL IN CRACKERS UNDER STIMULATED
GASTROINTESTINAL DIGESTIVE SYSTEM
Rabia ASLAN
Master, Nutrition and Dietetic
Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa YAMAN
September, 2021 - 56 Pages

Food processing techniques and food compositions may increase the formation of
harmful advanced glycation (AGESs) or advanced lipoxidation end products (ALES)
precursors in foods. The purpose of the present study is to determine the bioaccesibility
of MGO, which is one ofthe most potent precursor of AGEs and ALEs, in crackers
and investigate the effects of polyphenol-rich herbal teas on reducing the formation of
MGO under in vitro gastrointestinal conditions. For this purpose, we treated different
concentrations of polyphenol-rich herbal teasin crackers in order to reduce MGO
formation under in vitro system. The amounts of MGO incrackers samples after in
vitro gastrointestinal digestion were ranged from 274 to 408 pg / 100g. The MGO
contents in cracker samples were increased during the digestion compared toinitial
values and the increase rate was between 266 and 628 %. We demonstrated that
lipidperoxidation products increases with digestion to form AGEs or ALESs precursors.
We alsodemonstrated that polyphenol-rich herbal teas such as black, green, turmeric
and rosehipsignificantly reduced MGO bioaccesibility in crackers. Addition of these
herbal teas as antioxidants in cracker formulations or consumption of herbal teas along

with snack foods may be recommended.

Key Words: Advanced glycation end products, Crakers, Polyphenol, In Vitro
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BIiRINCI BOLUM
GIRIS

Diabetes mellitus (DM) prevalanst tiim diinyada biiylik oranda katlanarak
artmaktadir. Bu hastalik birden fazla metabolik yol lizerinde olumsuz etkilere yol agar.
Diyabet komplikasyonlarinin olusumunda rol alan mekanizmalarin anlasilabilmesi
icin ¢ok ¢alisma vardir, fakat bunlarin kesin kanitlarina ulasilamamistir (Yaribeygi,
2020). Diyabetin en yaygin 2 tiirii vardir. {lki pankreas beta hiicresinin tahribatina
bagh insiilin hormonundan tamamen yoksunluk yasanan tip 1 DM, digeri ise insiilin
varlig1 ve yetersizligi ile birlikte, insiilin direncinin eslik ettigi tip 2 DM dir(Schmidt,
2018).

Diyabet komplikasyonlarinin olugsmasinda asil sebeplerden biri oksidatif strestir. Bu
durum, serbest radikaller viicutta artinca ve antioksidanlar yetersiz kaldiginda olusur
ve bu da toksik etkilerle sonug¢lanir. Olusan oksidatif stres, diyabet komplikasyonlarini
ve insiilin direnci riskini arttiran 6nemli bir sebeptir (Yaribeygi, 2020). Son yillarda
yiiksek oranda islenmis gidalarin tiiketimi giderek artiyor. Gidalarin Isleme
teknolojilerindeki artis ve gelismeler ayrica hammadde gesitliliginin artis1 bize ¢ok
say1da cesitli gida iirlinleri saglarken diger yandan saglik agisindan tehlikeli olabilecek
"kirleticileri” de beraberinde getirdi. Bu ¢ok ¢esitli termal islemler, gida tiriinlerinin
lezzetini arttirir ve uzun slire korunmasini saglar, raf Omiirlerini uzatir. Bu sebeple bu

islemler yaygin olarak kullanilan prosediirlerdir (Zhang, 2020).

Bu islemler sirasinda bir dizi enzimatik olmayan biyokimyasal reaksiyonlar meydana
gelebilir. Bunlarin baginda Maillard reaksiyonu (MR) gelir. MR 1s1l islemlerden sonra
ortaya ¢ikan en baskin ve en yaygin reaksiyondur. Bu reaksiyonda indirgen sekerlerin
proteinlerin, peptidlerin veya serbest amino asitlerin amino gruplan ile glikolize
iirlinler olusur. AGE i¢in reseptor (RAGE); oncelikle diyabet, iltthaplanma, oksidatif
stres, yaslanma ve iskemi gibi cesitli durumlarda biriken AGE'leri baglama
yetenegiyle tanimlanmistir. Hiperglisemi ve insiilin direnci, viicutta ¢ok c¢esitli doku
ve organlar1 etkileyerek, diyabet basta olmak iizere bir¢ok sistem ve organin kronik
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Diyabette kronik hiperglisemi, amino grubu

iceren molekiilleri non-enzimatik reaksiyon ile ileri glikasyon son f{irtinlerin (AGE)

1



olusumuna neden olmaktadir (Vlassara 2005).

Farkli dokularda AGE birikimi ile diyabetin makro ve mikro komplikasyonlarini
olusur (Beisswenger, 1995).



IKiNCi BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus (DM)

2.1.1. Diyabetin Tanmm ve Tarihgesi

Diyabet, pankreastan salgilanip viicuttaki sekerin kullanilmasini diizenleyen insiilin
hormonunun tamamen ya da kismen yetersizligi veya eksikligi ile olusan hiperglisemi
ile karakterize, ayrica buna baghi olarak karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmasinin bozuldugu bir hastalik olarak bilinmekte. Diyabete bagh olarak
gerceklesen kronik hiperglisemi; g6z, bobrek, sinirler, kalp ve damarlarda uzun dénem
tahribata neden olmaktadir. Bu organlardaki tahribatlar sonucunda da noropati,
nefropati, kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi ¢ok cesitli  komplikasyonlar

olusmaktadir (Al-Abed, 2000).

2.1.2. Diyabet Epidemiyolojisi

Diyabet tiim diinyada en yaygin gozlemlenen kronik hastaliklardan biridir ve azalan
FA ve artan viicut yaglanmasina ek olarak yasam sekli degisiklikleri ile de diyabetli
birey sayis1 her gecen giin artmaktadir (American Diabetes Association. 2007). Altinci
Diyabet Atlas1 verilerine gore 2013 yilinda diinya genelinde 382 milyon yetiskinin
%8,3 'linlin diyabetli oldugu bildirilmistir. Bu saymin 2035 yilinda 592 milyona
cikabilecegi on gorilmektedir. Bu, 10 kisiden 1'inin diyabet olacagi anlamina
gelmektedir (Cho 2018). Diyabetli bireylerin neredeyse yarisi (186 milyon) 40-59 yas
araligindadir. Ilerleyen yillarda da artisin devam edecegi diisiiniilmektedir. Bu yas
grubundaki kisilerin 2035'te 264 milyona ¢ikmasi 6n gériilmektedir. Ulkemizde 1998
ve 2010 yillar1 arasinda gergeklestirilen TURDEP-I ve TURDEP-II diyabet calismasi
verilerine gore diyabetli birey sayisi

%7,2 'den %13,7'ye yiikselmistir. Diyabet teshisi bulunan kisilerin %91'1 tedavi
edilmektedir. Toplam diyabet hastalarinin %11'inde komplikasyon goriilmemektedir.
Bu sonuglar iilkemizde diyabetin Onemli bir saghik sorunu oldugunu ortaya

koymustur(Satman, 2012).



2.1.3. Diyabetin Komplikasyonlar:

2.1.1.1. Akut Komplikasyonlar
1. Diyabetik Ketoasidoz (DKA)

2. Hipergisemik hiperosmolar nonketotik koma
3. Hipoglisemi

2.1.1.2. Kronik Komplikasyonlar
1. Mikrovaskiiler: Retinopati, néropati, nefropati

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

hastalig1, serebrovaskiiler hastaliklar

3. Diger komplikasyonlar: Gastrointestinal (gastroparezi, diyare), genitoliriner
(sekstiel disfonksiyon), enfeksiyonlar, dermatolojik komplikasyonlar, katarakt,

glokom (American Diabetes Association,2006; Diabetes Care, 2002).

2.1.4. Diyabet Tam ve Kriterleri

Diyabet tanisi i¢in:

e Klasik diyabet semptomlar1 (polidipsi, poliiiri, kilo kayb1) varligi ve rastgele
bakilan plazma glukoz konsantrasyonu > 200 mg/dl olmasi

veya
e Aclik plazma glukoz diizeyi > 126 mg/dl olmas1

veya

e Oral glukoz tolerans testinde (OGTT) 2. saatte plazma glukoz konsantrasyonu

> 200 mg/dl olmasi.



Bozulmus Ac¢lik Glukozu (IFG): 110-125 mg/dl arasindadir. Glukoz toleransi azalmig
ve acglik glukoz konsantrasyonu normalle diyabetik arasinda kabul edilmektedir.

Diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artiran bir durum olmaktadir.

Bozulmus Glukoz Toleranst (IGT): 2 saat OGTT plazma glukozu 140-199 mg/dI
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; Diabetes Care, 2002).

2.2. Tleri Glikasyon Son Uriinleri (AGE) nedir?

AGE olarak bilinen ve ¢ok fazla komplikasyona sebep olan Ileri glikasyon son iiriinleri
tarihte ilk kez 1912 yilinda Fransiz kimyac1 Louis Maillard tarafindan tanimlanmistir
(Maillard, 1912). Louis Maillard, yaptig1 ¢alismalarda seker ve amino asit karisiminin
isitildigr zaman kahverengi bir bilesik olusturdugunu goézlemleyerek glukozun
oksidasyonunu ilk kez ortaya koymustur. Bu olaya “Maillard reaksiyonu” adi verilmis;
ve bu reaksiyon sonucu olusan bilesikler ileri glikasyon son iirtinleri (AGE) olarak

tamimlanmistir (Ahmed, 2005; Kalousova, 2004).

Maillard reaksiyonu adi verilen bu enzimatik durum {i¢ ana asamaya ayrilir: erken,
orta ve ge¢. Burda erken asamada, glikoz (veya pentozlar, fruktoz, galaktoz, mannoz,
ksiliiloz gibi diger indirgeyici sekerler), stabil olmayan bir bilesik olusturmak amaciyla
hizli bir sekilde biyolojik aminlerin serbest bir amino grubu ile reaksiyona girer,
sonugta daha stabil bir iiriine yeniden diizenlenmeye maruz kalan Schiff baz1 amadori
rlinii ortaya ¢ikar(Monnier, 1996). Orta asamada ise, amadori iriinii dehidrasyon,
oksidasyon ve diger ¢esitli kimyasal reaksiyonlar yoluyla glioksal (GO), metilglioksal
(MGO) ve deoksiglukozlar gibi ¢esitli reaktif dikarbonil bilesiklerine bozunur.
Glikasyonun ge¢ safhasinda, oksidasyon, dehidrasyon ve siklizasyon reaksiyonlari
yoluyla geri dondiiriilemez bilesik olan AGE'ler olusmaktadir (Monnier, 1996). Bu

reaksiyon sirastyla bu 3 asamada tamamlanmaktadir.

Proteinler, esmerlesme reaksiyonlari, Maillard reaksiyonu veya enzimatik  olmayan

ileri glikasyon olusumlarinda sekerleri indirgeyerek ¢ok farkli degisikliklere ugrarlar.
5



Cesitli indirgeyici sekerler ya da seker tiirevleri, serbest amino asitler veya protein
kalintilar1 ile reaksiyona girebilirler.

Reaksiyon ilerledikce, ¢ok zararli kanserojenler olusur. Bunlar Maillard reaksiyon
uriinleri (MRP'ler)’dir. Bunlar akrilamid, heterosiklik aminler ve 5-hidroksimetilfural
olarak sayilabilir(Zhang, 2020).

AGE!'ler, hiicre dis1 matrisin bazal membranindaki molekiiller arasinda ¢apraz baglar
olusturur ve devaminda gelismis glikasyon son firiinleri (RAGE) i¢in reseptdriinii
devreye sokar sonugta cesitli mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
olusmasina sebep olur(Sharma, 2015).

Yapilan ¢aligmalar, yiiksek AGE'li gidalarin sik tiiketiminin kronik hastaligi olan
hastalarda oldugu gibi saglikli bireylerde de oksidatif stres, inflamasyon ve

kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirabilecegini gostermistir(Zhang, 2020).

2.2.1. AGE Tiirleri

En ¢ok karsilasilan AGE tiirleri N3 karboksimetil, lizin, karboksietil,  pentosidindir.

Bu AGE tiirleri Maillard reaksiyonu sonucu olusurlar. (Luevano, 2010)

2.2.2. AGE Olusum Mekanizmasi

AGE’ler Maillard reaksiyonu sonucu olusur. Bu olay seker aldehitlerinin serbest
amino protein gruplarinin N terminali ile reaksiyonu sonucu baslar ve olusan iiriinler
Schiff bazi olarak adlandirilir. Schiff bazlar1 kararsiz tiriinlerdir ve yeniden reaksiyona
girerek Amadori iirlinlerinin olusumuna yol agar. AGE olusumu ¢ok yavas ilerler, bu

siirec haftalar siirer.

Burda oksidasyon glikasyona eslik ettiginde, olusan son firiinler gliko-oksidasyon
iirlinleri olarak bilinir. AGE pentosidin, metil glioksal lizin dimer (MOLD) ve N ¢ -
[karboksimetil] -lizin (CML) bu tiir 6rneklerdir. Gida kaynakli AGE'lere farkli
bilesime ve molekiiler agirliga sahip cok c¢esitli bilesikler dahil edilebilir, ¢iinkii
indirgeyici sekerler, amino asitler ve serbest amino gruplu peptidler de dahil ¢cok ¢esitli
AGE onciileri vardir. Burda onemli olan Maillard reaksiyonunda, Amadori‘nin

yeniden diizenlenmesi sirasinda reaktif ara tirtinlerin olusumudur. (Luevano, 2010)



AGE'lerin olusumlar1 incelendiginde bu olusum endojen olarak glikasyon
reaksiyonlar1 yoluyla fizyolojik kosullar altinda tim dokularda ve viicut sivilarinda
meydana gelmektedir. AGE'ler, gidadan ¢ok daha fazla diisiik sicaklikta fizyolojik
olarak olusan iriinlerdir. Endojen glikasyon tarihte ilk kez hemoglobin varyanti
HbAIlc'nin tanimlanmasiyla gosterildi; burada N-terminal valin kalintisi, Na-

fruktosilvalin olusturmak i¢in glikoz ile reaksiyona girdi (Sharma, 2015).
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2.2.3. AGE Sindirim Emilim ve Atillim

Cesitli caligsmalar yillar icinde diyetteki AGE'lerin emilimini, metabolizmasin1 ve
atilimmi anlamaya odaklanmustir. Ornegin bu calismalar sirasinda tuzlu kraker

cubuklarinin zengin bir pentosidin ve pirralin kaynagi oldugu sonucuna ulagilmistir.

Yapilan galismalarda AGE'lerin bagirsaktan emilim mekanizmalari incelendiginde, bu
olay heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bu soruyu yanitlamaya calisan yeni
caligmalar, pirralinin peptit tagtyict hPEPT1 tarafindan emildigini saptamigtir. AGE

emilim mekanizmasi {izerine daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

En ¢ok c¢alisilan diyet AGE'leri CML, pirralin ve pentosidindir. Yapilan caligsmalar,
her birinin farkli emilim oranlar1 oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, metabolik
yollar1 aydmnlatilamamistir. Diyetteki AGE'lerin sagligimiz ve yaslanma {izerine
etkilerini anlamak i¢in bu konuda daha fazla ¢alismaya gerek duyulmaktadir.
(Luevano, 2010)

2.2.4. AGE ve Antioksidan Tliskisi

MGQO'nun hiicrelerimize birka¢ dogrudan etkisi olabilmektedir. MGO, siiperoksit (O2
-), hidrojen peroksit (H202) ve peroksinitriti (ONOO-) indiikleyerek ve
antioksidanlar1 ve mekanizmalarini azaltmasi sonucunda oksidatif streste artis

meydana gelmektedir(Wetzels, 2017).

Oksidatif stres durumu, serbest radikal tiretimi ile antioksidan sistemler arasindaki
dengesizligi agiklar ve periferik insiilin duyarliliginda bir azalmaya sebebiyet verir ve

cesitli molekiiler mekanizmalar sayesinde T2DM'nin  gelisimine olanak
saglar(Yaribeygi, 2020).

2.2.5. AGE’nin Organizmaya Etkileri

AGE!'ler, siirekli olarak normal metabolizmamizin bir pargasi olarak insan dokularinda
ve dolagimda kendiliginden tiretilmektedir, ancak 6zellikle diyabetik hastalarda AGE
oranlar1 ¢ok yiiksektir. Yiiksek AGE seviyeleri klinik olarak ¢ok énemlidir ve diyabetli
ve diyabetsiz KVH ile yakindan iligkilidir. Ayrica AGE alimi dolasimdaki glikotoksin



seviyeleri ile de iliskilidir. Diyetle alinan AGE’lerin ve dolasimdaki AGE'lerin
organizmaya c¢ok fazla etkisi vardir. Ozellikle de yash eriskinlerde yasa bagh
hastaliklardaki potansiyel rolii yiiksektir(Uribarri, 2007).

2.2.6. AGE ve Hastaliklarla iliskisi

AGE olusumu ¢ok fazla hastalik i¢in risk faktoriidiir. AGE'ler, ozellikle bobrek
hastalig1, diyabet veya yiiksek AGE alimi oldugunda bobrekler tarafindan atilir. Fakat
AGE'ler viicutta biriktiginde, sindirilen AGE'lerin biiyiik bir kismi dokularda
tutulmaktadir.

AGeE'ler diyabeti bulunmayan kadinlarda kardiyovaskiiler mortalite i¢in ¢ok giiclii risk
faktorudiir.

Zaman ig¢inde AGE'lerin in vivo birikimi, kardiyovaskiiler sistemin yapisinda ve
islevinde degisikliklere sebebiyet verir ve sonucta arteriyel sertlesme, miyokardiyal
gevseme anormallikleri, aterosklerotik plak olusumu ve endotel disfonksiyonu ortaya
c¢ikar (Luevano, 2010)

Kas kiitlesi ve giicli kaybi (sarkopeni), yash bireyler arasinda ciddi bir sorundur. Son
caligmalara bakildiginda, ABD'de kadinlarin iigte birinde bunun yaninda 60 yas tlizeri
erkeklerin ise yarisinda sarkopeni saptanmustir. Sarkopeninin patogenezi artmis
oksidatif stres ve inflamasyonu igerir. AGE'ler bu durumda oksidatif stresi arttirarak

ayrica inflamasyonu yiikselterek sarkopeniye katkida bulunur.

Yapilan c¢alismalar MS hastalarinin plazma ve beyinlerinde AGE’lerin arttiZini
gostermistir. Burdan hareketle viicutta olusan AGE’ler MS’te ortaya ¢ikan iltihabi
arttirabilir(Wetzels, 2017).

Alzheimer hastaliginin kesin bir etiyolojisi bilinmemektedir. Bunun yaninda oksidatif
stres hastalik i¢in birincil risk faktorii olarak tanimlanmistir. Yaslanmaya AGE'lerin
varligi da eklendiginde, hastalik igin risk faktorleri de artmaktadir. Alzheimer

hastalarinin beyin dokusu incelendiginde ayn1 yas grubundaki bireylere kiyasla daha
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yiiksek AGE'ler ve RAGE ekspresyonlar1 bulundu.

Genel olarak AGE’ler diyabet, ateroskleroz, karaciger yaglanmasi ve obezite gibi

iltihapli hastaliklarda ve ayrica Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda da artmaktadir.

2.3. Polifenol

Polifenoller suda ¢oziiniir halde veya organellerde seliiloza bagl sekilde bulunurlar.

Bu bilesikler bitkkilerde fotosentez sonucu sentezlenirler(Y1ldiz, 2017).

Polifenoller 6 temel gruba ve alt gruplara ayrilarak incelenmektedir;

1-Fenolik Asitler ve Alkoller (Gallik asit, p-hidroksi-benzoik asit, Vanillik asit,
Ferulik asit,

Kaffeik asit, Tyrosol, hydroxytyrosol, Homovanillyl alkol).

2-Flavonoidler; a-Flavonlar (luteonin, apigenin, tangeritin).
b-Flavonoller(quercetin, kaemferol, myricetin, isorhamnetin, pachypodol).
c-Flavanonlar (hesperetin, naringenin, eriodictyol).

d-Flavan-3-ol bilesikleri (catechins and epicatechins.)

e-Isoflavonlar (genistein, daidzein, glycitein).

f-Anthocyanidin bilesikleri (cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin,
petunidin).

3-Lignan bilesikleri ( Secoisolariciresinol,matairesinol, Sesamin, pineresinol )
4-Koumarinler (Coumarin, Warfarin )

5-Tanenler (Tannik asit, Epigallocatechin gallate (EGCG) ve (—)-epicatechin gallate
(ECG)

6-Stilbenler (Resveratrol, pterostilben)

Polifenollerin ¢ok gii¢lii antioksidan etkileri mevcuttur. Viicutta olusan
serbest radikaller sinir, kas, kemik gibi tiim hiicre ve dokularda hasara sebep olur.
Serbest radikaller 50 den fazla hastaliga neden olabilmektedir. Polifenoller bu hastalik

risklerini ve etkilerini azaltmaya yardimeidir(Yildiz, 2017).
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2.3.1. Kimyasal Yapisi

Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapist bulundruduklari halka sayisi ve yapisal unsurlara
gore degismektedir. Polifenolik maddeler genellikle fenolik asit ve alkollerdeki gibi
bir fenol halkasina sahiptirler. Polifenollerin ana guruplari: flavonoidler, fenolik

asitler, taninler, stilbenler(resveratrol) ve lignanlar’dir(Kolag, 2017).

2.3.2. Polifenollerden Zengin Bitki Caylari

Cay tiin diinyada sicak ve soguk olarak tiiketilen, tiiketim siklig1 cok yiiksek bir
icecektir. Cay bitkisi 4000°’den fazla kimyasal bilesene sahiptir. Cay yapraklarina
uygulanan ¢esitli islemler sonras1 farkli ¢ay cesitleri elde edilir. Bu ¢aylara siyah ¢ay,

yesil ¢ay, beyaz ¢ay 6rnek verilebilir.

Farkli caylarin olusmasi fermantasyon sirasinda taze yapraklardaki polifenollerin
oksidasyona ugrama derecesiyle iliskilidir. Siyah ¢ay iiretilirken yapraklar kivrilarak
polifenol oksidaza maruz birakilarak oksidasyonu saglanir. Bu islem sayesinde katesin

miktarlar1 azalmaktadir.

Yesil cay ise yapimi sirasinda oksidasyona ugratilmaz bu sebeple bulundurdugu

katesin miktar1 siyah ¢aylardan fazladir.

Caylarin saghkli sayilmasi, igerdigi ¢ok c¢esitli polifenoller ile iligkilidir. Cay
polifenolleri tiiketilen nisastanin ¢ok daha yavas sindirilmesini saglar. Bu sayede kan
glikozundaki ani yiikselisleri azaltir. Ozellikle yesil ¢ayda bulunan polifenoller

anjiogenezi engellemektedir.

Menopoz donemindeki kadinlar yesil cay tiikettiginde polifenol destegi almis

olduklarindan kemik olusumlarini desteklemis olurlar.

Polifenollerin ¢ok gii¢lii oksidatif enzim inhibisyonu oldugu sdylenebilir. Boylece

AGE olusumunu veya emilimini azaltabilirler(Elmas, 2017).

Zerdecal icerdigi yliksek antioksidan Ozellikleri sayesinde cok sik kullanilan bir
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bitkidir. Bu bitki turmerik olarak da adlandirilir Bitkinin ana bileseni kurkumindir ve
polifenolik 6zelligi ¢ok yiiksektir bu sayede inflamasyon sebepli kronik hastaliklarda
tedavi edici ozellik gosterir. Ayrica gesitli kanser tiirlerinde 6nleyici ve tedaviye

yardimci etki gosterdigi belirtilmektedir(Akbay, 2016).

Kusburnu meyvesi, A vitamini ve karotenoidler igerir. Bu sayede bagisiklig1 artirir,
kansere karst koruyucu etki gosterir. Tiamin igerigi ile, kan olusumunu destekler.
Viicudu yaslanmanin olumsuz etkilerinden korur. Igeridgi C vitamini sayesinde
dokularin onarimini biiyiik dl¢iide destekler.

Giliniimilizde piyasada kurutulmus kusburnu ve posetlenmis hazir kusburnu caylari
yaygin olarak bulunmaktadir. Kusburnu sadece tek basina degil diger bitkisel ¢ay
karisimlar1 iginde de yer almaktadir. Polifenol oksidaz enzimleri aktivitesi renk
degisimi ile dogru, c vitamini cerigi ile ters orantilidir. Renk degisimi goriilmeyen

meyvelerde askorbik asit miktari ¢ok yiiksektir(Duman, 2014).

2.4. Besinler

Calismalar Besinlerin AGE’lerin en 6nemli kaynagi oldugunu gostermektedir.
Ozellikle Modern diyetler biiyiik 6l¢iide 1stya maruz kaldigindan fazla miktarda
gelismis glikasyon son tiriinleri (AGE'ler) igermeye daha yatkindirlar17 AGE’ler i¢in
‘glikotoksin’ tanimi da buradan gelmektedir. Genel olarak AGE’lerin sadece
%10’luk kisminin dolasima katildig1 fakat ortalama % 30’unun bosaltim sistemi ile

viicuttan atildig1 kabul edilmektedir.(Kalousova, 2004).

Arastirmacilar besin kaynaklt AGE’ lerin in vitro ortamda antioksidan 6zelliklere
sahip oldugunu disiinmektedirler. Sindirim sisteminde kullanilan AGE’lerin ise

antioksidan aktivitelerinin dolasima katildiktan sonra devam edip etmedigi heniiz

netlesmemistir (Kalousova, 2004; Uribarri, 2000;Vlassara, 2005).

Hazir ¢orbalar, krakerler ve kurutulmus meyveler ve etler gibi ¢ok tiiketilen gidalarda
ve bircok protein ve karbonhidrat igerikli islenmis gidalar, maruz kaldiklar1 1sil

islemler sirasinda MR adi verilen esmerlesme degisikliklerine ¢ok fazla miktarda

maruz kalirlar (Zhang, 2020)
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Sekil 2.2: Asidik ortamin sigir etinde ileri glikasyon son iiriin (AGE) icerigi

uzerindeki etkisi.

25 gr sigir eti 1 saat boyunca 10 mL sirke (A) veya limon suyunda (B) 6n marinasyon
ile veya olmadan 150 ° C'de 15 dakika kavruldu. Ornekler homojenize edildi ve AGE
(N & -karboksi-metil-lisin) igerigi degerlendirildi. Veriler, ham durumdan % degisim
olarak gosterilir. Beyaz gubuklar islenmemis durumdaki, taranmis ¢ubuklar marine
edilmeden kavrulmus ve siyah ¢ubuklar marine edilmis numuneleri temsil eder.

*Ham duruma kiyasla 6nemli degisiklikler olmustur. 1 = ¢ig sigir eti. 2 = sirke veya
limon igermeyen kavrulmus dana eti. 3 = 1 saat sirke veya limonla marine edildikten

sonra kavrulmus dana etini temsil eder(Uribarri, 2007).

Ayrica bu siirecte olusan ve diyabetin énemli komplikasyonlarindan olan AGE
molekiilleri ile iliskili hastaliklar arasinda fizyolojik yaslanma, noérodejeneratif /
noroinflamatuar hastaliklar, diabetes mellitus (DM) ve komplikasyonlari, otoimmdiin /
romatizmal enflamatuar hastaliklar, kemik dejeneratif hastaliklar ve kronik bobrek

hastaliklar1 yer alir(de Oliveira, 2016).

2.4.2 .Fruktoz Glikasyonu ve AGE Olusumu

Gida kimyagerleri tarafindan onlarca yildir ¢ok iyi bilinmesine karsin, fruktoz ile

Maillard reaksiyonu sadece 1980'lerde incelenmeye baslanmistir. Ilk yapilan

caligmalarda, frilktoz molekiiliinlin proteinler lizerinde yarattig1 potansiyel zararl

etkilerinin glikozun etkilerinden ¢ok daha giiclii oldugu gergegini ortaya koymustur.
13



Bu ¢alismalarda doku kiiltiirii kosullarinin yaninda ¢ok ¢esitli in vitro model proteinler
de kullanilmistir (Suarez, 1989). Cesitli endojen bilesiklerin, bu glikasyonu inhibe
ettigi gosterilmektedir (Jakas, 2008; Hinton, 2006). D- glikoz veya D-fruktoz ile bir
proteinin N -terminal amino-asidi ve / veya g-amino gruplar1 arasindaki reaksiyon,

Schiff baz1 eklentilerini olusturmaktadir.

AGE'ler, enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonunun Kararli son iiriinleridir. Bu
iirtinlerin olusumu (Maillard reaksiyonu), seker aldehitlerinin, serbest amino protein
gruplarinin N terminali ile reaksiyonu ile baslar ve olusan tiriin Schiff bazi olarak
adlandirilir. Olusan Kararsiz Schiff bazinin yeniden diizenlenmesi, Amadori
triinlerinin olusumuna yol acar. Amadori trilinlerinin de kiigciik bir alt kiimesi,
AGE'lerin olusumuna yol acan baska bir reaksiyona girer. Bu reaksiyonun geri doniisii
yoktur. Burda Siklikla olusan AGE'ler, Ne- (karboksimetil) -lizin (CML), Ne-
(karboksietil) -lizin (CEL) ve pentosidindir. Maillard reaksiyonu sebebiyle AGE'lerin
olusumu haftalarca siiren yavas bir siiregtir. Bu yavas reaksiyona ek olarak, in vivo
AGE'lerin ¢ogunun esas olarak metilglioksal (MGO) ve glioksal (GO) gibi dikarbonil
bilesiklerinin proteinlerle hizli reaksiyonunda olustugu anlasilmaktadir(Wetzels,
2017).

POLYOL PATHWAY
CH.OH
CH.OH ALDOSE SORBITOL &
REDUCTASE DEHYDROGENASE
oH OH %:} SORBITOL T—— o CH.OH
r e NADPH  NAP* NAP? rmon OH
GLUCOSE\ FRUCTOSE
GLYCOLYSIS A /
PHOSPHATES
OHAP
o
DICARBONYLS
GO
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Sekil 2.3: Polyol yolu
Kaynak: (Kawasaki vd., 2002)
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2.3.1.2.  Gelismis Glikasyon Son Uriinleri icin Reseptorler (RAGE)

AGE'lerin viicutta hiicresel reseptorleri ile olan  etkilesimi, diyabetik
komplikasyonlarin patogenezinde ¢ok onemli bir role sahiptir (Han, 2013).
RAGE immiinoglobiilin gesitlerindendir, ve en énemli proteindir. Ilgili geninin
altinc1 kromozom tizerinde major histokompabilite kompleksi II ve III arasinda
yerlestigi saptanmistir. Yapilan klonlama c¢aligsmalariyla RAGE’nin {i¢ boyutlu
yapist ve fonksiyonel 6zellikleri ortaya ¢ikarilmistir (Rojas, 2004; Bohlender,
2005).

2.3.1.3. Diyabetik Komplikasyonlarin Gelisiminde AGE’lerin ve RAGE’nin Rolii

DM, insiilin eksikligi ve/veya insiilin direnci sebebiyle hiperglisemi ile karakterize
bir endokrin hastaligidir. Diyabetikler kararakt, nefropati, kardiyomiyopati
retinopati, néropati gibi komplikasyonlara yatkindir. Viicutta Hiicre i¢ine alinan
glukozun insilinlinden bagimsiz olarak calistigi sistemlerde (sinir sitemi, kalp,
bobrekler ve kiigiik kan damarlar1) komplikasyonlarin gelistigi saptanmistir. Bu
hiicrelerde hiperglisemi siiresince, intraselliiler glukoz konsantrasyonu c¢ok
yiiksektir. Sonugta hiperglisemi protein glikasyonunu artirarak AGE olusumuna ve

dolayisiyla diyabet komplikasyonlarin gelisimine sebep olmaktadir (Stevens, 2001).

Metilglioksal (MG) konsantrasyonu, 6zellikle diabetes mellitus olmak tizere
birgok hastalikta fizyolojik caligmalarla dlglilmelidir. Ciinkii yapilan
caligmalar, glikolitik yolun yan {iriinii olan MG'nin diyabet komplikasyonlarinn
gelisiminde rol oynadigini ileri siirmiistiir. MG'den tiiretilen yapilarin, doku ve
viicut sivilarinda biriken glikozlu AGE'ler oldugunu bunun yaninda bu
durumun diyabette ve bununla iliskili vaskiiler komplikasyonlarda ¢okga tespit
edildigini géstermistir('Yamaguchi, 1994).

AGE'ler proteinlere geri doniisiimsiiz olarak baghdir. Bu sirada olusan
reaksiyonlar sonucu proteinler zarar goriir ve fizikokimyasal, biyokimyasal
ozellikleri ayrica stabiliteleri degisir. ileri Glikasyon iiriinlerinin hastaliklara
etkisi ile ilgili cok caligma yapilmistir ve Oncelikle diyabet ve diyabetle iliskili
komplikasyonlarla olan iligkisine odaklanilmistir. Ayrica glikoz kaynakli

hasarin fizyolojik yaslanmay1 ve Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1 gibi
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norodejeneratif hastaliklar1 da etkiledigi netlesmistir.

Bununla birlikte, son zamanlarda, AGE'lerin, glikozun yani sira cesitli
bilesiklerden de olusturulabildigi ve a-oksoaldehitlerin AGE'lerin ¢ogunun
olusumunda anahtar ara maddeler oldugu gosterilmistir; AGE olusumunda

metilglioksal (MG) 6nemi giderek daha fazla anlasilmaktadir(Tan, 2008).

2.4. Metilglioksal Olusumu ve Detoksikasyonu

MGO, (Sekil 2.3) 'te gosterildigi gibi triosefosfat gliseraldehit-3-fosfat (GAP)
ve dihidroksi aseton fosfatin (DHAP) parcalanmasi yoluyla glikolizin bir yan
tirtinii olarak iretilir. Ek olarak, glioksal, bir retro-aldol yogunlagma reaksiyonu
yoluyla ve dolayli olarak GAP yoluyla dogrudan glikozdan olusturulabilir.
Ayrica, reaktif karbonil bilesikleri, lipidperoksidasyonun bir sonucu olarak da
olusturulabilir ve sodzde gelismis lipoksidasyon son f{irlinleri (ALE'ler)
yaratilabilir. Coklu doymamis yag asitlerinin lipid peroksidasyonu, oksidatif
stresin arttif1 ve yiiksek miktarlarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) oldugu

kosullar altinda meydana gelir.

Polyunsaturated
G fatty acids
P ——

S Retro aldol ROS
l condensation

Glucose-6P
Lipid peroxides

: \
Fructose-6P

Fructose-1,6P Malondialdehyde

/ \ 4-hydroxynonenal
v l

Glyceraldehyde-3P 22 DHAP ———» Methylglyoxal
* L > Glyoxal

GSH
Pyruvate Glol

l S-Lactoylglutathione

Lactate Qo2
GSH

D-Lactate

3 AGEs/ALEs

Sekil 2.4: (MDA) ve 4-hidroksinonenal (HNE), butalsothedikarbonil bilesikler,
MGO ve GO

MGO giiclii bir glikasyon ajanidir ve ii¢ genel mekanizma yoluyla biyolojik etkilere
sahip olan AGE'lerin olusumuna neden olur. Birincisi, protein fonksiyonu, proteinlerin
hiicre i¢i glikasyonuyla degistirilebilir ve bu da bozuk hiicre fonksiyonuna neden olur.
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Ikincisi, hiicre dis1 matriks proteinlerinin AGE'ler tarafindan modifikasyonudur ve bu,
hiicreler ve proteinler arasinda degisen etkilesimlere yol agar. Ugiincii mekanizma,
AGE'lerin ¢esitli hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasidir ve bu, asagi akis sinyal
yollariin aktivasyonuna yol acar. En cok tarif edilen reseptor, gelismis glikasyon son
iiriinleri (RAGE) i¢in ¢oklu ligand reseptoriidiir. Bu reseptor sadece AGE'leri degil
ayni zamanda amiloid proteinleri, yiiksek mobilite grubu B'yi (HMGB), Mac-1 ve
S100 proteinlerini de baglar(Wetzels, 2017).

Diisilk AGE alimi ile diyetin MG oraninin % 35 azaldig1 gézlemlenen bir ¢alismada
ayrica diyetle yiiksek AGE aliminin serum MG'yi % 26 arttirdig1 gosterilmistir.(Tan,
2008).

2.5. AGE’ den Kisith Diyet

Glioksal ve metil glioksal, biyolojik olarak aktif kii¢iik organik molekiillerdir ve
biyolojik sivilarda bulunur. Diyabetik hastalarda konsantrasyonlarinin arttigi
bildirilmektedir. Glioksal ve metil glioksal, glikolize proteinlerin, glikolitik ara
driinlerin ve lipid peroksidasyonunun bozunmasiyla olusan giiglii glikasyon
ajanlaridir. Glikasyon reaksiyonlari, fizyolojik kosullar altinda tiim dokularda ve viicut
stvilarinda endojen olarak ve ayrica 1sitmanin glikasyon stireglerini artirdigi gidanin
151l islemesi sirasinda meydana gelir. Metil glioksal, ekmek, soya sosu, hazir cay ve
kavrulmus kahve gibi yiyecek maddelerinden bulunur ve glioksal da seker
parcalanmasindan elde edilir ve kavrulmus kahve ve kola gibi bir¢ok gida maddesinde

izole edilmistir.(Rajan, 2013)
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Tablo 2.1: Bazi Besinlerin AGE Icerikleri

18

Besinler AGE kU/100 g
Fistik ezmesi, pliriizsiiz 2.255
Cam fistigy, ¢ig 3.363
Ay cekirdegi, ¢ig 753
Ceviz, kavrulmus 2.366
Sigir eti, salam 1.468
Sigir eti, sosis, suda haslanmis, 212 © F, 7 dakika 6.736
Sigir eti, sosis, 1zgara 450 ° F, 5 dak. 10.143
Suda haslanmis tavuk, 1 saat 1.011
Limonlu haslanmis tavuk 861
Citir tavuk (McDonald's ¢) 6.950
Kuzu, but, ¢ig 743
Kuzu eti, but, mikrodalga, 5 dakika 926
Peynir, kasar 1.657
Peynir, siizme peynir,% 1 yag 436
Kizarmis yumurta, bir biiytik 1.237
Yumurta aki, biiytik, 10 dak 13
Yumurta sarisi, biiytik, 12 dak 252
Biskiivi (Mc Donald's ) 441
Tuzlu kraker (ortalama) 527
Muz 9
Kuru incir 799

Tablo 2.2: Baz1 Yiyeceklerin MGO I¢erikleri

Besinler nmol/100 gr
Ekmek, beyaz 3.630
Izgara tavuk 14.440
Tavuk, ¢ig 4,170
Kraker 4.170
Patates kizartmasi 13.130
Somon, ¢ig 6.820
Somon, 1zgara 9.350
Ton baligi, suda 4.060


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3704564/table/T1/?report=objectonly#TFN4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3704564/table/T1/?report=objectonly#TFN4

UCUNCU BOLUM

MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Orneklem

MGO’nun HPLC iLE TAYINIi

Bu calisma Mart 2021° de Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi AR-GE
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda toplamda 6 krakerin ileri
glikasyon son iiriinii Onciilleri miktar1 analiz edilmistir. Secilen 4 farkli ¢ay ¢esidi ile
AGE miktarindaki azalmay1 inceledik. Bu ¢alisma da AGE analizleri HPLC (Yiiksek
Performansl Sivi Kromatografisi) cihazi kullanilarak yapilmistir. Analizde kullanilan

tiim cay ve kraker gesitleri Istanbul’da bulunan yerel marketlerden alinmustir.

Calismada kullanilan malzemeler, kimyasallar ve metot asagida yer almaktadir.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Calismada methylgloxal, hidroklorik asit, asetonitril, sodyum hidroksit, 4-nitro-1,2-
feniladiamin, sodyum asetat, metanol, saf su, asetik asit kimyasallar1 ve 1.7 mL NaCl
(175.3 g/L), 8 ml iire (25 g/L), 15 g iirik asit, 280 mg a-amilaz, 18 ml CaCl,.H.0O
kullanildi.

3.1.2. 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 karistirict:

IsolabLaborgerteGmbH Calkalamali su

banyosu: Memmert

pH metre: HANNA HI/2211PH/ORP

Meter Ultrasonik su banyosu:

Selectaultrasons H-D Otoklav:
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SelectaPresoclave — |1

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)

HPLC kosullarn

Mobil Faz: 1 L’lik balon jojeye 11 g potasyum dihidrojen fosfat ve 0,5 g
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,
iizerine 60 ml asetonitril ilave edildi, manyetik karistiricida karistirildi ve pH 2,85

orto-fosforik asitle ayarlanarak 0,22 um filtreden siiziildii.

@72

@. Fe e
N 1

@ L~ - J A= - / \ o 4 L
Hareketli Pompa Oto /” Kalon Dedektdr Ven
Faz Sigelen drnekleyici / depolayici

ve isleme

\\
/ N\ Atk
/ \

£ \
| @ !0" | % Yo £

Sekil 3.1: HPLC Sistemi
Kaynak: (Wei vd., 2018)

Kolon Sonrasi 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
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Enjeksiyon Hacmi: 10 pl Akis Hizi:1 ml/dakika Kolon Sicakligi: 25°C Analiz Siiresi:
40 dakika

Ornek kromatogramlar asagida verilmistir

mv = X .
DetACh1
1,25+
MGL
GL
1.00-
0.75+
0.50-
——) \
0.00-;
T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
mé

Sekil 3.2: Glioksal (GO) ve Metilglioksal (MGO) 6rnek HPLC kromatogram

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.

1- Nitro-1,2-Fenildiamin Cozeltisi: 50 mg 4-Nitro-1,2-Fenildiamin 100 ml

metanol ile balon jojede ¢6zdiiriiliir.

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 ig¢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
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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 igindeki 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 i¢inde bagil
standart sapma (RSD) ile elde edildi.

Ornegin Hazirlanmasi

5 tane farkli i¢erige sahip kraker ¢esitlerinden 5 g numune alinrak, blenderda 20-30
saniye arasinda ogiitiildii. Ogiitiilen drneklerden 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
santrifirtij edildi. Siipernatandan 0,5 ml pipetle alinarak cam tiiplere aktarildi.
Uzerlerine, hazirlanan sodyum asetat ¢ozeltisinden 2 ml pipetle alinarak ilave edildi.
Daha sonra 0,5 ml 4-nitro-1,2 fenildiamin ¢ozeltisinden 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.

In vitro Sindirim Enzimleri ve Diger Cozeltiler (Organik, inorganik)

Calismada in vitro sistemde agiz, mide ve ince bagirsak ortami hazirlandi.

Agiz Ortam

1.7 mL NaCl (175.3 g/L), 8 ml iire (25 g/L), 15 g iirik asit, 280 mg a-amilaz, 25 mg
miisin 500 mI’lik erlene alindi. Hacim deiyonize su ile tamamlanip pH yaklagik 6.8 +

0.2’e ayarlandi. pH HCl veya NaOH ¢0zeltisi kullanilarak istenilen araliga getirildi.
Mide Ortami

6.5 mL HCI (37 g/L), 18 ml CaCl..H20 (22 g/L), 1 g sigir serumu albiimini, 2.5 mg
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pepsin, 3 g miisin 500 mI’lik erlene alindi. Hacim deiyonize su ile tamamlanip pH
yaklasik 1.5 + 0.2’e ayarlandi. pH HCIl veya NaOH ¢ozeltisi kullanilarak istenilen
araliga getirildi.

Ince Bagirsak Ortami

6.3 mL KCI (89.6 g/L), 9 ml CaCl2.H20 (22.2 g/L), 2 g sigir serumu albiimini, 1 g
pankreatin ve 1.5 g lipaz 500 ml’lik erlene alindi. Hacim deiyonize su ile tamamlanip

pH yaklasik 18.0 + 0.2’e ayarlandi. pH HCl veya NaOH ¢dzeltisi kullanilarak istenilen

araliga getirildi.
Safra Soliisyonu

68.3 mL NaHCO3 (84.7 g/L), 10 ml CaCl2.H20 (22.2 g/L), 1.8 g sigir serumu albiimini
ve 30 g safra 500 ml’lik erlene alindi. Hacim deiyonize su ile tamamlanip pH yaklagik
7.0 £ 0.2°¢ ayarlandi. pH HCI veya NaOH ¢ozeltisi kullanilarak istenilen araliga
getirildi.

in Vitro Sindirim Prosediirii

Agiz Ortam

Orneklerden 5’er gram tartilip 100 ml’lik erlenlere alindi. Uzerine hazirlanan agiz
solisyonundan 5 ml eklenerek karistirildi. Daha sonra 30 saniye boyunca vorteks ile
karistirilarak homojen hale getirildi. Homojen hale gelen karisim 5 dakika boyunca

37°C'de calkalamali su banyosunda inkiibe edildi.

Mide Ortam

Ag1z ortamindan gelen karisima hazirlanan mide soliisyonundan 12 ml ilave edildi. Bu
karisim 30 saniye boyunca vortekste karistirilip homojen hale geldikten sonra 2 saat

boyunca 37 °C'de ¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi.

Ince Bagirsak Ortam

Mide ortaminda elde karisima, hazirlanan ince bagirsak soliisyonundan 10 ml ve safra
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soliisyonundan 5 ml ilave edildi. Bu karisim 2 saat boyunca 37 °C'de c¢alkalamali su
banyosunda inkiibe edildi. Sindirim islemi tamamlandiktan sonra son hacim deiyonize
su ile 50 mI’ye tamamlanarak seyreltildi. Daha sonra numuneler 8000 rpm’de 10

dakika boyunca santrifiij edildi ve 0,22 mikron CA filtreden siiztildi.

5 ml deiyonize su 1.5 g pepsin 1 g pankreatin 1.8 g alblimin
90 ml a-amilaz 3 g guar gum 2 g albiimin 30 g safra
25 mg guar gum 1 g albimin 1.5 g lipaz [68.3 ml
[1.7 ml NaCl, 8 [6.5 mlI HCI, 18 [6.3 ml KCI, 9 ml | NaHCOs, 10 ml

ml iire, 15 mg ml CaClz H20] CaClz H20] CaCl, H20]

i 1 1

Numune
Numune l}lumune +Ag1z ortami
+Ag1z ortami +Mide ortami
Agiz Ortam Mide Ortami  jpce Bagirsak Ortam1  Safra Ortami
pH 6.8 0.2 pH1.5+0.2 pH 7.0+ 0.2 OH 7.0+ 0.2

37°C - 5dk 37°C - 2 saat 37°C - 2 saat

Sekil 3.3: In Vitro Gastrointestinal Sistem Metodu
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DORDUNCU BOLUM

BULGULAR

Bu calismada belirlenen 5 farkli krakerde bulunan MGO miktarin1 saptayarak,
belirlenen 4 farkli bitki cayinda bulunan polifenoller sayesinde bu MGO’nun
emiliminin ve etkisinin azaltilmasini hedefledik. Bunun i¢in oncelikle belirledigimiz
krakerlerdeki makrobesin miktarlarini saptadik (Tablo 4.1). Sonrasinda belirledigimiz
bitki ¢aylarinda ve krakerlerde bulunan MGO miktarlarin1 saptadik (Tablo 4.2).
Krakerlere ekleyecegimiz bitki ¢aylari i¢in en uygun konsantrasyonu belirledik (Tablo
4.3). Her bir krakere 4 farkli bitki ¢ayini ayni konsantrasyonlarda ekledik (Tablo 4.4).
Amacimiz krakerler ile alinan AGE emilimini belli oranlarda azaltmak ve bu sayede

AGE onciilii komplikasyonlardan korunmakti.
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BESINCI BOLUM
TARTISMA

Krakerler, zengin karbonhidrat, yag icerigi, diisiik nem ve yiiksek sicaklikta pisirme
kosullari nedeniyle a-DC olusumuna yatkindir (Uribarri, 2010). Cengiz ve arkadaslart,
krakerlerdeki MGO seviyelerini 123-661 pg / 100 g arasinda 6lgmiistir (Cengiz,
2020). Cengiz ve arkadaslarmin g¢alismalarina benzer sekilde, bu calismada da
krakerlerde yiiksek miktarda MGO tespit edilmistir. Kraker numuneleri arasindaki
MGO miktarindaki farkliliklar, raf omriine ve saklama kosullarina baglanabilir.
Karbonhidrat igerigi, seker otooksidasyonu veya Maillard reaksiyonu ile MGO
olusumuna katkida bulunabilir (Sykes, 2020). Ayrica lipid peroksidasyonu krakerlerde
MGO olusumuna neden olabilir. Doymamis yaglar, doymus yaglardan daha fazla lipid
oksidasyonu riski altindadir (Barden, 2015). Tablo I'de goriildiigii gibi, tiim kraker
numunelerinde toplam yagin yaklasik %50’si doymamis yaglar kaynaklidir. Bu
durum, krakerlerde MGO olusumunun artmasina neden olmus olabilir.
Gastrointestinal sistemdeki prooksidan kosullar nedeniyle sindirim ile lipid
peroksidasyonu artar (Nieva, 2020). Bu nedenle, krakerlerde in vitro gastrointestinal
kosullar altinda MGO igerigi analiz edildi ve Tablo II'de goriildiigii gibi MGO
iceriginin 6 kata kadar arttig1 gézlendi. MGO'nun biyolojik olarak erisilebilirligi de
farkl1 arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Lugt ve arkadaslari, mide-bagirsak
yolunda metilglioksal tiirevli hidroimidazolon-1 varliginin zencefilli biskiivilerde
%400'den fazla arttigin1 buldu. Aksine, Degen ve arkadaslari, 8 saatlik in vitro
sindirimden sonra, Manuka balinda baslangigtaki metilglioksalin sadece %5-20'sinin
geri kazanildigin1 bulmuslardir (Degen, 2013). Ayrica bir baska c¢alismada
sindirimden sonra Manuka balinda MGO konsantrasyonunun azaldigi
gozlemlenmistir, ¢linkii MGO sindirim enzimleri ile serbest amino gruplarini
karbonilleyerek reaksiyona girer (Daglia, 2013). Bu sonuglar arasindaki farkliliklar,
gida bilesimine veya gida isleme tekniklerine atfedilebilir. In vitro simiile edilmis
sindirim, sindirim sirasinda meydana gelen gida icerigine veya reaksiyonlara bagl
olarak serbest a-DC igerigini azaltabilir veya giiglii bir sekilde arttirabilir
(Hamzalioglu, 2020).

Lipid peroksidasyonu gidalarda raf omrii, beslenme kalitesi, doku, depolama stiresi

izerinde olumsuz etkilere neden olur ve viicutta ALE olusumuna yol acar, bu nedenle
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gidalarda  lipid  peroksidasyonunu  azaltmak ¢ok  oOnemlidir  (Vistoli,
2013;Gebreselassie, 2016). Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyerek,
lipoksijenaz1 inaktive ederek, singlet oksijeni sondiirerek ve prooksidatif metalleri
selatlayarak gidalardaki lipid oksidasyonlarini yavaslatir veya onler (Choe, 2009).
Fenolik bilesikler yiiksek antioksidan ozelliklere sahiptir ve ¢esitli mekanizmalar
yoluyla lipid oksidasyonunu oOnler (Lorenzo, 2016). Bu amagla, MGO igerigini
azaltmak i¢in krakerlere bazi bitki ¢aylar1 eklenmistir. Calismada ¢aylar ve
krakerlerdeki MGO igerigi arasindaki olasi etkilesimleri degerlendirmek i¢in ¢aylar da
analiz edildi. Caylardaki MGO miktarinin diisiik oldugu ve bu miktarlarin in vitro
gastrointestinal sistem kosullarindan etkilenmedigi goriildii (Tablo 4.2). Cay eklenen
krakerlerde MGO igeriginin etkilememesi saglandi. Farkli konsantrasyondaki ¢ay
numuneleri  krakerlere eklendikten sonra kraker numunesinde MGO'nun
biyoerisilebilirligi Tablo 4.3'te verilmistir. Tablo 4.3'te goriildiigii gibi, 3 farkl
konsantrasyonda (2, 4 ve 6 mL) 4 farkli ¢cay numunesi, simiile edilmis gastrointestinal
sistemde kraker 1’e (Tablo 4.2) eklendi. Kraker 1‘e farkli konsantrasyonlarda cay
numuneleri ile muamele edildiginde, farkli konsantrasyonlardaki tim cay
numunelerinde MGO artis oran1 (%424) azalmistir. En yiiksek diisiis 6 ml cay
uygulamalarinda gézlenmis ve MGO artis oran1 % 154 ile % 268 arasinda azalmistir.
Cayl, cay2, cay3 ve cay4 oOrneklerinin kraker 1'e eklenmesi, simiile edilmis
gastrointestinal sistemde baglangic MGO degerini sirasiyla %47, 64, 36 ve 37
oranlarinda azaltmistir. Sasirtict bir sekilde, krakere eklenen 6 ml ¢aymn 1 porsiyon
caya karsilik geldigi goriildii. Bu bakimdan en uygun oran 1 porsiyonda bulunmustur.
Bu nedenle bu g¢alismada diger kraker orneklerinde krakerlere ilave edilecek cay

miktar1 6 ml olarak kabul edilmistir.

Kraker 1 numunesinde oldugu gibi, kraker 2, 3, 4 ve 5 numunelerine de ¢ay numuneleri
ile muamele edilmistir. Kraker 2, kraker 3, kraker 4 ve kraker 5'teki MGO miktar1 ¢cay
numuneleri tarafindan sirasiyla %31'den %53'e, %52'den %60'a, %55'den %80'e ve
%21 ila %80'e kadar distiriilmiistir (Tablo 4.4). Bu c¢alismada MGO miktarini
azaltmada en etkili ¢aylarin kraker 1 ve kraker 2 i¢in yesil ¢ay, kraker 3 i¢in kusburnu
cayl, kraker 4 icin zerdecal ve kraker 5 i¢in siyah ¢ay oldugu goriilmistir. Kraker

numunelerindeki bu oran %31 ile %81 arasinda degismistir.

Fenolik antioksidanlarin gidalarda lipid peroksidasyonunu azalttigi bilinmektedir.
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Ayrica yesil ¢ay ekstraktinin depolama sirasinda biberde lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigi de ¢alismalarda belirtilmistir (Lin, 2011). Khennouf ve arkadaslar1 fenolik
bilesiklerin lipid peroksidasyonunu %42-51 oraninda azalttigin1 belirlemistir
(Khennouf, 2010). Lorrain ve arkadaslari, polifenollerin gastrik kosullar altinda lipid
oksidasyonunu engelledigini gostermislerdir (Lorrain, 2012). Bu ¢alismalar
dogrultusunda fenolik ozelliklere sahip yesil cay ve siyah caymn giicli lipid
peroksidasyon onciisii olan MGO miktarin1 %80'e kadar azalttig1 gdzlemlenmistir.

Zerdecal, icerdigi fenolik bilesenler nedeniyle yiiksek antioksidan 6zelliklere sahiptir.
Bu nedenle gidalarda lipid oksidasyonunu 6nlemek i¢in kullanilabilir. Kanani ve
arkadaglari, 1sil  islem go6rmiis tavuklarda zerdegal takviyesinin, lipid
peroksidasyonunun onciisii olan tiyobarbitiirik asit (TBAR) seviyesini 6nemli 6lgiide
azalttigin1 gostermistir (Kanani, 2017). Van Hecke ve arkadaslari, sigir eti iirlinlerinde
gastrointestinal sindirim sirasinda lipid oksidasyonunu azaltmak i¢in otlar ve
baharatlarin potansiyelini test etti. Ve zerdegalin gastrointestinal sindirim altinda lipid
peroksidasyonunu azaltmak i¢in en etkili bitki oldugunu bulmuslardir(Van, 2017).
Zerdecalin lipid peroksidasyonunu diisiirme {izerindeki etkileri genel olarak etler
iizerinde calisilmistir, ancak kraker gibi diisiik nemli gidalara odaklanan ¢alismalara
ihtiya¢ vardir. Bu ¢alisma sonuglari, zerdegalin gastrointestinal kosullar altinda
krakerlerde MGO miktari1 %81'e kadar azalttigim1 gostermistir. D'souza ve
arkadaslar1, zerdegalin baliklardaki MDA diizeylerini diisiirme iizerindeki etkilerini
arastirdi. Zerdecalin lipid peroksitlerde %28'e kadar dnemli bir azalma gosterdigini
buldular (D’souza, 2006) Kusburnunun lipid peroksidasyonunu azaltma potansiyeli de
arastirilmistir, ancak bu ¢calismalar hayvansal gidalar iizerinde yiirtitiilmiistiir ve diisiik
nemli gidalar iizerinde ¢alisiimamistir. Ozer'e gore kusburnu, fermente et iiriinlerinde
lipid oksidasyonunu engellemek icin kullamlabilir (Ozer, 2017). Kusburnunun
yumurtalarda lipid peroksidasyonunu azaltmadaki etkilerini arastiran Varzaru bu
amagla yumurta tavuklarmma kusburnu takviyesi yapmistir sonucta kusburnu
takviyesinin lipid peroksidasyonunu kontrol gruplarina kiyasla %25'e kadar azalttigini
bulmustur.(Varzaru, 2021). Benzer sekilde, bu ¢alismada kusburnu ¢ayinin MGO
diizeylerini  diisiirdiigii tespit edilmis olup, bunun yaninda kusburnunun

gastrointestinal sistem altinda da diisiiriicii etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Cikar catismasi: Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢catismasi beyan etmemektedir.

Finansman: Bu arastirma, kamu, ticari veya kar amaci giitmeyen sektorlerdeki
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finansman kuruluslarindan herhangi bir 6zel hibe almamustir.

Veri Kullanilabilirligi: Bu ¢alismay1 desteklemek i¢in hicbir veri kullanilmamustir.
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ALTINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Gidalarda lipid peroksidasyonunun oOnlenmesi hem gida endiistrisi hem de insan
saglig1 icin ¢ok Onemlidir. Antioksidanlarla lipid peroksidasyonunun inhibisyonu
genis capta ¢alisilmistir. Bu ¢alismalar daha ¢ok et iirlinlerine odaklanmistir. Bununla
birlikte, diisiik nemli gidalardaki lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag icerigi
nedeniyle ciddi bir problemdir, ancak bu konu yeterince calisilmamistir. Ek olarak,
caligmalarin ¢cogu MDA veya TBAR ile lipid peroksidasyonunu degerlendirir. a-DC
bilesikleri, lipid peroksidasyonu yoluyla olusturulabilen potansiyel ALE Onciileridir.
Bu nedenle MGO analizi, lipid peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in bir 6ncii olarak
kullanilabilir. Ayrica sindirimle birlikte lipid peroksidasyonu artar, bu nedenle
gastrointestinal kosullar altinda MGO diizeylerinin degerlendirilmesi dnemlidir. Bu
calisma, diisiik nemli gidalarda gastrointestinal kosullar altinda potansiyel bir lipid
peroksidasyon iriinii olarak MGO'yu azaltmada bitki c¢aylarimin etkilerinin
arastiritlmasi agisindan benzersiz bir degere sahiptir. Bulgular, bitki caylarinin
krakerlerde MGO olusumunu 6nemli Olgiide azalttifimi gostermistir. Bu bitki
caylarinin kraker formiilasyonlarina antioksidan olarak eklenmesi veya diisiik nemli

gidalarla birlikte bitki ¢aylarin tiiketilmesi onerilebilir.

Kisaca bu c¢alismada sindirimle birlikte MGO olusumunun arttig1 gosterilmistir. Bu
nedenle gastrointestinal kosullar altinda MGO diizeylerinin degerlendirilmesi
onemlidir. Bu calisma ayrica polifenolden zengin bitki caylarinin gastrointestinal
sistemlerde krakerlerde MGO olusumunu 6nemli 6l¢iide azalttigini géstermistir. Bu
bitki caylarinin kraker formiilasyonlarina antioksidan olarak eklenmesi veya bitkisel
caylarin atistirmalik yiyeceklerle birlikte tiiketilmesi Onerilebilir. Bu ¢alisma, in vitro
kosullar altinda krakerlerde MGO oldugunu ortaya koydugundan, bu tiir gidalarda a-
DC olusumunu kapsamli bir sekilde arastirmak i¢in daha fazla galismaya ihtiyag

vardir.
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