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OZET

Yiriik, AA. Diyetle Alinan Bazi Heterosiklik Aromatik Amin Tiirlerinin Farelerde
Ateroskleroz, Kan Lipid Profili ve Endotel Disfonksiyon Uzerine Etkisi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Programi, Doktora
Tezi. Ankara, 2020. Heterosiklik aromatik aminler protein igeren besinlerin
pisiriimesiyle olusmaktadir. Genel olarak kanser olusumu Uzerindeki etkileri
arastirilirken; kardiyovaskiler hastaliklar Gzerindeki etkilerini inceleyen galismalar
oldukga yetersizdir. Ayrica heterosiklik aminlere maruz kalinan siirenin dislipidemi ve
ateroskleroz gelisimindeki etkilerini inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
bu tez heterosiklik aminlerin kisa veya uzun sireli aliminin etkilerinin ateroskleroz ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin temel olusum mekanizmalari agisindan incelenmesi
amaciyla planlanmistir. C57BI/6 orijinli (n=80, 3 haftalik, disi) fare 21 hafta boyunca
yuksek yag ve kolesterol (%20,w/w Hindistan cevizi yagi; %0,2 w/w kolesterol) iceren
diyet ile beslenmistir. Randomize olarak 8 gruba ayrilan farelere 3 ya da 10 hafta
boyunca farkl tirde heterosiklik amin iceren yliksek yagli yem verilmistir (10 mg/kg
va PhIP, MelQx veya PhIP+MelQx). Miidahalenin sonunda plazma ve karacigerde
total kolesterol, trigliserit, LDL, VLDL, HDL, Apo B, Apo Al; plazmada VCAM-1 ve
ICAM-1 duzeyleri kolorimetrik/ELISA yontemiyle; aortta ICAM-1 ve VCAM-1 miktari
Western Blot yontemiyle; ekspresyon diizeyleri RT-gPCR yontemiyle incelenmistir.
Plazma ve karacigerde total kolesterol, LDL, Apo Al ve Apo B dlizeyleri hem
heterosiklik amin tiirinden hem de alim siiresinden etkilenmemektedir (p>0,05).
Yiksek yagli ve kolesterol iceren diyet alan farelerde uzun sireli (10 hafta)
heterosiklik aromatik amin alan gruplarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma
trigliserit (p=0,037) diizeylerinin azaldigl, karaciger HDL diizeylerinin arttigi (p=0,025)
bulunmustur. Ayni heterosiklik amini uzun ve kisa slreli alan gruplar
karsilastirnldiginda plazma HDL dizeylerinin PhIP gruplarinda kisa ve uzun sire
sirasiyla; 0,284+0,03 ve 0,152+0,01 mmol/L, MelQx gruplarinda 0,204+0,02 ve
0,210+0,01 mmol/L her iki tiir( birlikte alan gruplarda 0,250+0,02 ve 0,216+0,01
mmol/L oldugu bulunmustur (p<0,05). Endotel disfonksiyon ve aterosklerotik plak
gelisiminde gruplar arasinda anlaml farklilik olmadigl gérilmustir (p>0,05). Sonug
olarak heterosiklik amin aliminin viicutta meydana getirdigi kardiyovaskiiler hastalik
riski ve karsinojenik/mutajenik etki gibi etkileri de g6z 6niine alinarak diyetle aliminin
sinirlandirilmasi 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler:Heterosiklik aromatik amin, ateroskleroz, kardiyovaskiler hastalik

Bu tez Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 3501
programi ¢cercevesinde 1155623 numaral proje kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Yuruk, AA. Effect of Several Dietary Heterocyclic Aromatic Amine Species on
Atherosclerosis, Blood Lipid Profile and Endothelial Dysfunction in Mice. Hacettepe
University, Graduate School of Health Sciences Program of Nutrition and Dietetics,
Doctor of Philosophy Thesis. Ankara, 2020. Heterocyclic aromatic amines are formed
during cooking process of high protein including food. In general, the health
outcomes are investigated on cancer development while they are not considered
enough on the basis of cardiovascular disease. In addition, there are no studies
investigating the effects of exposure duration to heterocyclic aromatic amines on the
development of atherosclerosis. Therefore, this study was planned to investigate the
effects of short or long term exposure to heterocyclic aromatic amines via diet in
terms of atherosclerosis and the basic mechanisms of cardiovascular diseases.
C578BI/6 origin (n=80, 3 weeks old, female) mice were fed with a high fat and
cholesterol diet (%20,w/w coconut oil; %0,2 w/w cholesterol) for 21 weeks. Different
types of heterocyclic amines containing high fat diets were administered either 3 or
10 weeks after randomisation to 8 groups (10 mg/kg bw PhIP, MelQx or PhIP+MelQx).
At the end of dietary manipulation total cholesterol, triglyceride, LDL, VLDL, HDL, Apo
Al and Apo B leves determined in the plasma and liver; plasma ICAM-1 and VCAM-1
levels determined by a colorimetric/ELISA method; ICAM-1 and VCAM-1 protein
levels determined by Western Blot analysis and expression levels determined by RT-
gPCR analysis. The plasma and liver levels of total cholesterol, LDL, Apo Al and Apo
B were not affected by the type and exposure duration of heterocyclic amines. It was
found that long-term (10 weeks) intake of heterocyclic aromatic amines decreased
plasma triglyceride (p = 0,037) levels and increased liver HDL levels (p = 0,025) in rats
receiving high fat and cholesterol diet. Compared with respectively for the short and
long term intake of heteroscyclic amines; plasma HDL levels in PhIP groups were
0,284 + 0,03 and 0,152 +0,01 mmol /L, in MelQx groups were 0,204 + 0,02 and 0,210
+ 0,01 mmol / L and in groups that receiving both types of heterocyclic amines
together were 0,25040,02 ve 0,216+0,01 mmol/L (p<0,05). There was no statictical
difference in endothelial dysfunction and atherosclerotic plague development
between groups (p> 0,05). However, despite their potential positive health effects, it
is important to limit dietary intake of heterocyclic amines when it is considered their
negative health outcomes such as carcinogenic/mutagenic effects, oxidative stress
and neurotoxicity.

Key Words: Heterocyclic aromatic amines, atherosclerosis, cardiovascular disease

This thesis was supported by the Scientific and Technological Research Council of
Turkey (TUBITAK) within the program 3501 with the project number 1155623.
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1. GIRiS
1.1.Kuramsal Yaklasimlar

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’niin raporuna gére 2012 yilinda bulasici olmayan
hastaliklardan kaynaklanan 6élimlerin %46,2’si kardiyovaskiler hastaliklar nedeniyle
gerceklesmistir ve 2012 yilinda kardiyovaskiiler hastaliklarin mortalitesi 17,5 milyon
iken 2030 yilinda 22,2 milyona yikselecegi distinilmektedir (1). Ayrica 2012 yilinda
kardiyovaskiler hastaliklardan kaynaklanan olimlerin 7,4 milyonu iskemik kalp
hastaliklari, 6,7 milyonu inme sebebiyle gerceklesmistir (1). Kardiyovaskiler
hastaliklarin etiyolojisinde dislipidemi, ateroskleroz, yiksek kan basinci, yiksek kan
glikozu, artmis inflamatuvar belirtecler ve protrombotik durum gibi kardiyometabolik

risk faktorleri yer almaktadir (2).

Endotelyum fonksiyonunun bozulmasi bircok farkl ve karmasik nedenle
ortaya c¢ikmaktadir ancak en temel nedenler; damar kasilmasini/gevsemesini
saglayan molekiiller arasindaki dengesizlik, asiri proinflamatuvar aktivite ve oksidatif
stresin artmasidir (3). Ayrica antiinflamatuvar ve damar gevsetici etkileri bulunan
nitrik oksit molekiliinin biyoyararlaniminin azalmasi da endotel disfonksiyon
olusumunu kolaylastirmaktadir (4). Endotel nitrik oksit sentazin ayristiriimasi
sirasinda ortaya ¢ikan serbest radikaller okside LDL tretimini uyarmaktadir (5). Okside
LDL nitrik oksit sentaz ekspresyonunu azaltmaktadir (6). Bu sekilde bozulan endotel
sinyal dengesi vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu degistirerek intimada

yapisal degisikliklere neden olmaktadir (7).

Ateroskleroz; arterlerin intima tabakasinda lipid ve fibréz elemanlarin birikimi
ile olusan progresif bir hastaliktir. Lipid peroksidasyonu, endotel disfonksiyon ve
inflamatuar medyatérler araciligi ile vaskiler diiz kas hticreleri ve plateletlerin damar
[Gmenini daraltmasiyla karakterize vaskiler inflamatuar bir bozukluk olarak
tanimlanmaktadir (8). Ateroskleroz patogenezinde dislipidemi de yer almaktadir.
Endotel hasari takiben, kolesterol acisindan zengin makrofajlardan olusan

plak/aterom olusmakta ve plateletler ile I6kositlerin stirece katihmi ile ilerleyerek



ateroskleroz haline gelmektedir (9). Aterosklerozun ilk basamagi olan kopuk
hiicrelerin olusumu; lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde gérilen bozulmalar

sonucunda makrofajlarin dénisiimiyle gerceklesmektedir (10).

Heterosiklik aminler nitrojenli bilesikler igeren, 6zellikle protein igerigi yuksek,
besinlerde sil islem sirasinda olusmaktadir (11). imidazokinolin grubundaki
heterosiklik aminler pismis besinlerde en fazla miktarda olusan maddelerdir ve 6nci
maddeleri olan serbest aminoasit, kreatin, kreatinin ve hekzozlarin maillard
reaksiyonu ile olusurlar (12). Besinlerde isleme sirasinda en ¢ok olusan heterosiklik
aminler: MelQx (2-amino-3,8-dimethylimidazo [4,5- f] quinoxaline) ve PhIP (2 - amino

- 1 -methyl - 6 —phenylimidazo [4,5 -b] pyridine tirleridir (12).

Heterosiklik aromatik aminlerin olusumu pisirme sicakhg, zamani ve
yontemine gore farkhlik gostermektedir. Ozellikle tavada ve izgarada pisirme
yontemleri uygulandiginda diger pisirme yontemlerine gore daha fazla heterosiklik
amin olustugu rapor edilmistir (13). Ayrica pisirme 6ncesinde uygulanan marinasyon
gibi islemler ya da baharat vb antioksidan etki gésterebilecek malzemelerin kullanimi
heterosiklik amin olusumunu azaltabilmektedir (14). Yapilan ¢alismalarda insanlarda
heterosiklik amin maruziyetinin yaklasik olarak 1-26 ng/kg/gin oldugu yayinlanmistir

(15, 16).

Heterosiklik aminlerin bakteri ve bazi memeli hiicre sistemleri lzerinde
mutajenik etkileri oldugu bilinmektedir (11, 17, 18). Transgenik Fischer 344 (F344)
tird sicanlarda yapilan bir calismada 8 hafta boyunca besinlerde yaygin bulunan
heterosiklik amin tliri olan PhIP (2 - amino - 1 -methyl - 6 —phenylimidazo [4,5 -b]
pyridine)’e maruz kalmanin dalak, kolon ve prostat gibi hizli hiicre yenilenmesi olan
dokularda mutasyonlara neden oldugunu gosterilmistir (17). Fakat heterosiklik
aminlerin insanlarda kansere yol actigina yonelik kesin ve yeterli kanitlar heniiz
bulunmamaktadir. Bu konuda yapilan calismalarin sonuglari degerlendirildiginde
besinlerde bu bilesiklerin olusumunun en aza indirilmesi ve maruziyetin azaltilmasi

onem kazanmaktadir.



Heterosiklik aminlerin mutajenik etki mekanizmalarindan birinin mast
hicreleri ve inflamasyon (zerinden gerceklestigi disunilmektedir (17-19). Bir
calismada diger bir heterosiklik amin tlrd olan Trp- P-1 (3-amino-1,4-dimethyl-5H-
pyrido [4,3-b] indol)’in nitrik oksit Gretimini arttirdigi, nitrik oksit ve okside
metabolitlerinin genetik materyal Gizerinde degisikliklere neden olarak mutajenik etki

gosterebilecegi tespit edilmistir (19).

Beslenmenin kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde yer alan bazi risk
faktorleriyle iliskisi oldugu bilinmektedir. Cogu diyet bileseni kardiyovaskiler
hastaliklarin risk faktorleriyle yakindan iliskilidir ve Amerikan Kalp Birligi (AHA) 2019
yilinda yayinladigi rehberde bireylerin lipid profili, kan basinci ve inflamasyon
durumunu degistirebilecegi icin 6zellikle diyetin icerdigi toplam yag miktari ve yag asit
tlrd, protein, basit karbonhidrat ve sodyum icerigi, posa, cesitli vitamin ve
minerallerin &nemini vurgulamistir (20, 21, 22). Ote yandan diger bir diyet bileseni
olan polisiklik aromatik hidrokarbonlarin, kan basinci ve kalp atis hizini etkileyerek
ateroskleroz ve diger kardiyovaskiiler hastaliklara neden olabilecegine yonelik
calismalar yayinlanmistir (23, 24). Heterosiklik aromatik aminler, kardiyovaskler
hastalik risk faktorleriyle iliskilendirilen polisiklik aromatik hidrokarbonlarla benzer
kimyasal yapiya sahiptir ve yapilan ¢alismalarda saglik lizerine etkileri daha ¢ok kanser
ile iliskilendirilmektedir (18, 25, 26). Ancak kardiyovaskiiler hastaliklarin altinda yatan
mekanizmalarda endotel disfonksiyon ve ateroskleroz gelisiminde inflamasyonun
etkili oldugu g6z oOnine alindiginda heterosiklik aminlerin kardiyovaskiler
hastaliklarin olusumunda da etkili olabilecegi distniilmektedir (27). Sinirli sayida da
olsa heterosiklik aminlerin kardiyovaskiler hastaliklarla iliskili olabilecegine yonelik
yayinlar bulunmaktadir (28, 29). Yapilan ¢alismalarda heterosiklik aminlerin kardiyak
anomalilere ve disfonksiyona yol acabilecegi gdsterilmistir (27, 30). Ote yandan bazi
heterosiklik aminlerin lipid profilini degistirerek kardiyovaskiler hastaliklarin

gelisimini etkileyebilecegine yonelik yayinlar da bulunmaktadir (29, 31).



1.2.Amag ve Varsayimlar

Proteinli besinlere 1sil islem uygulanmasiyla olusan heterosiklik aromatik
aminlerin kanser etiyolojisindeki rollinl inceleyen ¢ok sayida bilimsel arastirma
bulunmaktadir. Ancak organizmadaki inflamatuar siireclere olan etkileri araciligi ile
dislipidemi, endotel disfonksiyon ve aterosklerozu etkileyebilecegi disinilen
heterosiklik aminlerin kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumuna etkilerini inceleyen
cok az ¢alisma bulunmaktadir. Ayrica bu galismalarin higbiri heterosiklik aminlere
maruziyet siiresini dikkate almamistir. Bu ¢calismada farelerde heterosiklik aminlere
iki farkh stire boyunca maruz kalmanin kardiyovaskiler hastaliklarin risk faktérlerine
etkileri incelenmistir. Boylece daha 6nce direkt olarak iliskilendirilmemis bir diyet
faktori olan heterosiklik aminlerin kardiyovaskiler hastalik olusumuna etkilerinin
saptanmasi 6ngoriulmistir. Boylece, kardiyovaskiiler hastaliklar icin tibbi beslenme
tedavilerinde yeni yaklasimlarin gelistirilebilmesi konusunda diger hayvan ve insan
calismalari icin altyapi niteliginde veri elde edilmesi planlanmistir.

Bu tez calismasinin amaci yiksek yag ve kolesterol iceren diyete ek olarak,
uzun veya kisa siire ile alinan heterosiklik aromatik aminlerin farelerde dislipidemi,
endotel disfonksiyon ve ateroskleroz olusumu gibi kardiyovaskiiler hastalik risk

faktorleri Gzerine etkilerini incelemektir.

1.3. Hipotezler

Bu tezin hipotezi “ylksek yag ve kolesterol iceren diyete ek olarak, uzun siire
alinan heterosiklik aromatik aminler farelerde dislipidemi, endotel disfonksiyon ve

ateroskleroz olusumunu kisa sireli alima goére farkh etkiler” olarak belirlenmistir.



2. GENELBILGILER
2.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar ve Risk Faktorleri

GUnUmuzde kardiyovaskiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi bulasic
olmayan kronik hastaliklar diinya genelindeki 6lim nedenlerinin  %70’ini
olusturmaktadir (32). Diinya Saglik Orgiti (WHO)' ne gore 2016 yilinda bulasic
olmayan kronik hastaliklardan kaynaklanan o6limlerin %31’i kardiyovaskiler
hastaliklar nedeniyle gerceklesmistir ve 2016 yilinda kardiyovaskiler hastaliklarin
mortalitesi 17,9 milyondur (33). Bu oOlimlerin %85’i kalp krizi ve inme sebebiyle
gerceklesmistir (33). Kardiyovaskiler hastaliklarin etiyolojisinde artmis inflamatuar
belirtecler ve protrombotik durum, dislipidemi, yliksek kan basinci, yiksek kan

glikozu ve ateroskleroz gibi kardiyometabolik risk faktorleri yer almaktadir (2, 33).

Diyetle alinan veya karacigerde de novo sentezlenen lipidler viicutta tasinmak
icin lipoproteinlere ihtiyac duymaktadir (34). incebagirsaklardan emilen lipid
molekdlleri lipoprotein lipaz (LPL) enzimi yardimiyla yapilarindaki trigliseritlerin
parcalanmasinin ardindan silomikronlarin yapisina katilarak karaciger veya
ekstrahepatik dokulara tasinmaktadir. Hedef dokularda yeniden esterlestirilerek
trigliserit formunda depolanmaktadir. Karacigerde sentezlenen trigliserit ve
kolesterol, c¢ok disuk dansiteli lipoprotein (VLDL) yapisina aktarilarak kana
salinmaktadir (35). Dolasimdaki VLDL igerigindeki trigliserit molekdlleri LPL ile
yikilarak molekilin boyutlarini daha kigik hale getirmekte ve disik dansiteli
lipoproteini (LDL) olusturmaktadir. LDL ve VLDL nin yapisinda bulunan apolipoprotein
B (Apo B) karacigerde sentezlenmektedir ve VLDL ile LDL'nin yapisindaki lipid
molekillerinin tasinmasinda gorevlidir. Sonraki basamakta VLDL yapisindaki
trigliseritler HDL'ye aktarilmaktadir. Bu sirada HDL yapisinda bulunan apolipoprotein
A1l (Apo Al), lesitin: kolesterol asil transferaz (LCAT) enzimini aktive ederek plazma
kolesterol esterlerini olusturmaktadir. Esterlesen kolesterol molekilleri kolesterol
ester transfer proteini (CETP) tarafindan VLDL ve diger liporproteinlerin yapisina
verilmektedir (34). Ote yandan HDL; dolasimdaki lipid molekiillerini toplayip

karacigere goturerek ters kolesterol transportunu saglamakta ve antiatorejenik etki



gostermektedir (34). Ayrica HDL kopuk hiicrelerin yapisinda biriken kolesteroll de
toplamaktadir. Aterojenik dislipidemi; plazma LDL ve trigliserit dizeylerinin
(dolayisiyla Apo B diizeylerinin) ylksek olmasi, yliksek dansiteli lipoprotein (HDL)
diizeyinin (baglantili olarak Apo Al diizeyinin) dusik olmasi ve disiik yogunluklu LDL
partikilleri miktarinin fazla olmasi seklinde tanimlanmaktadir (36). Plazmada
aterojenik lipid ve lipoproteinlerin diizeyinin artmasiyla makrofajlar bu molekdlleri
yapilarina almaktadir. Ozellikle LDL diizeyi yiikseldiginde bazi enzimatik ve enzimatik
olmayan modifikasyonlara ugrayarak sitotoksik etkileri bilinen okside LDL (ox-LDL)
olusmakta ve yapisinda daha fazla kolesterol biriktirme, endotel hasara, vaskiler diiz
kas hiicre proliferasyonuna, kemotaksise, cesitli sitokinlerin ve bliyiime faktorinin
salinmasina yol agmaktadir. Ayrica ox-LDL diger hiicrelerin gen ekspresyonunu
degistirerek koaglilasyon mekanizmalarini da etkileyebilmekte ve bu sekilde

aterosklerotik rlptlr olusumunu kolaylastirmaktadir (34).

Endotel disfonksiyon; aterosklerotik plak olusumu veya diger kardiyovaskuler
olaylar baslamadan ¢ok daha 6nce gerceklesen ve ateroskleroz gelisiminde temel rol
oynadigl disindlen bir sirectir (37). Endotelyum mekanik ve kimyasal uyaranlara
karsi parakrin, otokrin ve endokrin sistemlerin yonetimi ile nitrik oksit, siklooksijenaz,
anjiotensin molekdlleri ile vaskller dengeyi ve vaskiiker kaslarin tonusunu
degistirerek kan akiminin dizenlenmesinde Onemli rol almaktadir (7, 38).
Endotelyum fonksiyonunun bozulmasi bircok farkli ve karmasik nedenle ortaya
ctkmaktadir ancak en temel nedenler; damar kasilmasini/gevsemesini saglayan
molekiller arasindaki dengesizlik, asiri proinflamatuvar aktivite ve oksidatif stresin
artmasidir (3). Ayrica antiinflamatuvar ve damar gevsetici etkileri bulunan nitrik oksit
molekllinin biyoyararlaniminin azalmasi da endotel disfonksiyon olusumunu
kolaylastirmaktadir (4). Endotel nitrik oksit sentazin ayristirilmasi sirasinda ortaya
¢cikan serbest radikaller ox-LDL Uretimini uyarmaktadir (5). ox-LDL nitrik oksit sentaz
ekspresyonunu azaltmaktadir (6). Bu sekilde bozulan endotel sinyal dengesi vaskiler
diiz kas htcrelerinin proliferasyonunu degistirerek intimada yapisal degisikliklere
neden olmaktadir (7). Endotelyumun yukaridaki kan akimini diizenleyici etkilerine ek

olarak lokositlerin endotelyumdan dokulara gecisini, trombozisi ve trombolizisi



dizenledigi yayinlanmistir (6, 39). Bir diger kardiyovaskiler risk faktori olan
hipertansiyon temel olarak damarlarin kasilip gevseme islevindeki bozulma ile
karakterizedir ve vaskiler tonus degisimi ile ortaya ¢ikmaktadir (40). Bu fonksiyon
bozuklugu; nitrik oksit, reaktif oksijen tirleri ve endotel disfonksiyon varligi, rennin
anjiotensin sisteminde bozulma ile ortaya ¢ikabilmektedir (40). Kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin olusmasiyla yakindan iliskili olmasi nedeniyle endotel disfonksiyon

kardiyovaskiler hastalik risk faktorleri igin bir risk faktori olabilmektedir.

Ateroskleroz; arterlerin intima tabakasinda lipid ve fibréz elemanlarin birikimi
ile olusan progresif bir hastaliktir. Lipid peroksidasyonu, endotel disfonksiyon ve
inflamatuvar medyatorler araciligl ile vaskiiler diz kas hiicreleri ve plateletlerin
damar limenini daraltmasiyla karakterize vaskiiler inflamatuar bir bozukluk olarak
tanimlanmaktadir (8). Ateroskleroz patogenezinde dislipidemi de yer almaktadir.
Endotel hasari takiben, kolesterol acisindan zengin makrofajlardan olusan
plak/aterom olusmakta ve plateletler ile lI6kositlerin stirece katihmi ile ilerleyerek
ateroskleroz haline gelmektedir (9). Aterosklerozun ilk basamagi olan kopuk
hiicrelerin olusumu; lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde gérilen bozulmalar
sonucunda makrofajlarin doénisimiyle gerceklesmektedir (10). Kandaki lipid
molekdllerinin miktari makrofajlarin temizleme kapasitesinin lzerine c¢iktiginda
meydana gelen lipid birikimine bagh olarak lipid damlaciklari olusmakta ve
makrofajlar yapisindaki bu lipid damlaciklariyla birlikte kopik benzeri bir hal
almaktadir. Kardiyovaskiler hastaliklar agisindan olusan bu koépik hicreleri
aterosklerotik plak olusumu ve biytmesi icin kritik rol almaktadir. Kemirgen makrofaj
hiicre hatlariyla yapilan bir calismada ox-LDL ile kopuk hiicre olusumu tetiklendiginde
bu hicrelerin normalden daha fazla ekstraseliiler vezikiiller olusturdugu
gosterilmistir (41). Olusan bu vezikillerin vaskiler diz kas hiicrelerinin adezyonunu
etkiledigi ve plateletlerin aterom alanina goé¢ etmesini uyarabildigi bildirilmistir.
Ozellikle LDL kolesterol diizeyi yiiksek oldugunda olusan ox-LDL partikiilleri damar
duvarina yerleserek aterosklerozu baslatmaktadir. VLDL kolesterol iceriginin yliksek
olmasi nedeniyle Ozellikle degrade VLDL'nin aterojenik potansiyeli yuksektir (42).

Aterosklerozun ilk basamagi olan endotel hasar, endotel hiicrelerden salinan adezyon



molekilleri ve kemoreaktanlarin etkisiyle monositlerin neointima tabakasina
infiltrasyonuyla baslamaktadir (Sekil 2.1.) (8, 43). Ayrica nitrik oksit aktivitesinin
azalmasina bagl olarak siperoksit anyon, peroksinitrit gibi anyonlarin olusumu da
artarak endotel hasara yol agmaktadir (42). Damar yapisinin intima tabakasinda
monositler makrofajlara donlismekte ve plazma LDL kolesterol diizeyi ylksek
oldugunda alt- endotel alanda okside olan LDL partikillerini yapisina katarak
inflamatuvar koplk hiicrelerini olusturmaktadir. Boylece aterosklerotik plak olusumu
baslamaktadir. Bu basamaktan sonra; endotel 16kosit adezyon molekili (ECAM-1),
vaskiler hiicre adezyon molekilii (VCAM-1), hiicre ici adezyon molekili (ICAM-1),
siklooksijenaz 2, nitrik oksit sentaz, tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve bazi
interldkinler gibi inflamatuvar medyatorlerin ve adezyon molekdllerinin salinmasi ile
plateletlerin ve dolasimdaki diger hiicrelerin aterom bdlgesinde birikimi sonucunda
aterosklerotik lezyon bilylmektedir. Boylece 6zellikle kiiglik arterlerin limeninde
olusan daralma; kan basincinin artmasina ve dolasim bozukluklarina yol agmaktadir

(8, 43).
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Kardiyovaskiler hastaliklarin risk faktorlerinin etiyolojisi incelendiginde
beslenmenin bu faktorlerle yakin iliskisi oldugu gorilmektedir. Cogu diyet bileseni
kardiyovaskiler hastaliklarin risk faktorleriyle yakindan iligkili olsa da Amerikan Kalp
Birligi (AHA) 2019 yilinda yayinladigi rehberde bireylerin lipid profili, kan basinci ve
inflamasyon durumunu degistirebilecegi icin 6zellikle diyetin icerdigi toplam yag
miktari ve yag asit tiir(i, protein, karbonhidrat ve sodyum ile potasyum iceriginin etkili
oldugunu yayinlamistir (20 , 21, 22). Diyetin toplam yag miktari ve yag asit profili,
basit karbonhidrat ve sodyum igerigi ile total antioksidan kapasitesi; bireylerin lipid
profili, kan basinci ve inflamasyon durumunu degistirebilmektedir (21, 22). Ozellikle
sodyum (45, 46) ve potasyum alimi (47, 48) hipertansiyonla iliskili oldugu diisiiniilen
diyetle iliskili faktorlerden birkagidir. Diyetin toplam yag miktari ve yag asit 6rintisu
de lipid profilini etkileyerek kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirabilmektedir (49).
Ayrica rafine karbonhidrat tiiketiminin de kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirabildigi

yayinlanmistir (50).

Diyetle sodyum alim dizeyi kardiyovaskiiler hastalik risk faktorlerinden
hipertansiyon gelisimi riskiyle yakindan iliskilidir (45, 46). Bir meta analizde bireylerin
diyetle sodyum alimindaki azalmanin (4,4 g/gin azaltma) kan basincini 6nemli
miktarda azalttigi (sistolik 4,18 mmHg; diastolik 2,06 mmHg) yayinlanmistir (51).
Ancak son vyillarda yapilan g¢alismalarda diyetle diisik miktarda (<3g/giin) sodyum
aliminin da kardiyovaskdiler hastalik riskini arttirdigi bildirilmistir (52, 53). Ote yandan
diyetle potasyum alimi ile kan basinci arasinda negatif bir iliski oldugu bilinmektedir.
Yapilan meta analizlerde diyetle yeterli miktarda potasyum aliminin (2,8 g/gin)
ozellikle hipertansif bireylerde kan basincini distrtcl etkileri oldugu gosterilmistir
(47, 48). Amerikan Kardiyoloji Koleji (ACC) ve Amerikan Kalp Birligi (AHA) diyetle
alinan sodyum miktarinin 1500 mg/glin dizeyinin altina ¢ekilmesini, alinabilecek

ideal potasyum miktarinin da 3500-5000 mg/glin olmasini dnermektedir (20).

Plazma trigliserit dizeyi, serbest yag asitleri, cesitli lipoprotein tirleri ve C
reaktif protein dizeyleri kardiyovaskiler hastalik gelisimi riskini arttirmaktadir (54).
Bu parametrelerin enerji dengesi ve adipozitedeki degisimlerden hizla etkilendigi

dislintldigliinde diyetle alinan karbonhidratlarin kardiyovaskiiler hastalik gelisimi
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riski ile olasi iliskisi dikkat ¢cekmektedir (55). Bir galismada diyette enerjinin
karbonhidratlardan gelen oraninin %60’in (izerine ¢ikmasinin kardiyovaskiler hastalik
oykiisu/riski olan bireylerde arteriyel kalinlasma ile iliskili oldugu bildirilmistir (56).
Yapilan ¢alismalarda diyetin karbonhidrat icerigi azaltildiginda 6zellikle HDL diizeyinin
arttigr ve trigliserit dlzeyinin azaldigi gosterilmistir (57, 58). Ayrica diyetin
karbonhidrat oraninin azaltilmasiyla total kolesterol ve LDL (59, 60), serbest yag
asitleri (61) ve CRP (62) dilzeylerinin de dustiguni gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalarin incelendigi bir meta analizde diyetin
karbonhidrat miktarinin azaltilmasiyla kardiyovaskiler hastalik risk faktérlerinde
iyilesme saglandig bildirilmistir (63). Diyetin posa igerigi, glisemik indeksi, tam
tahillarin toplam tahillara orani gibi parametrelerin kullanilarak hesaplanan diyetin
karbonhidrat indeksinin incelendigi bir ¢alismada diyetin karbonhidrat indeksi ve
kardiyovaskiler hastalik riski arasinda negatif iliski bulundugu rapor edilmistir (64).
Bu durum kardiyovaskiiler hastalik riski agisindan degerlendirildiginde diyetin igerdigi
karbonhidrat miktarinin yaninda karbonhidrat tirinin de dikkate alinmasi
gerektigini gostermektedir. Bir meta analizde hem yliksek hem de dislik miktarda
karbonhidrat aliminin iskemik kalp hastaliklarinda mortalite riskini arttirdigi, en diislik
riskin karbonhidratlardan gelen enerjinin %50-55 arasinda goruldugi yayinlanmistir
(65). Yapilan calismalarda sikroz ve fruktoz gibi basit sekerlerin de novo lipogenezi
arttirarak dislipidemiye neden olabilecegi gosterilmistir (50). Bu nedenle
kardiyovaskiiler hastalik riskinin azaltilabilmesi icin glnlik diyette tiketilen basit
sekerlerin giinliik enerjiden gelen oraninin Diinya Saglik Orgiiti’niin (WHO) énerisi

olan %10’un altina (uygun oldugu durumda %5’in altina) disiiriilmesi gerekmektedir.
2.2. Diyetle Alinan Lipid ve Proteinlerin Kardiyovaskiiler Hastaliklar ile iliskisi

Amerikan Kardiyoloji Koleji (ACC) ve Amerikan Kalp Birligi’'nin (AHA) 2019
yihinda yayinlanan rehberinde diyetle sebze, meyve, kurubaklagiller, yagh tohumlar,
tam tahil Griinleri ve balik tiketiminin kardiyovaskiler hastalik riskini azaltabilecegini
yayinlanmistir (20). Onerilen bu beslenme ériintiisii incelendiginde diyette posa alimi

ve bitkisel besinlerin tliketiminin arttirilmasinin yaninda hayvansal doymus yag
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asitleri kaynaklarinin azaltilmasinin hedeflendigi goriilmektedir. Glinlimiize kadar
yapilan calismalarda kardiyovaskiler hastalik riski agisindan diyetin icerdigi yag
miktari ve yag asit orintlsi on plana ¢ikmistir. Ancak diyette hayvansal yag
kaynaklari ayni zamanda protein miktari/kalitesi yiksek besinlerdir. Bu nedenle bu
boliimde kardiyovaskiler hastalik risk faktorleri diyetin lipid ve protein igerigi

acisindan degerlendirilecektir.
2.2.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar ve Lipidler

Yapilan meta analizlerde diyetle alinan yag miktari ve kardiyovaskiler hastalik
riski arasinda bir iliski oldugu yayinlanmistir (49). Ozellikle diyetle alinan yagin plazma
kolesterol seviyelerini direkt olarak etkiledigi uzun siiredir bilinmektedir (66). Ancak
diyet yaginin kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumundaki tiim etki mekanizmalari tam
olarak aciklanamamistir. Diyet yaginin inflamatuvar slirecleri aktive ederek ve
oksidatif dengeyi degistirerek ateroskleroz gelisimini  kolaylastirabilecegi
dustinilmektedir. Ozellikle diyetteki doymus ve trans yag asitleri proinflamatuvar
sitokinlerin salinimini ve reaktif oksijen tiirlerinin Gretimini arttirarak kardiyovaskuler
hastaliklara zemin hazirlayabilmektedir (67-70). Ayrica yiksek miktarda yag
tiketiminin nitrik oksit aracili endotel fonksiyonu etkileyebilecegi diisiintilmektedir.
Bir calisma yuksek yagh (%41, enerji) diyetin nitrik oksit biyoyararlihigini etkileyerek
endotel disfonksiyona yol agabilecegini bildirmistir (71). Bu etkinin diyet yaginin
endojen nitrik oksit sentaz inhibitori olan asimetrik dimetil arjinin diizeyini arttirmasi
yoluyla gerceklesebilecegi diisiinlilmektedir (72, 73). Tek bir 6glinde yenen asiri yagl
yiyeceklerin bile adezyon molekdillerinin salinimini arttirarak endotelin kaygan
yapisini yapiskan ve protrombotik hale getirerek endotel disfonksiyon ve ateroskleroz
olusumuna yatkinlik sagladigini gbsteren calismalar bulunmaktadir (8, 43). Diyetle
alinan doymus yag asitlerinin doymamis yag asitleriyle degistirilmesinin iskemik kalp
hastaliklari riskini azalttig: cesitli calismalarda gosterilmistir (74, 75). Epidemiyolojik
bir calismanin sonuclarina gore yag asit oriintlisiinden bagimsiz olarak diyetle alinan
toplam yag miktar azaltildiginda tim nedenlerle gerceklesen o6lim riski de

azalmaktadir (76). Yapilan bir meta analizde kardiyovaskiler hastalik riski agisindan
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diyetin doymus yag iceriginin etkisi bulunmazken diyetle alinan trans yag miktarinin
hastalik riskini arttirdig1 yayinlanmistir (49). Yapilan galismalar 1siginda; Amerikan
Kardiyoloji Koleji (ACC) ve Amerikan Kalp Birligi (AHA) diyetle alinan doymus yag
asitlerinin tekli ve ¢oklu doymamis yag asitleriyle yer degistirilmesinin ve trans yag

asitleri alimindan kaginilmasinin olumlu etkileri oldugunu bildirmistir (20).

2.2.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklar ve Proteinler

Diyetteki proteinlerin kardiyovaskiler sistem (zerindeki etkileri protein
kaynagi olan besinin tlri, besinin proteinlerin yaninda baska hangi besin 6gelerini
icerdigi, aminoasit orlintlsl, besinin islenmesi sirasinda uygulanan yontemler veya
olusan ikincil maddeler gibi bircok faktore gore degismektedir. Bu nedenlerle
kardiyovaskiiler hastaliklarda proteinler i¢in bir Oneri yapilmasi gerektiginde
proteinler tim yonleriyle géz dnline alinmalidir. Proteinler diyette hayvansal veya
bitkisel kaynaklardan alinabilmektedir. Yumurta, kirmizi et, tavuk, balik eti ve bu
etlerin Urlnleri, stt ve sut Grinleri diyetteki baslica hayvansal protein kaynagi iken
bitkisel protein iceren besinler baklagiller ve tahillardir. Proteinler sagladiklar
termojenik etkilerinin yaninda gastrointestinal hormon ve peptidlerin salinimini
uyarmalari yoluyla istahi degistirerek yag metabolizmasi lzerinde dolayl bir etki
olusturmakta ve kardiyovaskiler risk bilesenlerine katki saglamaktadir. Yapilan bir
meta analizde yiksek miktarda (%27, enerji) protein tiiketiminin plazma total
kolesterol ve trigliserit dizeylerini duslrlcl etkisi oldugu bildirilmistir (77). Ancak
kohort calismalarinin incelendigi bir meta analizde diyetin protein icerigi ve diyet
proteininin birincil kaynagi (bitkisel/hayvansal besinler) ile koroner kalp hastaliklari

arasinda bir iliski bulunmamistir (78).

Kaliteli protein kaynagi olarak dislintlen hayvansal besinler ayni zamanda
doymus yag asitlerini de ylksek oranda igcermektedir ve bu durum kardiyovaskiler
hastaliklar acisindan risk teskil etmektedir. Kurubaklagiller ve tahillar gibi bitkisel
protein kaynaklari icerdigi proteinin yaninda bazi vitamin ve mineraller, cesitli
biyoaktif bilesenler ve posa da sagladigi icin kardiyovaskiiler hastaliklara karsi

koruyucu etki gosterebilmektedir. Giincel bir calismada diyetle yliksek miktarda
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bitkisel protein tliketiminin kardiyovaskiler hastaliklarla iliskili mortaliteyi azalttig
bulunmustur (79). Benzer sekilde PREDIMED (Primary Prevention of Cardiovascular
Disease with a Mediterranean Diet) kohortunun ikincil analiz sonuclarina gore
hayvansal besin alimiyla karsilastirildiginda sebze tiketiminin yiksek olmasinin
mortaliteyi %41 azalttig1 bildirilmistir (80). Adventist Saghk Calismasi-2 kohort
verilerine gore protein kaynagl olarak et tiketimi ile mortalite hizinda %61 artis
olurken, protein kaynagi olarak et yerine yagh tohumlar tiketildiginde mortalite
hizinda %40 azalma oldugu rapor edilmistir (81). Paralel olarak Song ve ark. diyette
hayvansal kaynakli proteinlerin bitkisel proteinlerle degistiriimesinin daha disuk
mortalite ile iliskili oldugunu bildirmistir (82). Ayni calismada st ve sit Grlinlerinden
gelen proteinin bitkisel proteinlerle yer degistirmesi durumunda kardiyovaskiiler

mortalite hizinin %11 arttig1 yayinlanmistir.

Bir besinin igerdigi protein miktari, aminoasit 6riintisu, yapisindaki esansiyel
aminoasit turleri ve bu aminoasitlerin miktari besinin protein kalitesini belirleyen
Ozelliklerdir. Bazi aminoasit tlrlerinin kardiyovaskiler sistemi farkli mekanizmalarla
farkh sekilde etkiledigi distnildiginde besinin protein kalitesini belirleyen bu
Ozellikler o besinin kardiyovaskiiler sistem Uzerindeki etkilerini de belirlemektedir.
Gunlik diyette ozellikle sit ve siit Grinlerinden alinan whey proteinlerinin 3-hidroksi-
3-metil glutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz enziminin aktivitesini baskilayarak
karacigerde kolesterol sentezini, yag asitlerinin emilimini ve tasinmasini azaltarak
kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltabilecegi bildirilmistir (83). insanlarda yapilan bir
calismada 12 hafta boyunca 65 g/glin whey proteini aliminin plazma LDL ve trigliserit
diizeylerini distrdugil, HDL ve Apo Al dizeylerini yikselttigi bildirilmistir (84). Ayrica
kirmizi et, st ve yumurta proteinlerinin anjiotensin donUstiriici enzim (ACE)
aktivitesini baskilayarak kan basincini azaltabilecegi de rapor edilmistir (85-87).
Baklagil ve tahil proteinlerinin ACE inhibisyonu yoluyla kan basincini azalttigi (88);
HMG CoA rediiktaz aktivitesini baskilayarak ve sterol diizenleyici 6ge baglayici protein
(SREBP) ekspresyonunu etkileyerek (89) LDL ve total kolesterol diizeylerini azalttig
(90, 91) bildirilmistir. Bu proteinlerin ayrica antioksidan 0ozellik gostererek

ateroskleroz riskini de azalttigi yayinlanmistir (92, 93). Aminoasitlerin kardiyovaskiiler
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sistem Uzerindeki etkileri incelendiginde metionin, sistein, homosistein ve taurin gibi
kiikartld aminoasitler dikkat cekmektedir. Plazma sistein ve homosistein dlzeyi ile
arter hastaliklari ve miyokard infarktis riski arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir
(94, 95). Ozellikle plazma homosistein diizeyi yiikseldiginde inflamatuvar
medyatorlerin artisi, oksidatif hasar ve endotel disfonksiyon olusumuna bagli olarak
aterosklerotik kalp hastaliklari riski de yikselmektedir (95, 96). Ancak taurinin diger
kikurtli aminoasitlerin aksine kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu olabilecegi
yayinlanmistir (97). Bu etkisini antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri ile endotel
fonksiyonu koruyarak ve nitrik oksit Gretimini azaltma yoluyla kan basincini azaltarak
gerceklestirdigi diisinlilmektedir (98, 99). Valin, 16sin ve izol6sin gibi dalli zincirli
aminoasitler de kardiyovaskiler hastaliklara zemin hazirlayabilmektedir. Bu
aminoasitlerin metabolizmasi sonucu olusan metabolitlerinin endojen yag asidi
sentezi icin substrat olmasi nedeniyle plazma lipid profilini degistirebildigi ve nitrik
oksit sentezini baskilayarak kan basincini arttirabilecegi dustnilmektedir (100).
Aromatik aminoasitlerden triptofan, fenilalanin ve tirozin viicutta bazi inflamatuvar
yolaklari aktive ederek oksidatif hasar ve endotel disfonksiyon ile aterosklerozu
tetikleyerek kardiyovaskiiler sistemi etkileyebilmektedir (101). Ayrica tirozin,
dopamin sentezinde gérev almasi nedeniyle merkezi sinir sistemini dolayli olarak
etkilemekte ve kan rennin aktivitesini arttirmakta ve kan basincini
ylkseltebilmektedir (102). Benzer sekilde tirozinin kalp ritmini dizenleyen tiroid
hormonlarinin sentezinde de rolii bulunmaktadir (103). Baska bir aminoasit olan
arjinin kardiyovaskiler saghga etkisini oksidatif denge ve endotel fonksiyonu
koruyarak ateroskleroz gelisimini engelleyerek gostermektedir. Nitrik oksit sentezini
arttirdigl, serbest radikallerin olusumunu azalttig, immun sistem elemanlarinin

adezyon bolgesinde birikimini engelledigi bildirilmistir (104).

Bunun vyaninda proteinlerin metabolizmasi sonucunda ortaya cikan
metabolitler ya da fizyolojik olaylar da kardiyovaskiiler sistemi etkileyebilmektedir.
Deniz Urinlerinden direkt olarak alinabilen ya da enodojen olarak sentezlenebilen
trimetil amin N- oksit (TMAOQ) bilesiklerinin ya da yiiksek miktarda protein iceren

besinlerde isil islemle olustugu bilinen polisiklik/heterosiklik aromatik aminlerin saglik
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Uzerinde bazi olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (105-107). Diyet proteinlerinin
kardiyovaskiler hastaliklar Gzerindeki etkileri dustinildiginde bu aminli bilesiklerin
olusturdugu metabolik durumun kardiyovaskiler hastaliklarin risk faktorlerinin

olusumuna zemin hazirlayabilecegi de géz ardi edilmemelidir.
2.3. Aminli Bilesikler ve Saglik Uzerine Etkileri

insanlarda kronik hastalik riski ve diyet arasindaki iliskiyi arastiran
epidemiyolojik ¢alismalar incelendiginde protein igerigi yiksek olan kirmizi et
grubunun en fazla ilgi géren diyet bilesenlerinden biri oldugu gérilmektedir. Uzun
sure ile yuksek miktarda kirmizi et ya da islenmis et Grunleri tiketimi ile toplam
mortalite riskinin ylkselmesinin yaninda, kardiyovaskiler hastaliklar, tip 2 diabetes
mellitus, ¢esitli kanser tirleri ve inflamatuvar siireglerin aktive oldugu romatoid artrit
gibi hastaliklarin riskinde artisla da iliskili oldugu yayinlanmistir (108). Fazla miktarda
kirmizi et ve islenmis et Urinleri tiketiminin saghk Gzerine olumsuz etkileri oldugu
bildirilmistir (109). Diinya Kanser Arastirma Fonu’na (WCRF) gore kirmizi et ve
islenmis et Urinleri tiiketimi ile kolorektal kanser olusumu arasinda kuvvetli bir iliski
bulunmaktadir (110). Yiksek miktarda protein iceren besinlerin doymus yag asitleri
ve kolesterol iceriginin yliksek olmasi ya da islenmis et Urinleri ile fazla miktarda
alinan sodyum kardiyovaskiler hastalik gelisimine zemin hazirlayabilmektedir. Ek
olarak yliksek protein igeren besinlerde bulunan bazi diyet bilesenleri ve diger
bilesiklerin bu iliskinin ortaya ¢cikmasinin nedeni olabilecegi diisiinilmektedir (108).

Et Urlnlerinin islenmesinde kullanilan nitrit ve nitratin sodyum tuzlarindan
olusan N-nitroso bilesiklerin organizmada DNA katimi olusturarak mutajenik etki
gosterebilecegi bildirilmistir (111-113). Akrilamid; proteinler ve indirgen bir seker
varliginda olusan ve vicutta karsinojenik ve toksik etkileri oldugu bildirilen bir
molekildir (114). Yiksek protein icerikli besinlerle iliskilendirilecek bir diger bilesik
olan TMAO viicutta mikrobiyotik faaliyetler sonucunda sentezlenmesinin yaninda
bazi proteinli besinlerle de alinabilmektedir (115, 116). Yapilan c¢alismalarda
plazmada TMAO diizeyinin artmasinin kardiyovaskiler hastalik riskini arttirabilecegi

bildirilmistir (115, 116). Karacigerde ters kolesterol transportunu inhibe ederek ve
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safra asitleri metabolizmasini etkileyerek plazma kolesterol dizeylerini arttirdigi ve
boylece aortta aterosklerotik plak olusumunu tetikleyebilecegi bildirilmistir (116,
117). Ayrica TMAO’nun platelet fonksiyonunu direkt olarak etkileyerek trombozise
yatkinligi arttirabilecegi ve vaskiler endotel hiicrelerde inflamatuvar siregleri
tetikleyebilecegi yayinlanmistir (118, 119).

Proteinli besinlerin 6zellikle kuru isida pisirilmesiyle olusan polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin da saghgl olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Polisiklik aromatik
hidrokarbonlar bazi endistriyel ve tarimsal islemler sonucunda da olusabilen, hava
ve su kaynaklarinin yaninda besinlerde de bulunabilen kalici ve yari ugucu organik
bilesiklerdir (120). Genel olarak kdmiir, yag, evsel ya da tarimsal atiklar, odun ve tiitiin
gibi organik materyallerde piroliz sonucunda olusmaktadir (121, 122). Yapisindaki
hidrokarbon halkalarinda hidrofobik ve lipofilik cift baglar tasiyan iki veya daha fazla
benzen halkasi bulunmaktadir (123). Sadece karbon ve hidrojen atomlari
icermektedirler ancak azot, kiikiirt ve oksijen atomlarinin benzen halkasina kolayca
baglanmasiyla polisiklik aromatik hidrokarbon molekllli heterosiklik aromatik
aminlere donusebilmektedir (124). Molekil agirliklarina gore iki gruba ayrilmaktadir.
iki ya da ti¢ halka iceren polisiklik hidrokarbonlar diisiik molekdil agirlikl grupta iken;
doért ve daha fazla halka yapisina sahip olanlar yiiksek molekul agirhkli grupta yer
almaktadir (120).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin gida kaynaklarina gecisi 0Ozellikle
kontamine olmus toprak ve su kaynaklariyla yetistirilen tahil, meyve ve sebzeler
yoluyla olmaktadir (125). Ayrica karayollarina veya endustriyel alanlara yakin yerlerde
kontamine olmus toprak ve su ile yetistirilen bitkisel besin kaynaklarinin yaninda bu
alanlarda otlayan hayvanlar veya su kaynaklarinda yetisen balik ve su lirlinlerinde de
polisiklik hidrokarbon bulasi olabilmektedir (126). Piroliz sonucunda olusmalari
nedeniyle 1zgara, barbekd, titstleme veya kizartma gibi bazi kuru isida pisirme
yontemleri de polisklik hidrokarbon olusumuna yol acabilmektedir (127).

Bazi polisiklik aromatik hidrokarbon tiirlerinin kardiyovaskiiler hastalik gelisim
riskiyle yakindan iliskili oldugu disiunilmektedir (128). Ayrica cesitli polisiklik

hidrokarbon tirlerinin timor gelisimine, bliyime ve Greme sistemi bozukluklarina,
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endokrin bozukluklara, karaciger ve bobrek hasarina, isi reglilasyonunda bozulmalara
(129-131), hemolitik anemiye ve gormede bozulmalara (132, 133) yol acabilecegi
bildirilmistir.

Yapilan c¢ahsmalarin ¢ogu diyetle polisiklik aromatik hidrokarbonlara
maruziyet ile ilgili olsa da glincel calismalar heterosiklik aminlerin saghk Gzerindeki
etkilerine yogunlasmaya baslamistir. Protein iceren besinlerin yiksek miktarda kuru
Istya maruz kalmasiyla olustugu bilinen heterosiklik aromatik aminlerin de saglik
Uzerinde bazi olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Heterosiklik amin aracili DNA
katiminin timor olusturucu 6zelligi bilinen onkogenler ve timor baskilayici genler
Uzerinde mutasyona neden olarak timoér olusumunu tetikledigi distunilmektedir
(106, 107). Heterosiklik aromatik aminlerin yaygin olarak kanser patogenezi ile iliskili
oldugu bilinse de kardiyovaskiiler sistemin bilesenleri lGizerinde de olumsuz etkileri
olabilecegine yonelik calismalar bulunmaktadir (27, 30). Ornegin sicanlarda (F344)
yapilan bir calismada 8 hafta boyunca besinlerde yaygin bulunan heterosiklik amin
tlrd olan PhIP’e maruz kalmanin dalak, kolon ve prostat gibi hizli hiicre yenilenmesi
olan dokularda mutasyonlara neden oldugunu gosterilmistir (17). Kardiyovaskdiler
sisteme etkileri incelendiginde PhIP’in rat (F344) kalplerinde O-asetiltranferaz
aktivitesi ile N-hidroksi formuna yani biyolojik olarak genotoksisite icin aktif formuna
donistigl saptanmistir (134). Yapilan calismalarin sonuclari degerlendirildiginde
besinlerde bu bilesiklerin olusumunun en aza indiriimesi ve maruziyetin

azaltilmasinin kanser ve kardiyovaskdiler hastaliklar icin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.
2.3.1. Heterosiklik Aminlerin Tanimi, Metabolizmasi ve Etki Mekanizmasi

ilk kez 1977 yilinda Japonya’da yiiksek sicaklikta pismis et Griinlerinde
olustugu kesfedilen heterosiklik aminler; 6zellikle protein icerigi ylksek besinlerde isil
islem sirasinda olusan ve oldukg¢a yliksek oranda mutajenik/karsinojenik etkileri
oldugu bildirilen apolar bilesikler olarak tanimlanmaktadir (11, 135). Temel olarak iki
grup heterosiklik amin bulunmaktadir. Ozellikle 100-300 °C arasindaki sicakliklarda
olusanlara amidoimidazoazoaren (AIA) grubu termik heterosiklik aminler veya

imidazokinolin (1Q) tipi bilesikler adi verilir (11). Bu gruptaki heterosiklik aminler
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pismis besinlerde en fazla miktarda olusan maddelerdir ve dncli maddeleri olan
serbest aminoasit, kreatin, kreatinin ve hekzozlarin maillard reaksiyonu ile olusurlar
(12). Aminoasit ve proteinlerin pirolizi ile 300 °C'nin tzerindeki sicakliklarda olusan
heterosiklik aminlere (aminokarbonil grubu) pirolitik ya da non 1Q tipi bilesikler adi
verilir (11). Besinlerde isil islem uygulamasi sirasinda en fazla miktarda olusan
heterosiklik amin tdrleri: MelQx, PhIP, IFP (2- amino-1,6 —dimethylfuro [3,2-e]
imidazo [4,5-b] pyridine) ve AaC (2-amino-9H-pyrido [2,3-b] indol) oldugu

bildirilmistir (12). Bu heterosiklik aminler Tablo 2.1. de gosterilmistir.

Besinlerde en fazla olusan PhIP ve MelQx tirl heterosiklik aminlerin
metabolizmasi sirasinda gergeklesen enzimatik reaksiyonlar Sekil 2.2'de
gosterilmistir. Dogada bulunan diger karsinojenik kimyasallara benzer sekilde
heterosiklik aminlerin genetik materyal lizerinde toksik etki gostermesi icin metabolik
aktivasyona ugramasi gerekmektedir (28). Sitokrom P450 gibi faz | (oksidasyon)
enzimleri heterosiklik aminleri aktive ederek genotoksik metabolitlerin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (28, 30, 134). Bu aktivasyon siirecinde hidroksilasyon ve
oksidasyon basamaklari kilit rol almaktadir. Oncelikle yapidaki ekzosiklik amin
gruplari N-oksidasyona ugramaktadir (Sekil 2.2.). Heterosiklik aminlerin N-oksidasyon
reaksiyonlari karacigerde ve bazi ekstrahepatik dokularda daha ¢ok CYP1A1, CYP1A2,
CYP1B1 araciligi ile katalize olmaktadir (11, 28, 136, 137). Ekstrahepatik dokulardaki
oksidasyon reaksiyonlari c¢ogunlukla CYP1A1l ve CYP1B1 enzimleri tarafindan
uyarilmaktadir (136). Heterosiklik halka sisteminin N-oksidasyona ugramasinin
ardindan N-asetiltransferaz-1 (NAT-1) ve N-asetiltransferaz-2 (NAT-2) gibi faz Il
enzimlerinin yer aldigi asetilasyon, glukuronidasyon veya silfonasyon tepkimeleri ile

detoksifiye edilerek olusan metabolitler idrarla atilmaktadir (138) (Sekil 2.2.).
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Tablo 2.1. Heterosiklik aminlerin siniflandirilmasi (11)’dan adapte edilmistir.

Kimyasal Adi

Kisa Adi, Polaritesi

Molekiiler yapisi

Termik Heterosiklik Aminler
2-amino-1,6-dimetilimidazo [4,5-

b]-piridin

2-amino-1,5,6-trimetillimidazo

[4,5-b]- pridin

2-amino-3,5,6-trimetilimidazo

[4,5-b]-pridin

2-amino-1-metil-6-

fenilimidazo[4,5-b]- pridin

2-amino-1-metil-6-(4'-
hidroksifenil)- imidazo[4,5-b]-

pridin

2-amino-1,6-dimetil-furo[3,2-

elimidazo[4,5-b]-pridin

imidazokinolin derivatifleri
2-amino-1-metilimidazo[4,5-f]-

kinolin

2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-

kinolin

DMIP, polar

1,5,6-TMIP, polar

3,5,6-TMIP, polar

PhIP, polar

4’-0OH-PhIP, polar

IFP, polar

iso-1Q, polar

1Q, polar
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Tablo 2.1. (Devam) Heterosiklik aminlerin siniflandiriimasi (11)’dan adapte edilmistir.

Kimyasal Adi

Kisa Adi, Polaritesi

Molekiiler yapisi

2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-

f]-kinolin

2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-

kinokzalin

2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-

f]- kinokzalin

2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-

f]- kinokzalin

2-amino-3,7,8-

trimetilimidazo[4,5-f]- kinokzalin

2-amino-3,4,8-

trimetilimidazo[4,5-f]- kinokzalin

2-amino-4-hidroksimetil-3,8-

dimetilimidazo[4,5-f]-kinokzalin

MelQ, polar

IQx, polar

4-MelQx, polar

8-MelQx, polar

7,8-DiMelQx, polar

4,8-DiMelQx, polar

4-CH20H-8-

MelQx, polar
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Tablo 2.1. (Devam) Heterosiklik aminlerin siniflandiriimasi (11)’dan adapte edilmistir.

Kimyasal Adi Kisa Adi, Polaritesi  Molekiiler yapisi

2-amino-3,4,7,8-

NH,
N=
tetrametilimidazo([4,5-f]- TriMelQx, polar HECIN\ NQ o
| 3
kinokzalin H.C N CH,

2-amino-1,7- /CHB
. e H,C N N
dimetilimidazo[4,5-g]- 7-MelgQx, polar =
I %NHz
P
kinokzalin N N

2-amino-1,7,9- CH, CH,
H,C__N N/
trimetilimidazo[4,5-g]- 7,9-DiMelgQx, polar ? X
| P />_NH2
kinokzalin N N

Fenilpridin derivatifleri

2-amino-5-fenilpridin Phe-P-1, apolar N\~ NH:
N
Pridoindol derivatifleri: a-Karboniller
2-amino-9H-prido[2,3-blindol  AaC, apolar \ N/ NH,
N
H
CH,
2-amino-3-metil-9H-prido[2,3-
MeAoC, apolar \ /—NH,
blindol N~ N
H
B-Karboniller
1-metil-9H-prido([3,4-b]indol Harman, apolar \_ N
E CH,
. . \ N
9H-prido[3,4-b]indol Nor-harman, apolar &
N
H

v-Karboniller
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Tablo 2.1. (Devam) Heterosiklik aminlerin siniflandiriimasi (11)’dan adapte edilmistir.

Kimyasal Adi

Kisa Adi, Polaritesi

Molekiiler yapisi

3-amino-1,4-dimetil-5H-
Trp-P-1, apolar
prido[4,3-b]- indol

3-amino-1-metil-5H-prido[4,3-
blindol

Trp-P-2, apolar

Pridoimidazo derivatifleri: 6-Karboniller

2-aminodiprido-[1,2-a:30,20-
Glu-P-2, apolar
d]imidazol
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Ote yandan yapilan calismalar diyetle alinan heterosiklik aromatik aminlerin
%10’unun herhangi bir metabolizasyon/aktivasyon siirecine girmeden kolona
ulasabildigini ve buradaki dogal flora tarafindan metabolize edilebildigini gdstermistir
(139, 140). Heterosiklik aminlerin bagirsaklarda mikrobiyotik hiicre duvarina direkt
olarak baglanabildigi gosterilmistir ve heterosiklik aminlerin bagirsak mukozasi
tarafindan emiliminin engellenmesi nedeniyle bu durumun bir detoksifikasyon

mekanizmasi olabilecegi diisiiniimektedir (141, 142).

MelQx PhiP

M2-Glukuronidasyon
. Ca-Hidroksilasyon
MN2-Oksidasyon

M1-Glukuronidasyon O-Glukuronidasvon
N2-5iilfamasyon v N2-Oksidasyon

O-5ilfonasyon

N A MN2-Glukurcnidasyon
HG N ANCH, HiG s
o J_y" \'\-V L Lh ! N v"']'{ .
71T MM
AP - i S
CE-Hidroksilasyon ;’ \\l' o N3-Demetilasyon ! :j-:, _.::_ s=N
\ — A TR
C7-Hidroksilasyon C5-Hidroksilasyon N M3-Glukuronidasyon

O-5ilfonasyon

O-Glukuronidasyon

Sekil 2.2. PhIP ve MelQx tiirii heterosiklik aminlerin 6nemli metabolik reaksiyonlari

Potansiyel baska bir detoksifikasyon mekanizmasi olarak diyetle alinan bazi
heterosiklik aminlerin mikrobiyota tarafindan akrolein konjugatlarina dénistirilerek
mutajenik etkilerinin azaltildigi gosterilmistir (143, 144). Bu reaksiyon gliserollin
Enterococcus spp., Lactobacillus reuteri (145), Lactobacillus rossiae ve Eubacterium
hallii (143, 146) tirli bakteriler tarafindan 3-hidroksipropiyonaldehit (3-HPA)e
donustiridlmesiyle baslamaktadir. 3-HPA bir dizi kimyasal tepkime sonucunda
akroleine donlismekte ve akrolein de heterosiklik aminlere baglanarak heterosiklik
aminlerin M1 tlri metabolitlerini olusturmaktadir (144). Bu donlisim heterosiklik
aminlerin metabolik aktivasyonunun basladigi bolgelerini bloke etmekte ve DNA
katimini engellemektedir (143, 147). Ote yandan dogal mikrofloraya veya steril
bagirsaklara sahip olan kemirgenlerle vyapilan baska calismalarda intestinal

mikrobiyota varhiginin heterosiklik aminlerin aktivasyonunda gorev alarak DNA
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hasarina yol actigi gosterilmistir (148, 149). Bakteriyel B- glukuronidaz enzimlerinin
heterosiklik aminleri metabolize ederek mutajenik etkisi olan baska ara metabolitler
olusturabilecegi yayinlanmistir (140, 150-152).

Faz | enzimatik reaksiyonlari sonucunda olusan heterosiklik amin metabolitleri
NAT-1, NAT-2 ve sllfotransferaz enzimleri icin substrat olmakta ve ortaya kararsiz
ester molekilleri ¢ikmaktadir (28). Olusan kararsiz ester ara molekdilleri heterolitik
boélinmeye maruz kalarak nitrenium veya karbenium bilesiklerine déniismektedir. Bu
bilesiklerin DNA’ya kovalent olarak baglanmasiyla da DNA katimi olusmaktadir (153,
154). Ayrica bu tiir metabolitlerin DNA sarmalindaki ipliklerin kopmasina, bazi
kromozomal anomalilere ve mutasyonlara neden olabilecegi gosterilmistir (155).
Ayrica bazi heterosiklik amin tirlerinin karaciger hicrelerinde oksidatif stresi
arttirarak apoptoza yol acabilecegi (156), TP53 geninin ekspresyonunu uyararak
hiicre dénglisiini ve apoptotik sirecleri bozarak timoér olusumuna yol agabilecegi
(157) bildirilmistir. Glincel bir g¢alismada MelQx tird heterosiklik aminlerin
otofagozom olgunlasmasini inhibe ederek otofajik siirecleri engelledigi bildirilmistir
(158). Kemirgenlerle yapilan bir calismada Trp-1 tlrl heterosiklik aminlerin
makrofajlardan indlklenebilir nitrik oksit sentaz ekspresyonunu ve nitrik oksit
Uretimini uyardigi ve hiicre ici reaktif oksijen tirlerini artirarak nikleer faktor kappa
B (NF-kB) aracih inflamatuvar siireglerin aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir
(19). Ote yandan hayvan ve insanlarla yapilan calismalarda bazi heterosiklik amin
turlerinin kan beyin bariyerini asarak merkezi sinir sistemine girebilecegini rapor
edilmistir (159-161). Hicre hatlarinda yapilan bazi calismalar diyetle alinan bazi
heterosiklik amin tirlerinin 6zellikle dopaminerjik noéronlarda noérotoksik etki
gosterebilecegini bildirmistir (157, 162). Heterosiklik aminlerin oksidatif strese yol

acarak hiicresel protein ve lipidlerde hasar olusturdugu rapor edilmistir (162).

Deneysel ve epidemiyolojik calismalarin 1siginda Uluslararasi Kanser
Arastirmalari Dairesi’nin (IARC) karsinojenik bilesikler siniflandirmasina gore 1Q tiiri
heterosiklik aminler, olasilikla karsinojen grubuna (2A) dahil edilirken MelQ, MelQx,
PhIP gibi heterosiklik aminler distk olasilikla karsinojen grubunda (2B) yer almaktadir

(163).
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2.3.2. Heterosiklik Amin Maruziyeti ve Diyetin Heterosiklik Amin igerigi

Ozellikle protein icerigi yiiksek olan besinlerde bulunabilecegi yayinlanan
(Bkz.Tablo 2.2.) heterosiklik aromatik aminlerin olusumu pisirme sicakligi, pisirme
suresi ve pisirme yontemine gore farkhlik gostermektedir ancak olusum miktarinin en
cok pisirme sicakligina gore degistigi bildirilmistir (164). Ozellikle pisirme sicaklig
artisiyla birlikte AIA tdrlerinin olusumunun arttigl ifade edilmektedir. Cesitli
besinlerde pisirme sicakhiginin heterosiklik amin olusumuna etkisini inceleyen bir
calismada (164) 150 °C’de olusan toplam heterosiklik amin miktarinin 1 ng/g’in
altinda oldugu, pisirme sicakligi 175 °C oldugunda olusan toplam miktarin 2 ng/g’dan
daha dustk oldugu bildirilmistir. Farkh sicakliklarda (150 °C, 200°C ve 250°C) pisirilen
etlerde heterosiklik amin olusumunu inceleyen bir ¢calismada en distk miktarin 150
°C’'de olustugu ve olusum miktarinin sicaklikla dogru orantili olarak arttigi rapor
edilmistir (165).

Pisirme yonteminin incelendigi calismalarda kavurma (166), 1zgarada pisirme
(167), mangalda pisirme, kizartma (168) ile tiitsileme (169) yontemleriyle
heterosiklik amin olusumu gdzlenebilecegi bildirilmistir. Ozellikle kavurma ve
1zgarada pisirme yontemleri uygulandiginda diger pisirme yontemlerine gore daha
fazla heterosiklik amin olustugu rapor edilmistir (13).

Ayrica pisirme 6ncesinde uygulanan marinasyon gibi islemler ya da baharat
gibi antioksidan etki gosterebilecek malzemelerin kullanimi heterosiklik amin
olusumunu azaltabilmektedir (14). Yapilan calismalarda biberiye, kekik, adacayi,
sarimsak, alic ekstrakti gibi antioksidan ozellikli diyet bilesenlerinin hazirlanan
koftelerin ylzeyine veya direkt olarak kofte harcina eklenmesiyle olusan toplam
heterosiklik amin miktarinin kontrol gruplarina gére %100’e kadar azaltabilecegi
bildirilmistir (165, 170). Ayrica etlerin ylizeyinin galeta unu veya pane harci gibi bir
tabaka ile kaplanarak direkt kuru isi ile temasinin kesilmesinin de heterosiklik amin
olusumunu azalttigi bildirilmistir (171). Benzer sekilde yesil cay, sogan, sarimsak veya
kirmizi sarap ile yapilan marinasyon isleminin de heterosiklik amin olusumunu

azaltabilecegi bildirilmistir (172, 173).
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Tablo 2.2. Heterosiklik amin tespit edilen besinler ve pisirme yontemleri

Besin

Pisirme Yontemi

Heterosiklik Amin Tiru

Peynir Turleri (174, 175)

Sigir Eti (167, 176-178)

Sucuk (179)

Kéfte (180, 181)

Bira (182)

Sarap Tirleri (182)

Kahve (183)
Kahve (184)

Hazir Bulyon (185)

Tatstleme

Kizartma
Izgara

Mangalda Pisirme

Demlenmis

Kavrulmus

Trp-P2
PhiP
Trp-P1
AaC

Harman
Nor-harman
1Q

1Q
1Qx
MelQ

1Q
1Qx
MelQ

PhIP

1Q
MelQ
Harman

AaC
1Q

MeAaC
MelQx
Harman
Nor-harman

MelQ
MelQx
DiMelQx
PhIP

MelQx
DiMelQx
PhIP

DiMelQx
PhIP
AaC

MelQx
PhIP

Nor-harman

MelQ
DiMelQx

Et tlrine gore en cok kizarmis biftek, sonrasinda sirasiyla tavuk, hindi,

hamburger ve koftelerde heterosiklik amin olustugu yayinlanmistir (26). Avrupa’da

heterosiklik amin icerigi en yiksek besin olan pismis etlerde olusma miktarinin

incelendigi bir galismaya gore etlerden ortalama olarak 69,4 ng/gilin heterosiklik amin

alinirken; PhIP tim heterosiklik amin tiirleri arasinda en fazla olusan tiirdir (ortalama

47,6 ng/glin) (26). Amerika’da yapilan bir calismaya gore iyi pismis etlerde olusan

toplam heterosiklik amin miktari 1-500 ng/g iken PhIP (1-450 ng/g), 1Q (1,7-240 ng/g)

ve MelQx (1-89 ng/g) en fazla miktarda olusan tiirlerdir (186). Ulkemizde yapilan bir
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calismaya gore restoranlarda tiketime hazir olan farkli kéfte 6rneklerinde olusan
toplam heterosiklik amin miktari ortalama olarak 5,54 ng/g iken en ¢ok olusan tirlerin
IQx (en fazla 3,81 ng/g) ve PhIP (en fazla 1,93 ng/g) oldugu ancak hicbir 6rnekte
MelQx tirlu heterosiklik amin tespit edilemedigi bildirilmistir (180). Baska bir
calismada kofte 6rneklerinde olusan toplam heterosiklik amin miktarinin 0,43-6,88
ng/g arasinda degistigi rapor edilmistir (181).

Diyetle alinan heterosiklik amin miktarinin en aza indirilmesi icin; uygun
pisirme yontemlerinin secilmesi; 1zgara ve kizartma yapmak yerine bugulama veya
mikrodalga firinlarin kullanilmasi, fazla pisirmeden kaginilmasi, mangalda pisirme
yontemi tercih edilecekse etlerin suyunun alinabilmesi icin mikrodalgada isitmak gibi
bir 6n islemin uygulanmasi, yanmis/kararmis et parcalarinin tilketiminden kaginilmasi
onerilmektedir (187).

Heterosiklik amin olusumunun; pisirme yontemi, slresi, besin tird
(yapisindaki protein miktari ve aminoasit tirine bagh olarak), pisirme
oncesinde/sirasinda uygulanan islemler gibi nedenlerden etkilenmesi ile et tiiketim
miktari ve beslenme aliskanliklarindaki gesitlilikler, insanlarda heterosiklik amin alim
diizeyinin saptanmasini zorlastirmaktadir. idrarla atim miktari, belirli pisirme derece
ve sliresinde olusan ortalama heterosiklik amin miktari, besin tiiketimi ya da
beslenme  aliskanhgl  gibi  verilerden  ortalama maruziyet  dizeyleri
hesaplanabilmektedir (188). Yapilan calismalarda yaklasik olarak 1-26 ng/kg/gin
heterosiklik amin alindigl yayinlanmistir (15, 16). Amerika’da yapilan bir ¢alismada
PhIP (9,2 ng/kg/glin), MelQx (1,4 ng/kg/giin) ve DiMelQx (0,28 ng/kg/guin) tirlerinin
en ¢ok maruz kalinan heterosiklik aminler oldugu ve toplam heterosiklik amin alim
dizeyinin 13,5 ng/kg/glin oldugu bildirilmistir (15). Glincel bir ¢alismada diyetle
alinan glinlik heterosiklik amin miktarinin birka¢ mikrograma ulastigi bildirilmistir

(189).

Avrupa Konseyi diyetle alinan glinlik heterosiklik amin miktarinin 1 pg
diizeyinin altinda olmasini 6nermektedir (190). Bu bilgiler 1s18inda heterosiklik amin
maruziyetinin birka¢c vyolla azaltilabilecegi dlsinllmektedir. Diyetle alimini

azaltabilmek icin pisirme silirecinde heterosiklik amin olusumunun en aza indirilmesi
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(191), vicuda alinan heterosiklik aminlerin aktivasyonu ve metabolizmasinin
engellenmesi (192) ve biyoyararliiginin azaltilmasi (193) heterosiklik aminlerin

potansiyel olumsuz etkilerinin azaltilmasini saglayabilmektedir.

2.3.3. Heterosiklik Amin Maruziyeti ve Kronik Hastaliklar

Heterosiklik aminlerin  vicuttaki etkileri incelendiginde en biylk
mekanizmanin DNA katimi oldugu gorilmektedir (153, 154). Ayrica heterosiklik amin
metabolitlerinin  DNA sarmalindaki ipliklerin kopmasina, bazi kromozomal
anomalilere ve mutasyonlara neden olabilecegi gosterilmistir (155). Bazi heterosiklik
amin tdrlerinin oksidatif stresi arttirarak apoptoza yol acabilecegi (156), otofajik
surecleri engelleyebilecegi (158), hiicre donglisii ve apoptotik sireclerin dengesini
bozarak timor olusumuna vyol acabilecegi (157) bildirilmistir. Ayrica cesitli
mekanizmalarla hicre ici reaktif oksijen tirlerini arttirarak inflamatuvar siireclerin
aktivasyonuna neden olabilecegi yayinlanmistir (19). Heterosiklik aminlerin genel
karsinojenik/mutajenik etkilerinin yaninda yukarida bahsedilen olumsuz etkilerinin
gerceklestigi veya bu olumsuz metabolik durumlardan etkilenen doku ve organlara
gore klinik etkiler ortaya cikabilmektedir. Yapilan bir meta analizde etlerin
hazirlanmasi sirasinda yiksek miktarda heterosiklik amin olusturdugu bilinen pisirme
yontemlerinin (1zgara, mangalda pisirme, kavurma ve kizartma) kullanilma ve uzun
pisirme slresi uygulama sikhgindaki artisin tip 2 diabetes mellitus riskini arttirdigi
bildirilmistir (194). Ayni ¢alismada hesaplanan heterosiklik amin alim miktarinin
artmasinin da tip 2 diabetes mellitus riski ile iliski oldugu yayinlanmistir. Bu iligkinin
potansiyel mekanizmasinin heterosiklik aminlerin JAK/STAT (Janus
kinaz/transkripsiyon proteinlerinin sinyal aktarimi ve aktivasyonu) ve MAPK
(mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz) vyolaklarinda inflamatuvar sirecleri
tetiklemesi Uzerinden gerceklesebilecegi disinililmektedir (195). Ayrica polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin proinflamatuvar sitokinlerin salinimini uyararak insilin
salinimini etkileyebilecegi rapor edilmistir (196). Heterosiklik aminlerin polisiklik
aromatik hidrokarbonlarla benzer kimyasal yapiya sahip olduklari ve metabolik

sureclerinin benzer mekanizmalarla gerceklestigi distnildiginde heterosiklik
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aminlerin insilin salinimini da etkileyerek diyabet olusumuna zemin hazirlayabilecegi
distnllmektedir. Merkezi sinir sistemi hiicreleri Gzerinde norotoksik etkisi oldugu
gosterilen (157, 162) heterosiklik aminlerin Parkinson hastaligiile de iliskili olabilecegi
disunilmektedir (157, 162). Harman tiri heterosiklik aminlerin plazma seviyesinin
esansiyel titreme ile iliskili oldugu (197) ve Parkinson hastalarinda plazma harman
diizeyinin daha ylksek oldugu bildirilmistir (198). Heterosiklik aminlerin cesitli
hastaliklarla iliskili olabilecegini gosteren birka¢ ¢alisma bulunmaktadir ancak
literatlirde kanser olusumu ve kardiyovaskiler saglik tGzerine etkilerinin incelendigi
calismalar daha fazladir. Bu durumun heterosiklik aminlerin yol actig
genotoksikasyon, oksidatif stres, bozulmus apopotoz dengesi ve inflamasyon
durumunun 6zellikle kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezi ile yakindan

iliskili olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

2.3.3.1. Heterosiklik Aminler ve Kanser

DNA katimi kimyasal karsinogenez olusumunda onemli bir faktordir.
Heterosiklik amin aracili DNA katiminin timor olusturucu 6zelligi bilinen onkogenler
ve timor baskilayici genler lizerinde mutasyona neden olarak timoér olusumunu
tetikledigi distintlmektedir (106, 107). Bir calismada bazi heterosiklik amin tirlerinin
DNA katimi olusturma miktarlari 6l¢tlmis ve en yiksek katimi AaC ve PhIP tiri
heterosiklik aminler gergeklestirirken; MelQx tiiri heterosiklik aminlerin neden
oldugu katim miktari belirleme limitinin altinda oldugu bildirilmistir (199).
Heterosiklik aminlerin bakteriler ve bazi memeli hiicre sistemleri Gizerinde mutajenik
etkileri oldugu yayinlanmustir (11, 17, 18). Heterosiklik aminler arasinda MelQx
tlrldnin en fazla mutajenik oldugu; 1Q, 4-8 DiMelQ, MelQ ve PhiP tiirlerinin sirasiyla
daha az mutajenik etkileri oldugu bildirilmistir (186, 200). Yapilan klinik ¢alismalar
incelendiginde bir calismada PhIP maruziyetinin sliperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini azaltirken katalaz aktivitesini
arttirdigi ve timor baskilayici p16 proteininin ekspresyonunu azalttigl yayinlanmistir
(201). MelQx turi heterosiklik aminlerin insanlarda kolorektal kanser riskini
arttirabildigi ve pankreatik kanser olusumu ile iliskili olabilecegi yayinlanmistir.

Sicanlarda (F344) yapilan bir calismada 8 hafta boyunca PhIP’e maruz kalmanin dalak,
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kolon ve prostat gibi hizli hiicre yenilenmesi olan dokularda mutasyonlara neden
oldugu gosterilmistir (17). PhIP’in sican kalplerinde O-asetiltranferaz aktivitesi ile N-
hidroksi formuna yani biyolojik olarak genotoksisite icin aktif formuna doénistigi
saptanmistir (134). Heterosiklik aminlerin 6zellikle kalpte yuksek miktarda DNA
katimi olusturmasina ragmen kardiyovaskiiler sistemin diger dokulari ile ilgili heniiz
yeteri kadar arastirma bulunmamaktadir (202-205). Transgenik F344 si¢anlarda
yemlerle PhIP alimi sonrasinda DNA katiminin mitokondride neden oldugu
mutasyonlar sonucu hasar olustugu ve kardiyak hiicrelerde dejenerasyon, nekroz ve
infiltrasyon olustugu saptanmistir (27). Heterosiklik amin tlrlinin etkisinin
incelendigi bir calismada miyositlerde PhIP tlirtiinin IQ tiirlerine gore daha fazla DNA
katimina neden oldugu yayinlanmistir.

Fakat heterosiklik aminlerin insanlarda kansere yol agtigina yonelik kesin ve
yeterli kanitlar henliz bulunmamaktadir. Deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalarin
isiginda Uluslararasi Kanser Arastirmalari Dairesi’'nin (IARC) karsinojenik bilesikler
siniflandirmasina gore 1Q tirl heterosiklik aminler, olasilikla karsinojen grubuna (2A)
dahil edilirken MelQ, MelQx, PhIP tirleri diisiik olasilikla karsinojen grubunda (2B)
yer almaktadir (163). Yapilan ¢alismalarin sonuglari degerlendirildiginde besinlerde
bu bilesiklerin olusumunun en aza indirilmesi ve maruziyetin azaltiimasinin dnemi

ortaya citkmaktadir.

2.3.3.2. Heterosiklik Aminler ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Heterosiklik aromatik aminlerin mutajenik etki mekanizmalarindan birinin
mast hicreleri ve inflamasyon (izerinden gergeklestigi distinilmektedir (17-19). Bir
calismada prostat bezinin ventral boélgesinde PhIP’in mutajenik etkisi gozlenmistir
(17). Bu bolgede ayni zamanda stromal mast hicreleri ve makrofajlarin da yogun
olarak gozlendigi rapor edilmistir. Benzer sekilde baska bir calismada diger bir
heterosiklik amin tiirli olan Trp- P-1'in nitrik oksit Gretimini arttirdigi, nitrik oksit ve
okside metabolitlerinin genetik materyal Uzerinde degisikliklere neden olarak
mutajenik etki gosterebilecegi yayinlanmistir (19). Bu durum heterosiklik aromatik
aminlerin mutajenik etkilerini direkt katim reaksiyonlarinin yaninda inflamasyon

Uzerinden de gosterebilecegini distindliirmektedir. Kardiyovaskiler hastaliklarin
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altinda yatan mekanizmalardan olan endotel disfonksiyon ve aterosklerozun
gelisiminde de inflamasyonun etkili oldugu goéz oOniine alindiginda heterosiklik
aminlerin kardiyovaskiler hastaliklarin olusumunda etkili olabilecegi fiki 6n plana

citkmaktadir.

Hicre kilturd ¢alismalarinda 1Q ve PhIP’in miyositlerde inflamasyonile birlikte
hicre dejenerasyonuna neden olabilecegi bildirilmistir (30, 206). Ayni calismada, bu
hasarin antioksidanlar (a-tokoferol, glutatyon vb.) tarafindan in-vitro kosullarda
engellenebilecegi gosterilmistir (206). Yapilan calismalarda 6zellikle MelQx ve PhIP
tird heterosiklik aminlerin kardiyomiyositlerde sitotoksisiteye neden olarak kardiyak
disfonksiyona yol acabilecegi yayinlanmistir (27, 30). Bazi heterosiklik amin tirlerinin
(PhIP, 1Q) kalp ve diger organlarda (akciger, mide) oksidatif stres kaynakli doku hasari
olusturabildigi ve bunu sitperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi
antioksidan aktiviteye sahip enzimleri baskilayarak ve malondialdehit (MDA) gibi
oksidatif stres parametrelerini arttirarak yapabilecegi rapor edilmistir (201). Diger
yandan endotel disfonksiyon icin 6nemli olan, antioksidan etkileri bulunan ve uzun
dénemde proinflamasyonu tetikleyen nitrik oksidin makrofajlarda Gretimini ve reaktif
oksijen turleri olusumu ile inflamasyonu (NF-kB) uyarabilecegi de gosterilmistir (19).
Guncel bir ¢calismada MelQx tiiri heterosiklik aminlerin karaciger hicrelerinde
lipidomik profili bozdugu rapor edilmistir (158). Bu etkinin heterosiklik aminlerin
otofajik/apoptotik siirecler tzerinde yarattigi olumsuz etkilerden kaynaklanabilecegi
rapor edilmistir. Bir c¢alismada kontrol grubunda normal kardiyak morfoloji
gorulirken yaklasik iki hafta stiresince 100 mg/kg heterosiklik amin alan sicanlarda
bazi kardiyak anomalilerin yaninda miyosit nekrozu, T tibil genislemesi, miyofibriller
dagilmalar gibi inflamasyon gostergeleri gozlenmis ve heterosiklik aminlerin
karsinojenik olmalarinin yaninda kardiyak hasara da neden olabilecegi sonucuna
varilmistir (30). Ote yandan bazi heterosiklik aminlerin lipid profilini degistirerek
kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinliga neden olabilecegine yonelik calismalar da
bulunmaktadir. Ug hafta boyunca PhIP (75 mg/kg) verilen sicanlarda (F344) serum
trigliserit ve fosfolipid dlizeyleri kontrol grubuna goére artarken; HDL, total kolesterol

ve serbest yag asitlerinde anlamli bir fark gértilmemistir (31). Ancak bir calismada iki
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hafta boyunca AaC tiirt (12,1 mg/kg) heterosiklik amin aliminin yiksek yagh diyetle
beslenen farelerde (Apo E knock-out) aterosklerotik plak boyutunu ve arter duvarinin
media tabakasinin kalinhgini azaltarak kardiyovaskiler hastaliklara karsi koruyucu
etki gosterebilecegi yayinlanmistir. Benzer sekilde apo E knock out farelerde diger bir
kardiyovaskiiler hastalik risk faktori olan dislipidemi ile iliskili parametrelerden total
kolesterol diizeylerini kontrol grubuna gore azaltirken LDL dlizeyini degistirmedigi

bildirilmistir (29).

Bu konuda az sayida calisma olmasina ragmen heterosiklik aminlerin kan lipid
profilini etkileyebilecegi ihtimali kardiyovaskiler hastaliklar agisindan olasi
etkilesimleri de beraberinde getirmektedir. Dolayisiyla, heterosiklik aminlerin
inflamasyonu arttirarak kronik hastalk riski ile iliskili olabilecegi hipotezi yeni olup,
endotel disfonksiyon, lipid/lipoprotein profili ve vaskiler aterom igeriginin

incelendigi arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
03.02.2015 tarihili toplantisinda 2015/10-09 karar numarasi ile onaylanmistir.
Calismanin biitiin asamalarinda yer alan uygulamalar Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu Yonergesi'ne ve Tirkiye Cumhuriyeti Tarim ve Orman
Bakanlig’'nin Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar icin Kullanilan Hayvanlarin Refah ve

Korunmasina Dair Yonetmeligi’'ne uygun olarak ytrutilmustdr.

Arastirma icin gerekli biltce, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu’ndan (TUBITAK) alinan ve tez danismaninin yiiriitiicii oldugu TUBITAK 3501-
Kariyer Gelistirme Programi ile karsilanmistir (Proje No:1155623).

3.1 Calisma Yeri, Zamani, Dizayni ve Orneklem Segimi

Bu calisma icin kullanilacak deney hayvani sayisini belirlemek igin gli¢ analizi
yapilmistir. Hesaplamada bilimsel yayinlar ve proje ekibinin daha 6nceki hayvan
calismalarindan edindigi tecriibeleri ile elde edilmis iki ortalama arasindaki fark
kullanilmistir (207-209). Hesaplama sonucuna gore gerekli hayvan sayisi her bir grup
icin n=10 olarak bulunmustur ve sekiz grup icin toplam n=80 fare ¢alismaya dahil
edilmistir. Ancak ¢alisma boyunca gergeklesen hayvan kayiplari ve yapilan kontrol
analizleri nedeniyle her bir deney grubunda n=7-8 fare olacak sekilde toplam n=60

fare ile galisma tamamlanmistir.

Bu calismanin dizayni t¢ bélimden olusmaktadir (Bkz. Sekil 3.1.). Farelerin
bakimi ve diyet miidahalesini kapsayan birinci bélimiinde farelerin diyet miidahalesi
sirasinda bakimlari Hacettepe Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Arastirma ve
Yetistirme Unitesi’nde yuritilmustiir. Calismanin ikinci kisminda anestezi altinda kan
alma; doku ve organ izolasyonlari gibi cerrahi islemler yer almaktadir ve bu asama
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Unitesi’nde yapilmistir.
Uclincii asamada yer alan izole edilen organ ve dokularin saklanmasi ve ileri
laboratuvar analizleri ise Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme

ve Diyetetik Bolimi Arastirma Laboratuvarlari’nda ylrttidlmastir.
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N

3 haftalik C578l/6 orijinli disi fare (n=80)

(Siire: 2 Hafta)
20g yag ve 0.2g kolesterol/100g yem
(Stire:21 Hafta)
~ KisaSiireli Heterosiklik ‘ Uzun Siireli Heterosiklik
Amin Amin
(5iire: 3 Hafta) (Siire: 10 Hafta)
Kk [Kontrol): Ku (Kontrol):
Sadece Yilksek Yag ve Kolesterol Sadece Yiiksek Yag ve Ko
P (Phie): Pu (PhIP):
10 mg/ke viicut agirhiz PhiP 10 mg/kg viicut agirliz Phip
W (Vielx): Mu (el
10 mg/kg viicut agirhiz MelOx 10 mg/kg viicut agirhi MelOx
PMk (PhIP ve MelQx): PMu (PhIP ve MelQx):
.\ l0mgfkgvicutagrh@ PP+ 10 mg/kg viicut agirhg PhIP +

© 10mg/kgvicutag@Melx [ 10 mg/kg vilcut aBirhd Melox

DOKU VE ORGAN IZOLASYONL SONRASINDA ILER] ANALIZ iciN
DONDURARAK SAKLAMA (-80 °C)

Sekil 3.1: Calisma Dizayni.

3.2 Hayvanlarin Temini ve Diyet Miidahalesi
3.2.1 Hayvanlarin Temini ve Bakimi

Calismada kullanilan ayni soydan gelen (inbred), 80 adet 3 haftalik disi C57BI/6
kokenli fare (ApoE +/-) 6zel bir firmadan bir yil stresince belirli araliklarla temin

edilmistir (Deney Hayvanlari A.S., Tirkiye). Teslim alinan fareler 0,1 grama duyarh
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hassas terazi (A&D EK-6000H Scale, A&D, Japonya) ile tartilarak, saydam polikarbon
kafeslere alinmistir. Calismada farelerin yem tlketimlerinin bireysel olarak
kaydedilmesi nedeniyle her fare ayri bir kafese yerlestirilmistir. Farelerin hepsinin
bakimi i¢in ayni optimal kosullar (22 + 2 °C, 12 saat dontsumli aydinhk/karanlik
ortam, %45 nem) saglanmistir. Calisma boyunca farelerin agirligi iki ginde bir 0,1
grama duyarli hassas terazi (A&D EK-6000H Scale, A&D, Japonya) ile Olgiilerek kayit

edilmistir.
3.2.2 Uygulanan Diyet Miidahalesi

Diyet plani farelerin agirlik ve ginlik beklenen yem tiketimleri géz 6nline
alinarak olusturulmustur. Farelere baslangicta verilen kontrol yemi, sonraki asamada
verilen heterosiklik amin iceren veya icermeyen bati tipi ylksek yag ve kolesterol
iceren deney yemleri Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve
Diyetetik Bolimi Arastirma Laboratuvarlari’nda belirli bir protokol dahilinde
hazirlanmistir.  Bu protokoliin  olusturulmasi  sirasinda Amerikan Beslenme
Enstitlisi’nln kemirgenler i¢in 6nerdigi AIN-93M yem formiilasyonu temel alinmistir
(209, 210) ve Tirk Standartlari Enstitlisi’nlin yurdrlikte bulunan “Hayvan Yemleri-
Laboratuvar Hayvani Yemleri Standardi” na (TS 9313) uygun olarak hazirlanmistir
(211). Uygulanan formilasyonda yer alan; nisasta (Kimbiotek, Tlirkiye), maltodekstrin
(MP Biomedicals, ABD), seliiloz (Sigma Aldrich, Almanya); kazein (Sigma Aldrich,
Almanya), L-sistein (Virtilis Fermentasyon, Turkiye), misir yagi (Kimbiotek, Tlrkiye),
AIN-93M mineral ve vitamin karisimlari (MP Biomedicals, ABD), kolin bitartarat (MP
Biomedicals, ABD) ve tetrahidrokinon (MP Biomedicals, ABD) kemirgenlerin
gereksinimine gore eklenmistir. Farelerin yemlerine doymus yag kaynagi olarak
eklenen Hindistan cevizi yagl (Naturoil Gida ve Kimya San. Tic. Ltd. Sti, Tarkiye) ve
kolesterole (Sigma Aldrich, Almanya) ek olarak PhIP (Toronto Research Chemicals,
Kanada) veya MelQx (Toronto Research Chemicals, Kanada) tiirii heterosiklik aminler
eklenmistir. Eklenen heterosiklik amin tiri belirlenirken insanlarda glinliik diyetle en
stk maruz kalinan tirler dikkate alinarak PhIP ve MelQx tirleri secilmistir. Diyete

eklenecek heterosiklik amin miktarini belirlemek igin heterosiklik aminlerin cesitli
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etkilerini inceleyen hayvan c¢alismalarinin yani sira insanlarda yaklasik olarak
hesaplanan ginlik alm dizeylerini yansitabilecek miktarlar hedeflenmistir. Bu
amacla farelerin vicut agirhg basina 10 mg/giin heterosiklik amin amin almasi
hedeflenmis ve giinlik 5 g yem tiikettikleri dusliniilerek yeme eklenecek miktarlar
hesaplanmistir. Homojen bir karisim elde edebilmek icin yeme eklenen maddelerin
suda ¢ozlinurlikleri veya su cekme, yagda ¢oziinme gibi 6zellikleri dikkate alinarak,
her bir komponent igin farkl hiz ve stirelerde protokolde belirlenen sira ile karigsmalari
saglanmistir (210). Elde edilen karisim, kullanilana kadar +4°C’de saklanmistir.
Cahsma suresince farelerin yem tiketimleri glinlik olarak kaydedilmistir.

Farelere galisma silresince kisitlama olmaksizin (ad libitum) su ve yem

verilmistir. Diyet miidahalesi Tablo 3.1’de belirtildigi gibi yapilmistir.

Tablo 3.1. Uygulanan diyet midahalesi

Miidahale Grubu  HAA Siiresi  Bati tarzi diyet* PhIp** MelQx**
(Hafta) (10 mg/kg) (10 mg/kg)

Kk: Kontrol 3 +
Pk: PhiIP 3 + +
Mk: MelQx 3 + +
PMk: PhIP + MelQx 3 + + +
Ku: Kontrol 10 +
Pu: PhIP 10 + +
Mu: MelQx 10 + +
PMu: PhIP + MelQx 10 + + +

*Bati tarzi diyet: 20g doymus yag (Hindistan cevizi yagl) ve 0,2g kolesterol /100g yem
icermektedir. ** Eklenen heterosiklik amin miktari viicut agirligina goére hesaplanmistir.

Calisma stiresince kontrol ve deney gruplari icin hazirlanan yemlerin makro ve
mikro besin Ogesi icerigi aynidir. Gruplara verilen yemler arasindaki tek fark
heterosiklik amin tiirli ve/veya miktaridir. Bu yemlerin érinttsi Tablo 3.2.de ayrintih

olarak gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Farelere diyet miidahalesi sirasinda verilen yemlerin oriintis

Yemler

Diyetin Oriintiisii Kontrol PhiP MelQx* PhIP ve MelQx*

(K) (P) (M) (PM)
Enerji (kkal/g yem) 4,6 4,6 4,6 4,6
Karbonhidrat (%ener;ji) 50,0 50,0 50,0 50,0
Protein (%enerji) 11,0 11,0 11,0 11,0
Yag (%ener;ji) 39,0 39,0 39,0 39,0
Kolesterol (g/kg yem) 2,0 2,0 2,0 2,0
Karbonhidrat kaynagi (g/kg yem)
Misir nisastasi 465,0 465,0 465,0 465,0
Maltodekstrin 155,0 155,0 155,0 155,0
Seliiloz 50,0 50,0 50,0 50,0
Protein kaynagi (g/kg yem)
Kazein 140,0 140,0 140,0 140,0
L-sistein 1,8 1,8 1,8 1,8
Yag kaynag (g/kg yem)
Misir yagi 40,0 40,0 40,0 40,0
Hindistan cevizi yagi 160,0 160,0 160,0 160,0
Diger (g/kg yem)
Mineral karisimi 35,0 35,0 35,0 35,0
Vitamin karisimi 10,0 10,0 10,0 10,0
Kolin bitartarat 2,5 2,5 2,5 2,5
tert-butilhidrokinon 0,01 0,01 0,01 0,01
PhIP (mg/kg yem) - 60,0 - 60,0
MelQx (mg/kg yem) - - 60,0 60,0

*Yeme eklenen heterosiklik amin miktari farelerin bir glinlik ortalam yem tiketimleri baz
alinarak belirlenmistir. Kontrol (K) Yiksek yag ve kolesterol iceren; PhIP (P) Yiksek yagh,
kolesterol ve PhIP iceren diyet; MelQx (M)Yulksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PhIP
ve MelQx (PM) Yuksek yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet

Diyet miidahalesi 6ncesinde farelerin yem tiiketiminde olabilecek bireysel

farklihiklari belirleyebilmek, standart kosullari ve farelerin laboratuvar ortamina
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adapte olmasini saglayabilmek igin farelerin hepsine ¢alismanin ilk iki haftasinda
sinirsiz (ad libitum) izokalorik standart laboratuvar yemi verilmistir. Bu asamada
verilen yem de ayni protokol takip edilerek hazirlanmistir. Bu slirenin sonunda diyet

miidahalesine baslanmistir (Sekil 3.1).
3.3 Anestezi, Kan Alma, Doku Toplama ve Otanazi

Standardizayon (wash out, 2 hafta) ve diyet miidahalesinin (24 veya 31 hafta)
ardindan deney sliresi sonunda fareler anestezi altinda kan alma, doku/organ
izolasyonu ve Otanazi islemleri yapilarak deney sonlandirilmistir. Bu asamalar
Hacettepe  Universitesi Tip  Fakiiltesi Cerrahi  Arastirma  Unitesi’'nde
gercgeklestirilmistir. Cerrahi midahale bes saatlik aglik sirasinda yapilmistir. Bunun
icin midahalenin bes saat dncesinde farelerin kafeslerindeki yem ve sulari alinarak

achk durumunda kan ve doku 6rnekleri toplanmistir (207, 209).
3.3.1 Anestezi

Fareler genel anestezi altina alinmigtir. Terminal viicut agirliklari 6lgtldikten
sonra hazirlanan ketamin (0,1 mg/g viicut agirligi) (Richter Pharma, Avusturya) ve
ksilazin (0,02 mg/g vicut agirlig) (Alfasan International B.V., Hollanda) kokteyli

subkutan yoldan enjekte edilerek anestezi islemi gerceklestirilmistir (207).

isleme alinacak fare digerlerinden ayrilarak miidahale odasina alinmis ve stres
dizeyi en aza indirilerek enjeksiyon gerceklestirilmistir. Anestezi derinligi parmak
kistirma yontemi ile siklikla kontrol edilerek farenin tepki vermesinin sonlandigi
noktada cerrahi miidahaleye baslanmistir (207, 209). Fare 6tanazi edilene kadar

uygulanan tim cerrahi islemler sirasinda anestezi derinligi izlemine devam edilmistir.
3.3.2 Kan Alma ve Otanazi

Farelerin derin anesteziye girmesi icin gerekli olan slre beklendikten ve
parmak kistirma yaniti ile derin anestezi durumu dogrulandiktan sonra fareler

sabitlenerek cerrahi midahaleye baslanmistir. Antikoagiilan olarak laboratuvar
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kosullarinda sodyum sitrat (Merck Chemicals, Almanya) ile hazirlanan sitrat ¢ozeltisi

(12,9 mM) kullanilmistir.

Cerrahi operasyona gergin sekilde duran farenin alt orta kadranindan
baslanmis, her iki yandan yukari dogru kaburgalara gelinceye kadar deri ve kas doku
yavasca kesilerek i¢c organlarin ortaya cikmasi saglanmistir. Daha sonra uygun
boyuttaki sitratli enjektorle kan (vena kava yolu) alindiktan sonra eksanguinasyon
yontemiyle 6tanazi gerceklestirilmistir. Alinan sitratli kan polipropilen kapakh tiiplere
transfer edilerek mikrosantrifiij cihaziyla (Selecta Microtronic-BL, ispanya) 8736 g’de
10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bir kez daha tekrarlandiktan sonra plazma
ayrilarak temiz polipropilen kapakl tiplere alinmig ve -80 °C’de analiz gliniine kadar

saklanmistir.
3.3.3 Organlarin Diseksiyonu

Eksanguinasyon yontemiyle 6tenaziden sonra sterilize serum fizyolojik (%0,9
NaCl izotonik SF) ile perflizyon yapilmistir. Farelerin aort ve karaciger dokulari
mikroskop altinda cevre dokulardan dikkatli bir sekilde izole edildikten sonra
agirhklari tartilmis ve polipropilen kapakli tiiplerde analiz gliniine kadar -80°C’deki

dondurucuda saklanmistir (208, 209, 212).

3.4 Plazma ve Dokularda Lipid Profili ve Endotel Disfonksiyon Parametrelerinin

Tayini

Lipid profili ve endotel disfonksiyon parametreleri analizleri icin plazmada
herhangi bir 6n islem uygulanmazken karaciger dokulari homojenize edilmistir.
Karaciger dokusu fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS: phosphate buffered saline) ile
karistirilarak mikrohomojenizatér (T25 ika Labortechnik, Almanya) ile homojenize
edilmistir. Ardindan 9400 g’de 10 dk santrifiij (NUve 048, Tiirkiye) edilmistir. Santrifij
islemi bir kez daha tekrarlandiktan sonra slipernatant polipropilen kapakli tiplere
alinarak protein miktari tayini yapiimistir. Alnan karaciger dokusundaki protein
miktarinin belirlenmesi bisinkoninik asit (BCA) yontemiyle hazir kit (DC Protein Assay

Kit 1l, Katalog no: 5000112, Bio-Rad, ABD) kullanilarak yapilmistir. Mikroplaka
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kuyularina bazik bakir tartarat ¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan folin reaktani eklenerek
bazik ortamda karaciger érneklerinin igerdigi protein molekillerinin bakir tartarat
¢Ozeltisi yardimiyla folin reaktaninin indirgemesi saglanmistir. Bu asamada
mikroplaka kuyularindaki soliisyon mavi renge déniismektedir. Protein yapisindaki
aminoasitlerden tirozin ve triptofan oncelikli olarak renk degisimini saglarken sistin,
sistein ve histidin aminoasitleri de renk degisimine daha dislik oranda katkida
bulunmaktadir. Gergeklesen renk degisimi kolorimetrik mikroplaka okuyucu
(ChromMate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile 750 nm dalga boyunda
Olgllmustlr. Elde edilen absorbans degerlerine gore orneklerin igerdigi protein
miktari farkli konsantrasyonlarda hazirlanan serum albliimin sollisyonlari yardimiyla
olusturulan “protein standart egrisi” kullanilarak hesaplanmistir. Orneklerin icerdigi
protein miktari karacigerde yapilan lipid profili analizlerinde diizeltme faktori olarak
kullanilarak elde edilen sonuglar gram proteine diisen miktar olarak belirtilmistir.
Yapilan tiim analizler Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve

Diyetetik Bolimi Arastirma Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.
3.4.1 Trigliserit Analizi

Trigliserit analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-02-
0376, Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Secilen kit
orneklerdeki trigliserit miktarini gift antikorlu sandvi¢ ELISA yéntemini kullanarak
belirlemektedir. Fare trigliserit monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak gelen
mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun konsantrasyonda
eklenerek en yiiksek baglanma icin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis trigliserit antikorlari ve
streptavidin-horseradish peroxidase (streptavidin-HRP) eklenmistir. Mikroplaka
yeniden inkibe edilerek plazma ve karaciger dokusunda bulunan trigliserit
molekillerinin bu antikorlara baglanarak immiin kompleks olusturmasi saglanmistir.
inkiibasyonda immiin kompleks olusturmayan enzimler siirenin sonunda yikama
islemleri ile mikroplaka kuyularindan uzaklastirilmistir. Bir sonraki adimda

Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari eklenerek mavi renk olusumu saglamistir.
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Gerekli stirenin sonunda durdurma sollsyon kullanilarak reaksiyon sonlandiriimistir.
Reaksiyon sonunda durdurma sollisyonunun sagladigi asidik ortamin etkisiyle 450 nm
dalga boyunda en uygun absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin
icerdigi trigliserit miktarina paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik
mikroplaka okuyucu (Chrommate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile tayin
edilmistir. Kit iceriginde bulunan ve trigliserit konsantrasyonlari bilinen standart
sollisyonlarin absorbans degerleri kullanilarak olusturulan “trigliserit standart egrisi”
yardimiyla her bir 6rnegin icerdigi trigliserit miktari hesaplanmistir. Uygulanan
dilisyon oranina ve karaciger orneginin icerdigi protein miktarina goére gerekli

dizeltmeler yapilarak 6rneklerin icerdigi trigliserit dlizeyi belirlenmistir.
3.4.2 Total Kolesterol Analizi

Total kolesterol analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-
02-0379, Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Secilen kit
orneklerdeki total kolesterol miktarini ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA yodntemini
kullanarak belirlemektedir. Fare total kolesterol monoklonal antikoru ile kaplanmis
olarak gelen mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun
konsantrasyonda eklenerek en yiksek baglanma icin inklibasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresinin sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis
total kolesterol antikorlari ve streptavidin-HRP eklenmistir. Mikroplaka yeniden
inklibe edilerek plazma ve karaciger dokusunda bulunan total kolesterol
molekillerinin bu antikorlara baglanarak immiin kompleks olusturmasi saglanmistir.
inkiibasyonda immiin kompleks olusturmayan enzimler siirenin sonunda yikama
islemleri ile mikroplaka kuyularindan uzaklastirilmistir. Bir sonraki adimda
Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari eklenerek mavi renk olusumu saglamistir.
Gerekli siirenin sonunda durdurma soliisyon kullanilarak reaksiyon sonlandiriimistir.
Reaksiyon sonunda durdurma sollisyonunun sagladigi asidik ortamin etkisiyle 450 nm
dalga boyunda en uygun absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin
icerdigi total kolesterol miktarina paralel olarak olusan renk yogunluklari,

kolorimetrik mikroplaka okuyucu (Chrommate 4300, Awareness Technology Inc,
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ABD) ile tayin edilmistir. Kit iceriginde bulunan ve total kolesterol konsantrasyonlari
bilinen standart sollsyonlarin absorbans degerleri kullanilarak olusturulan “total
kolesterol standart egrisi” yardimiyla her bir o6rnekteki total kolesterol miktari
hesaplanmistir. Uygulanan diliisyon oranina ve karaciger orneginin icerdigi protein
miktarina gore gerekli diizeltmeler yapilarak 6rneklerin icerdigi total kolesterol diizeyi

belirlenmistir.

3.4.3 Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein Kolesterol (VLDL-K) Analizi

VLDL-K analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-02-1283,
Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Secilen kit
orneklerdeki VLDL-K miktarini ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA yodntemini kullanarak
belirlemektedir. Fare VLDL-K monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak gelen
mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun konsantrasyonda
eklenerek en yiiksek baglanma icin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis VLDL-K antikorlari ve
streptavidin-HRP eklenmigstir. Mikroplaka yeniden inkibe edilerek plazma ve
karaciger dokusunda bulunan VLDL-K molekillerinin bu antikorlara baglanarak
immin kompleks olusturmasi saglanmistir. inkiilbasyonda immiin kompleks
olusturmayan enzimler stirenin sonunda yikama islemleriile mikroplaka kuyularindan
uzaklagtirilmistir. Bir sonraki adimda Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari
eklenerek mavi renk olusumu saglamistir. Gerekli strenin sonunda durdurma
solisyon kullanilarak reaksiyon sonlandiriimistir. Reaksiyon sonunda durdurma
sollisyonunun sagladigi asidik ortamin etkisiyle 450 nm dalga boyunda en uygun
absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin icerdigi VLDL-K
miktarina paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik mikroplaka okuyucu
(Chrommate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile tayin edilmistir. Kit iceriginde
bulunan ve VLDL-K konsantrasyonlari bilinen standart sollsyonlarin absorbans
degerleri kullanilarak olusturulan “VLDL-K standart egrisi” yardimiyla her bir

ornekteki VLDL-K miktari hesaplanmistir. Uygulanan dillisyon oranina ve karaciger
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orneginin icerdigi protein miktarina gore gerekli diizeltmeler yapilarak 6rneklerin

icerdigi VLDL-K diizeyi belirlenmistir.
3.4.4 Diisiik Dansiteli Lipoprotein Kolesterol (LDL-K) Analizi

LDL-K analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-02-0333,
Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Segilen kit
orneklerdeki LDL-K miktarini ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA yontemini kullanarak
belirlemektedir. Fare LDL-K monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak gelen
mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun konsantrasyonda
eklenerek en yiiksek baglanma icin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis LDL-K antikorlari ve
streptavidin-HRP eklenmistir. Mikroplaka yeniden inkiibe edilerek plazma ve
karaciger dokusunda bulunan LDL-K molekdllerinin bu antikorlara baglanarak immin
kompleks olusturmasi saglanmistir. inkiibasyonda immiin kompleks olusturmayan
enzimler slrenin sonunda vyikama islemleri ile mikroplaka kuyularindan
uzaklastirilmistir. Bir sonraki adimda Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari
eklenerek mavi renk olusumu saglamistir. Gerekli sirenin sonunda durdurma
solisyon kullanilarak reaksiyon sonlandirilmistir. Reaksiyon sonunda durdurma
solisyonunun sagladig asidik ortamin etkisiyle 450 nm dalga boyunda en uygun
absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin icerdigi LDL-K miktarina
paralel olarak olusan renk vyogunluklari, kolorimetrik mikroplaka okuyucu
(Chrommate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile tayin edilmistir. Kit iceriginde
bulunan ve LDL-K konsantrasyonlari bilinen standart sollsyonlarin absorbans
degerleri kullanilarak olusturulan “LDL-K standart egrisi” yardimiyla her bir 6rnekteki
LDL-K miktari hesaplanmistir. Uygulanan dillisyon oranina ve karaciger 6rneginin
icerdigi protein miktarina gore gerekli diizeltmeler yapilarak 6rneklerin icerdigi LDL-K

dizeyi belirlenmistir.
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3.4.5 Yiksek Dansiteli Lipoprotein Kolesterol (HDL-K) Analizi

HDL-K analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-02-0332,
Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Segilen kit
orneklerdeki HDL-K miktarini ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA yontemini kullanarak
belirlemektedir. Fare HDL-K monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak gelen
mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun konsantrasyonda
eklenerek en yiiksek baglanma icin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis HDL-K antikorlari ve
streptavidin-HRP eklenmistir. Mikroplaka yeniden inkiibe edilerek plazma ve
karaciger dokusunda bulunan HDL-K molekdllerinin bu antikorlara baglanarak immiin
kompleks olusturmasi saglanmistir. inkiibbasyonda immiin kompleks olusturmayan
enzimler slrenin sonunda yikama islemleri ile mikroplaka kuyularindan
uzaklastirilmistir. Bir sonraki adimda Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari
eklenerek mavi renk olusumu saglamistir. Gerekli siirenin sonunda durdurma
solisyon kullanilarak reaksiyon sonlandiriimistir. Reaksiyon sonunda durdurma
sollisyonunun sagladigi asidik ortamin etkisiyle 450 nm dalga boyunda en uygun
absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin icerdigi HDL-K miktarina
paralel olarak olusan renk vyogunluklar,, kolorimetrik mikroplaka okuyucu
(Chrommate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile tayin edilmistir. Kit iceriginde
bulunan ve HDL-K konsantrasyonlari bilinen standart soliisyonlarin absorbans
degerleri kullanilarak olusturulan “HDL-K standart egrisi” yardimiyla her bir 6rnekteki
HDL-K miktari hesaplanmistir. Uygulanan dillisyon oranina ve karaciger 6rneginin
icerdigi protein miktarina gore gerekli dizeltmeler yapilarak érneklerin icerdigi HDL-

K diizeyi belirlenmistir.
3.4.6 Apolipoprotein-B (Apo-B) Analizi

Apo-B analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-02-1481,
Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Secilen kit
orneklerdeki Apo-B miktarini ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA yontemini kullanarak

belirlemektedir. Fare Apo-B monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak gelen
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mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun konsantrasyonda
eklenerek en yiiksek baglanma icin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis Apo-B antikorlari ve
streptavidin-HRP eklenmistir. Mikroplaka yeniden inkiibe edilerek plazma ve
karaciger dokusunda bulunan Apo-B molekdllerinin bu antikorlara baglanarak immdn
kompleks olusturmasi saglanmistir. inkiibasyonda immiin kompleks olusturmayan
enzimler slrenin sonunda yikama islemleri ile mikroplaka kuyularindan
uzaklastirilmistir. Bir sonraki adimda Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari
eklenerek mavi renk olusumu saglamistir. Gerekli strenin sonunda durdurma
sollisyon kullanilarak reaksiyon sonlandiriimistir. Reaksiyon sonunda durdurma
solisyonunun sagladig asidik ortamin etkisiyle 450 nm dalga boyunda en uygun
absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin icerdigi Apo-B miktarina
paralel olarak olusan renk vyogunluklar, kolorimetrik mikroplaka okuyucu
(Chrommate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile tayin edilmistir. Kit iceriginde
bulunan ve Apo-B konsantrasyonlari bilinen standart soliisyonlarin absorbans
degerleri kullanilarak olusturulan “Apo-B standart egrisi” yardimiyla her bir 6rnekteki
Apo-B miktari hesaplanmistir. Uygulanan dillisyon oranina ve karaciger 6rneginin
icerdigi protein miktarina gore gerekli dizeltmeler yapilarak 6rneklerin icerdigi Apo-

B diizeyi belirlenmistir.
3.4.7 Apolipoprotein Al (Apo-Al) Analizi

Apo-A1l analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-02-0104,
Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Secilen kit
orneklerdeki Apo-Al miktarini ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA ydntemini kullanarak
belirlemektedir. Fare Apo-Al monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak gelen
mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun konsantrasyonda
eklenerek en yiiksek baglanma icin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis Apo-A1l antikorlari ve
streptavidin-HRP eklenmistir. Mikroplaka yeniden inkiibe edilerek plazma ve

karaciger dokusunda bulunan Apo-Al molekillerinin bu antikorlara baglanarak
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immiin  kompleks olusturmasi saglanmistir. inkiibasyonda immiin kompleks
olusturmayan enzimler stirenin sonunda yikama islemleriile mikroplaka kuyularindan
uzaklagtirilmistir. Bir sonraki adimda Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari
eklenerek mavi renk olusumu saglamistir. Gerekli slirenin sonunda durdurma
sollisyon kullanilarak reaksiyon sonlandiriimistir. Reaksiyon sonunda durdurma
sollisyonunun sagladigi asidik ortamin etkisiyle 450 nm dalga boyunda en uygun
absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin icerdigi Apo-Al
miktarina paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik mikroplaka okuyucu
(Chrommate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile tayin edilmistir. Kit iceriginde
bulunan ve Apo-Al konsantrasyonlari bilinen standart soliisyonlarin absorbans
degerleri kullanilarak olusturulan “Apo-Al standart egrisi” yardimiyla her bir
ornekteki Apo-Al miktari hesaplanmistir. Uygulanan diliisyon oranina ve karaciger
orneginin icerdigi protein miktarina gore gerekli dizeltmeler yapilarak 6rneklerin

icerdigi Apo-Al diizeyi belirlenmistir.
3.4.11 Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii 1 (VCAM-1) Analizi

VCAM-1 analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-02-
0281, Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Secilen kit
orneklerdeki VCAM-1 miktarini gift antikorlu sandvi¢ ELISA yontemini kullanarak
belirlemektedir. Fare VCAM-1 monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak gelen
mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun konsantrasyonda
eklenerek en yiiksek baglanma icin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis VCAM-1 antikorlari ve
streptavidin-HRP eklenmistir. Mikroplaka yeniden inkiibe edilerek plazma ve
karaciger dokusunda bulunan VCAM-1 molekillerinin bu antikorlara baglanarak
immiin kompleks olusturmasi saglanmistir. inkiilbasyonda immiin kompleks
olusturmayan enzimler stirenin sonunda yikama islemleri ile mikroplaka kuyularindan
uzaklastirilmistir. Bir sonraki adimda Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari
eklenerek mavi renk olusumu saglamistir. Gerekli sirenin sonunda durdurma

solisyon kullanilarak reaksiyon sonlandiriimistir. Reaksiyon sonunda durdurma
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sollisyonunun sagladig asidik ortamin etkisiyle 450 nm dalga boyunda en uygun
absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin icerdigi VCAM-1
miktarina paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik mikroplaka okuyucu
(Chrommate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile tayin edilmistir. Kit iceriginde
bulunan ve VCAM-1 konsantrasyonlari bilinen standart sollisyonlarin absorbans
degerleri kullanilarak olusturulan “VCAM-1 standart egrisi” yardimiyla her bir
ornekteki VCAM-1 miktari hesaplanmistir. Uygulanan dillisyon oranina ve karaciger
orneginin icerdigi protein miktarina gore gerekli diizeltmeler yapilarak orneklerin

icerdigi VCAM-1 diizeyi belirlenmistir.
3.4.12. interseliiler Hiicre Adezyon Molekiilii 1 (ICAM-1) Analizi

ICAM-1 analizi plazma ve karacigerde hazir kitler ile (Katalog no: 201-02-0280,
Shanghai Sunred Biological Technology Co., Ltd, Cin) yapilmistir. Secilen kit
orneklerdeki ICAM-1 miktarini ¢ift antikorlu sandvi¢ ELISA yontemini kullanarak
belirlemektedir. Fare ICAM-1 monoklonal antikoru ile kaplanmis olarak gelen
mikroplaka kuyusuna plazma ve karaciger dokusu ornekleri uygun konsantrasyonda
eklenerek en yiiksek baglanma icin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda her kuyuya kit iceriginde gelen biyotinle isaretlenmis ICAM-1 antikorlari ve
streptavidin-HRP eklenmistir. Mikroplaka yeniden inkiibe edilerek plazma ve
karaciger dokusunda bulunan ICAM-1 molekillerinin bu antikorlara baglanarak
immin kompleks olusturmasi saglanmistir. inkiilbasyonda immiin kompleks
olusturmayan enzimler slirenin sonunda yikama islemleri ile mikroplaka kuyularindan
uzaklastiriimistir. Bir sonraki adimda Chromogen A ve Chromogen B sollisyonlari
eklenerek mavi renk olusumu saglamistir. Gerekli sirenin sonunda durdurma
solisyon kullanilarak reaksiyon sonlandiriimistir. Reaksiyon sonunda durdurma
solisyonunun sagladigi asidik ortamin etkisiyle 450 nm dalga boyunda en uygun
absorpsiyonu saglayan sari bir renk olusmaktadir. Orneklerin icerdigi ICAM-1
miktarina paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik mikroplaka okuyucu
(Chrommate 4300, Awareness Technology Inc, ABD) ile tayin edilmistir. Kit iceriginde

bulunan ve ICAM-1 konsantrasyonlari bilinen standart sollisyonlarin absorbans
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degerleri kullanilarak olusturulan “ICAM-1 standart egrisi” yardimiyla her bir
ornekteki ICAM-1 miktari hesaplanmistir. Uygulanan diliisyon oranina ve karaciger
orneginin icerdigi protein miktarina gore gerekli dizeltmeler yapilarak 6rneklerin

icerdigi ICAM-1 dlizeyi belirlenmistir.

3.5. Plazmada Kardiyovaskiiler Hastalik Riskini G6steren Cesitli Parametre ve

indekslerin Hesaplanmasi

Kardiyovaskiler hastalik riskini gosteren farkli olcek ve indeksler
bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda plazmada tayin edilen kolesterol ve lipoprotein
parametreleri ile hesaplanabilen glincel ve gérece sik kullanilan parametre ve

indeksler kullaniimigtir.

e Plazma non- HDL diizeyi; Farelerin 6lgllen total kolesterol diizeyinden plazma HDL

diizeyinin ¢ikarilmasi ile hesaplanmistir (213).

(2.1.)
e Castelli risk indeksleri; iki farkh formiilasyon kullanilarak hesaplanmaktadir.

Total kolesterol/HDL; plazmada 6lgulen total kolesterol diizeyleri ile plazma HDL

diizeyleri oranlanarak hesaplanmistir (214).

uuuuuuuuuuuu

vvvvvvvvvvvvvv (2.2.)

LDL/HDL; plazma LDL ve plazma HDL duzeylerinin oranlanmasiyla elde edilmistir

(214).
- LDL {mmel/L)
Castelli Risk Indeksi I:
HDL (mmolsL)

aaaaaaaaaaaaaaa (23)
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Apo B/Apo A1; hesaplamasi igin plazmada 6lgilen Apo B ve plazma Apo Al diizeyleri

oranlanmistir (213).

uuuuuuu

xxxxxxxxxxxxxxxxxx

(2.4.)

e Plazma Aterojenik indeksi; plazmada 6lgiilen trigliserit diizeyi ile plazma HDL
dizeyi oranlandiktan sonra cikan sonucun 10 tabaninda logaritmasi alinarak

hesaplanmistir (213, 215).

vvvvvvvvvvvvvvvvv

Trigliserit (mmol/1) )

(2.5.)

e Aterojenik Katsayi; plazmada olcllen total kolesterol diizeyinden plazma HDL
diizeyi ¢ikarildiktan sonra bulunan sonucun plazma HDL diizeyine oranlanmasiyla
elde edilmistir (213).

,,,,,,,,,,,,,,,, (2.6)
HDL fmmals)

3.6 Bazi Proteinlerin Gen Ekspresyonu Analizi

Molekiler diizeyde endotel disfonksiyon belirteci olarak VCAM-1 ve ICAM-1
molekdillerinin gen ekspresyonu nicel gergcek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu
(gRT-PCR: quantitative real time polimerase chain reaction) yontemiyle aort damar
dokusunda saptanmistir. gRT-PCR analizleri sirasinda gerekli olan materyaller ve
kimyasallarin secimi ile adapte edilmis protokollerin uygulanmasi sirasinda Oligomer
A.S. (Tarkiye) den destek alinmistir. Bu analiz LightCycler® 480 Sistemi (Roche

Molecular Systems, isvicre) kullanilarak yapilmistir (216).

Baslangi¢ olarak aort 6rnekleri sivi nitrojen kullanilarak kiglik parcalar haline

getirilmistir. Sonrasinda NucleoSpin® RNA/Protein (Macherey-Nagel, Almanya) kiti
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kullanilarak RNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen RNA, gRT- gPCR igin bir
sablonun Uretilmesiicin Thermo Fisher RevertAid cDNA sentez kiti (Thermo-Scientific,
ABD) kullanilarak cDNA'ya ters transkribe edilmistir. 1 pg RNA ters transkripsiyon
sistemine eklenmis ve 25 °C'de 5 dakika ve 42 °C'de 60 dakika reaksiyon igin
beklenmistir. Gergek zamanl gPCR'ler LightCycler 480 Sistemi ve yazilimi ile
mikroplakada; iTag Universal SYBR Green Supermix (Biorad, ABD) kullanilarak 6n
dejenerasyon icin 30 saniye 95 °C; denatlirasyon icin 15 saniye boyunca 95 °C; ve 40
dongii icin 60 °C’de 60 saniye uzatma seklinde gergeklestirilmistir. Erime egrisi analizi
icin 65 ile 95 °C arasi 0,5°C artis olacak sekilde sinyaller toplanmistir. Her bir numune
icin Uc tekrar seti bulunmaktadir ve her bir genin ekspresyon seviyesi, ayni RNA
numunesi icinde Gapdh geni temel alinarak normalize edilmistir. Genler icin relatif
ekspresyon seviyeleri 6rnekler arasindaki en diisiik ekspresyona sahip olan 6rnegin
ekspresyon seviyesi 1 olacak sekilde hesaplanmistir. Primerler ve bunlarin sekanslari

Tablo 3.3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan primerlerin 6zellikleri

Primer Adi Sekans Bilgisi Uzunluk
VCAM-1F TGGAGGTCTACTCATTCCCTGA

71 bp
VCAM-1R GACAGGTCTCCCATGCACAA
ICAM-1F AGCTCGGAGGATCACAAACG

116 bp
ICAM-1 R TCCAGCCGAGGACCATACAG
Gapdh F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

123 bp
Gapdh R TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

3.6.1 Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

-80 °C'de saklanan aort dokulari sivi nitrojende homojenize edilerek

proteinlerin ayristirilmasi icin hazir hale getirilmistir. Protein saflastirma islemi
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NucleoSpin® RNA/Protein (Macherey-Nagel, Almanya) kiti kullanilarak yapilmistir.
Saflastirma islemi kitte bulunan protokole uygun olarak yapilmistir. Protein érnekleri
PSB-TCEP tampon cozeltisinde ¢ozlnmistir. Sonrasinda 95°C’de 3 dakika inkiibe
edilerek protein ¢ozlinme ve denatiirasyonu saglanmistir. Protein 6érneklerinin miktar

tayini asamasina gegilmistir.
3.6.2 Orneklerde Protein Miktar Tayini

Homojenize edilen aort dokusundaki protein miktarinin belirlenmesi Protein
Quantification Assay (Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak yapilmistir.
Gergeklesen renk degisimi kolorimetrik mikroplaka okuyucu (Synergy HT, BioTek Inc,
ABD) ile 570 nm dalga boyunda 6lctilmustir. Elde edilen absorbans degerlerine gére
orneklerin icerdigi protein miktari farkli konsantrasyonlarda hazirlanan serum
albdmin sollisyonlari yardimiyla olusturulan “protein standart egrisi” kullanilarak
hesaplanmistir. Her 6rnegin farkl miktarda protein icermesi nedeniyle bazi 6rnekler

dilie edilerek hepsinin esit miktarda protein icermesi saglanmistir.
3.6.3. Primerlerin Dizayni

Primerlerin dizayni, Primer3 adli gevrimigi araci ile yapilmistir (217). Dizayn
edilen primerler NCBI Primer Blast ¢evrimigi araci kullanilarak spesifisite kontroli
yapilmistir. Primer erime sicakliklari 60°C’de ortak olacak sekilde optimize edilmistir.

Primer sekans bilgileri ve cogaltilan bolge uzunluk bilgileri Tablo 3.3.’de gosterilmistir.
3.6.4. Gercek zamanli qPCR Analizi

Gercek zamanli qPCR (RT-qPCR) analizi, LightCycler 480 Sistemi ve yazilimi ile
mikroplakalarda; iTag Universal SYBR Green Supermix (Biorad, ABD) kullanilarak 6n
dejenerasyon icin 30 saniye 95 °C; denatlirasyon icin 15 saniye boyunca 95 °C; ve 40
dongli icin 60 °C’de 60 saniye uzatma seklinde gerceklestirilmistir. Erime egrisi analizi
icin 65 ile 95 °C’ler arasi 0,5°C artis olacak sekilde sinyaller toplanmistir. Her bir
numune icin Ug tekrar seti bulunmaktadir ve her bir genin ekspresyon seviyesi, ayni

RNA numunesi icinde Gapdh geni baz alinarak normalize edilmistir.
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3.7 Bazi Enzim ve Peptidlerin Western-Blot Yontemiyle Analizi

Bu tez calismasinda endotel disfonksiyon belirtegleri aort dokusunda
Western-Blot yontemiyle analiz edilmistir. Western-Blot analizi temel olarak protein
elektroforezi, proteinlerin yiritilen jelden nitroseliiloz membrana aktarilmasi ve
primer ve HRP-konjlige sekonder antikorlarla hedef proteinlerin tespit edilmesini

iceren analiz yontemidir (218).

Western-Blot analizi; érneklerin hazirlanmasi, 6rneklerin igerdigi protein
miktarinin belirlenmesi, poliakrilamid jel elektroforezi, proteinlerin poliakrilamid
jelden membrana transfer edilmesi, antikorlarla baglanma ve gorintileme
basamaklarini icermektedir. Bu basamaklar sonraki boélimlerde ayrinti olarak

actklanmistir.
3.7.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Aort dokulari -80 °C’de alinip sivi nitrojende homojenize edilerek proteinlerin
ayristirilmasi icin hazir hale getirilmistir. Protein saflastirma islemi NucleoSpin®
RNA/Protein (Macherey-Nagel, Almanya) kiti kullanilarak yapiimistir. Saflastirma
islemi kitte bulunan protokole uygun olarak yapilmistir. Protein érnekleri PSB-TCEP
tampon c¢o6zeltisinde ¢oziinmustir. Sonrasinda 95°C'de 3 dakika inklibe edilerek
protein ¢6zliinme ve denatiirasyonu saglanmistir. Protein 6rneklerinin miktar tayini

asamasina gegcilmistir.
3.7.2 Orneklerde Protein Miktar Tayini

Homojenize edilen aort dokusundaki protein miktarinin belirlenmesi Protein
Quantification Assay (Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak yapilmistir.
Gercgeklesen renk degisimi kolorimetrik mikroplaka okuyucu (Synergy HT, BioTek Inc,
ABD) ile 570 nm dalga boyunda ol¢lImistir. Elde edilen absorbans degerlerine gore
orneklerin icerdigi protein miktari farkli konsantrasyonlarda hazirlanan serum

alblmin sollsyonlari yardimiyla olusturulan “protein standart egrisi” kullanilarak
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hesaplanmistir. Her érnegin farkli miktarda protein igermesi nedeniyle bazi 6rnekler

dilie edilerek hepsinin esit miktarda protein icermesi saglanmistir.
3.7.3 Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Bu analiz igin %10’luk poliakrilamid yirGtme jeli ve %5’lik poliakrilamid
yukleme jeli laboratuvar ortaminda hazirlanmistir. Jel sollisyonlari hazirlandiktan
sonra dokme islemine gegilmistir. Bunun igin dikey elektroforez sistemi jel hazirlama
standi (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, ABD) kurularak cam plakalar arasina jel
dékilmistiir. Ornek ve diger soliisyonlarin eklenecegi kuyularin olusturulabilmesi igin
ylikleme jelinin dokilmesinin ardindan vertikal elektroforez sistemi taragi cam
plakalarin arasina baloncuk olusturmayacak sekilde yerlestirilerek jelin katilasmasi
beklenmistir. Katilasma tamamen dogrulandiktan sonra tarak c¢ikarilmis ve cam
plakalar yurtitme tampon c¢ozeltisi (Tris/Trisin/SDS; Bio-Rad, ABD) iceren vertikal
elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, ABD) tankina
yerlestirilmistir. Protein belirteci (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder,
Thermo-Scientific, ABD) ve ornekler kuyulara yiklenerek elektroforez uygulanmistir

(80V 30 dk; 100V 90 dk).
3.7.4 Jeldeki Proteinlerin Membrana Transferi (Yari-Kuru Sistem)

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel molekil agirliklarina gore
ayristirilmis halde bulunan proteinlerin transfer edilecegi poliviniliden diflorid (PVDF)
membrana transfer tampon c¢ozeltisi ile yeniden elektroforez tankina (Trans-Blot
Turbo Transfer System, BioRad, ABD) alinarak saglanmistir (25V 30 dk). Transfer
gerceklestikten sonra proteinleri iceren PVDF membran pH 7,6 olan TRIS tampon
¢Ozeltisi (TBS: TRIS buffered saline) ile yikanmistir (Sigma Aldrich, Almanya). Sonraki
asamada %5 bloklama ¢Ozeltisi hazirlanarak spesifik olmayan protein-antikor

baglanmalarini 6nlenmistir.
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3.7.5 Antikorlarla Baglanma

TBS-T soliisyonu ile yikamanin ardindan PVDF membran 1:1000 oraninda dilue
edilen birincil antikorlar VCAM-1 (Katalog no: AB134047, Cell Signaling Technology,
ABD), CD54/ICAM-1 (Katalog no: AB119871, Abcam, Cambridge, Birlesik Krallik), B-
Actin (Katalog no: AB1801, Abcam, Cambridge, Birlesik Krallik) ile +4 °C’'de 12-16 saat
inkiibe edilmistir. Sonraki asamada PVDF membran birincil antikorla baglanmaya
uygun olan ve 1:5000 oraninda dilue edilen ikincil antikor (anti-rabbit 1gG (H+L)
Abcam, Cambridge, Birlesik Krallik) ile oda sicakliginda bir saat boyunca inkiibe

edilmistir.
3.7.6 Goriintiileme

Baglanan  ikincil  antikor, peroksidaz = reaksiyonu  gergeklestiren
kemiluminesans substrati (Clarity Western ECL Substrate, Bio-rad, ABD) ile tespit
edilmistir. Peroksidaz enzimi gesitli ara Grlinler olusturarak luminoliin 3-aminofitalata
oksidasyonunu katalizlemektedir. Reaksiyon 428 nm’de disiik yogunlukta isima
saglamaktadir. Kemiliminesans ile goérinlir hale getirilen protein-antikor
kompleksinin fotograflama islemi goriintileme cihazinda (Amersham Imager 600,
Roche, Isvigre) fotograflari cekilerek yapilmistir. Membranlardan elde edilen

bantlarin renk yogunlugu Image J adli program yardimiyla hesaplanmistir (219).
3.8 Aortun Histokimyasal incelenmesi

Aort orneklerinde histokimyasal boyama igin izolasyon asamasi sonrasinda
diger analizlerden farkli bir 6rnek hazirlama/saklama protokoli kullanilmistir.
Farelerden dikkatli bir sekilde izole edilen aort damar dokusu %10’luk tamponlu
formalin soliisyonu icinde +4 C°de fikse edilmistir. Doku takibi sonrasinda her
ornekten formalin-fikse, parafine gomili (FFPE) doku bloklari hazirlanmistir. FFPE
dokulardan 4 mikron kalinliginda seri kesitler alinarak hematoksilen eozin boyasi ile
boyanmistir. Boyanmis doku preparatlari 1stk mikroskobu altinda incelenmis ve

atherosklerotik plak olusumu agisindan degerlendirilmistir.
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3.9 Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Calismadan elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Science)
23.0(220) ve GraphPad Prism 8.2.0 (221) istatistik programlari ile degerlendirilmis ve
ortalama (x), standart hata (Sx) olarak ifade edilmistir. Bagimsiz dort grubun
ortalamalarinin karsilastirilmasinda sayisal verilere uygun olan parametrik olmayan
hipotez testi (Kruskal-Wallis testi) kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkin
karsilastirilmasinda ise post-hoc olarak parametrik olmayan (Mann-Whitney U testi)

hipotez testi kullanilmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 degeri ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calismada yer alan farelere ait bulgular yem tiiketimleri ve viicut agirliklari,
biyokimyasal bulgular, aterosklerotik plak olusumuna iliskin bulgular ve aotta endotel
disfonksiyona iliskin peptidlerin ekspresyonu basliklari altinda alinan heterosiklik
amin tuari ve alim siresine gore gruplar arasindaki karsilastirmalari asagida

verilmigtir.
4.1 Farelerin Yem Tiiketimleri ve Viicut Agirliklarina iliskin Bulgulari

Farelerin calisma boyunca bireysel olarak takip edilen yem tiketimi egilimleri
Sekil 4.1’de gosterilmistir. Yem tiketimleri agisindan diyet midahalesinin her dénemi
icin ayri ayri olmak lzere hem farkli heterosiklik amin tirlerine gére hem de ayni
heterosiklik amin tlriinde alim siresine gore farklilik durumu incelenmistir (Tablo
4.1). Farelerin ortalama vicut agirliklarina ve yem tiketimlerine gore aldiklar
heterosiklik amin miktari hesaplanmistir. Buna goére PhIP tiri heterosiklik amin alan
fareler ortalama olarak 8,0 mg/kg viicut agirhg1 heterosiklik amin alirken MelQx tiirQ
alan fareler 8,3 mg/kg vicut agirhigi, hem PhIP he MelQx tiri heterosiklik amin alan

fareler ise 16,6 mg/kg viicut agirhig: heterosiklik amin almistir.

Diyet miudahalesi Oncesindeki standardizasyon donemindeki yem
tiiketimlerinin hem kisa sireli, hem de uzun siireli heterosiklik amin alan farelerde
benzer oldugu gorilmistir (kisa ve uzun sireli gruplar icin sirasiyla p=0,534 ve
p=0,055). Benzer sekilde kisa ve uzun sireli heterosiklik amin alacak gruplarin yem

tiketimleri acisindan da gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Sadece ylksek yagli diyet verilen 21 haftalik miidahale doneminde kisa siire
ile heterosiklik amin alacak gruplarin yem tiiketimleri incelendiginde kontrol
grubunun yem tiketimi 3,3+0,06 g/gun iken PhIP alan grupta 3,3+0,05 g/glin, MelQx
alan grupta 3,3+0,04g/gin ve her iki heterosiklik amin tirinu birlikte alan grupta
3,240,06 g/glin oldugu gorilmistir. Gruplarin yem tlketimleri arasinda istatistiksel

acidan anlamb bir farklihk bulunmamistir (p=0,226).
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Sekil 4.1. Farelerin yem tiiketimlerinin galisma siiresince degisimleri. K: Yiksek yagli,
kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M:
Yiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagli, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa siire
heterosiklik amin, u: wuzun silire heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir.

Uzun sire ile heterosiklik amin alacak gruplarin yem tiketimleri
incelendiginde kontrol grubunun yem tiketimi 3,2+0,06 g/glin iken PhIP alan grupta
3,3%0,03 g/glin, MelQx alan grupta 3,4+0,04 g/giin ve her iki heterosiklik amin tirinu
birlikte alan grupta 3,3+0,06 g/glin oldugu gorilmustir. Gruplarin yem tiketimi

miktarlarinin istatistiksel acidan benzer oldugu bulunmustur (p=0,129).

Midahale dénemleri arasindaki yem tiiketim miktarlari incelendiginde yiksek
yagli diyete heterosiklik amin eklendiginde farelerin yem tiiketimlerinin sayisal olarak
azaldigi; ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur. Yiiksek
yagl diyet donemi ve heterosiklik amin iceren diyet donemi icin genel ortalama

sirasiyla; 3,3+0,42; 3,1+0,33 g/gun’ddr.

Yiiksek yag ve kolesterol iceren diyete ek olarak heterosiklik amin verilen diyet
dénemindeki yem tiketimleri incelendiginde kisa slireli heterosiklik amin alan
gruplarin benzer miktarda yem tikettigi gortilmustir (p=0,707). Bu dénemde kontrol

grubunun yem tiketimi 3,3+0,06 g/gun iken PhIP alan grupta 3,3+0,05 g/glin, MelQx
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alan grupta 3,3+0,04 g/gin ve her iki heterosiklik amin tlrini birlikte alan grupta
3,240,06 g/giin yem tiketildigi bulunmustur. Diyetle uzun sire heterosiklik aminlere
maruz kalan gruplardan kontrol grubunun yem tiketimi 3,2+0,06 g/gin iken PhIP
alan grupta 3,3+0,03 g/giin, MelQx alan grupta 3,4+0,04 g/gin ve her iki heterosiklik
amin tirinG birlikte alan grupta 3,3+0,06 g/gliin yem tiiketildigi bulunmustur. Bu
dénemde de gruplarin yem tiiketimi miktarlari istatistiksel olarak birbirine benzerdir

(p=0,798).

Bu calismada ayrica ayni tiirde heterosiklik aminlere farkl siirelerde maruz
kalan gruplarin yem tiketimleri de karsilastiriimistir. Kisa ve uzun siire kontrol diyeti
alan iki grupta yem tiiketimlerinin istatistiksel olarak farklh olmadigi bulunmustur. Kisa
streli grupta yem tiketimi 3,3+0,06 g/gin; uzun sireli grupta ise 3,2+0,06 g/giin,
p>0,05’dlr. PhIP tlrl heterosiklik aminin farkli stirelerde aliminin yem tiketimine
etkileri incelendiginde kisa silire alan grupta 3,3+0,05 g/glin iken uzun sireli alan
grupta 3,3+0,03 g/giin yem tiiketimi oldugu ve bu miktarlarin istatistiksel olarak
birbirine benzer oldugu gortlmustir (p>0,05). Benzer sekilde MelQx tiri heterosiklik
aminleri kisa (3,3+0,04 g/glin) veya uzun (3,4+0,04 g/guin) sure ile alan gruplarin yem
tiketimi karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goralmastir (p>0,05). Her iki tiir heterosiklik amini birlikte alan gruplardan kisa streli
gruptaki farelerin yem tiketimi 3,2+0,06 g/guin iken uzun sireli gruptaki farelerin
3,31+0,06 g/gin yem tikettigi gorilmustir. Bu tiketim miktarlari arasinda da diger

gruplarda oldugu gibi istatistiksel agidan fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Yem tiiketimi (g/giin) H_'.AA Al'm K P M PM P1degeri X2 faktorii
Suresi X + Sx X + Sx X + Sx X + Sx
Kisa (k) 3,710,39 3,310,23 3,210,41 3,1+0,29 0,534 2,190
Miidahale 6ncesi
Uzun (u) 3,1+0,14 3,3+0,35 3,4+0,20 2,6+0,13 0,055 7,605
P2 degeri 0,600 0,916 0,753 0,133 - -
X2 faktorii 9,500 12,500 10,500 3,500 - --
. . Kisa (k) 3,310,06 3,310,05 3,310,04 3,2+0,06 0,226 4,349
Yiiksek yag ve
kolesterol igeren diyet Uzun (u) 3,2+0,06 3,3+0,03 3,4+0,04 3,3+0,06 0,129 5,673
P2 degeri 0,624 0,227 0,428 0,122 - -
X2 faktorii 200,500 172,000 188,500 158,500 - --
. . Kisa (k) 3,3+0,06 3,3+0,05 3,3+0,04 3,2+0,06 0,707 1,394
Yiiksek yag, kolesterol
ve HAA iceren diyet Uzun (u) 3,210,06 3,310,03 3,410,04 3,310,06 0,798 1,013
P2 degeri 0,311 0,942 0,516 1,000 -- --
X2 faktdrii 9,500 17,000 13,000 17,500 - -

K: Yuksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Veriler ortalama + standart hata (X % Sx) olarak gosterilmistir. P1: Gruplar arasindaki karsilastirmada non-parametrik, Kruskal Wallis testi
uygulanmistir. P2: Kisa ve uzun dénem arasindaki karsilastirmada non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.
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Farelerin ¢alisma boyunca bireysel olarak takip edilen agirlik degisimleri Sekil
4.2.de gosterilmistir. Agirlik degisimi acisindan diyet midahalesinin her donemi igin
ayri ayri olmak Uzere hem farkli heterosiklik amin tirlerine gore, hem de ayni

heterosiklik amin tlriinde alim siresine gore farklilik durumu incelenmistir (Tablo

4.2.).
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Sekil 4.2. Farelerin viicut agirliklarinin galisma siiresince degisimi. K: Yiksek yagli,
kolesterol iceren diyet; P: Yiiksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M:
Yiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa sire
heterosiklik amin, u: wuzun siire heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir.

Diyet miuidahalesi 06ncesindeki standardizasyon donemindeki agirlik
degisimlerinin hem kisa stireli, hem de uzun sireli heterosiklik amin alan farelerde
benzer oldugu gorilmistir (kisa ve uzun sire sirasiyla p=0,927 ve p=0,373). Benzer
sekilde kisa ve uzun sireli heterosiklik amin alacak gruplarin agirlik degisimleri

acisindan da gruplar arasinda anlamh farkhlik bulunmamaktadir (p>0,05).

Sadece yiiksek yagli diyet verilen 21 haftalik miidahale doneminde kisa siire
ile heterosiklik amin alacak gruplarin agirlik degisimleri incelendiginde kontrol
grubunun agirhg1 22,7+0,45 g iken PhIP alan grupta 23,2+0,48 g, MelQx alan grupta
22,2+0,45 g ve her iki heterosiklik amin tlirtini birlikte alan grupta 22,9+0,41 g oldugu
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gortlmustlir. Gruplarin yem tiketimleri arasinda istatistiksel acidan anlamh bir
farkhlik bulunmamistir (p=0,490). Uzun siire ile heterosiklik amin alacak gruplarin
agirhk degisimleri incelendiginde kontrol grubunun ortalama agirliginin 22,7+0,25 g
iken PhIP alan grubun agirliginin 23,4+0,33 g, MelQx alan grubun agirliginin 23,2+0,40
g ve her iki heterosiklik amin tirGnl birlikte alan grubun ortalama agirliginin
23,3+0,47 g oldugu gorilmustir. Gruplarin yem tiketimi miktarlarinin istatistiksel

acidan benzer oldugu bulunmustur (p=0,173).

Yiksek yag ve kolesterol iceren diyete ek olarak heterosiklik amin verilen diyet
dénemindeki agirlik degisimleri incelendiginde kisa slreli heterosiklik amin alan
gruplarin benzer agirliklara sahip oldugu gorilmistir (p=0,557). Bu donemde kontrol
grubunun agirhginin 24,210,74 g iken PhIP alan grubun agirhiginin 24,9+0,59 g, MelQx
alan grubun ortalam agirhginin 23,5+0,42 g ve her iki heterosiklik amin tlrin birlikte
alan grubun agirliginin 23,8+0,86 g oldugu bulunmustur. Diyetle uzun sire
heterosiklik aminlere maruz kalan gruplardan kontrol grubunun ortalama agirhginin
24,0£0,30 g iken PhIP alan grubun agirhginin 24,8+£0,38 g, MelQx alan grubun
agirhginin 24,6+0,32 g ve her iki heterosiklik amin tirinU birlikte alan grubun
ortalama agirliginin 24,6+0,24 g oldugu bulunmustur. Bu dénemde de gruplarin yem

tuketimi miktarlari istatistiksel olarak birbirine benzerdir (p=0,360).

Bu galismada ayrica ayni tiirde heterosiklik aminlere farkl siirelerde maruz
kalan gruplarin agirlik degisimleri de karsilastiriimistir. Kisa ve uzun siire kontrol diyeti
alan iki grupta agirlik degisimlerinin istatistiksel olarak farkh olmadigi bulunmustur
(Kisa sureli grupta 24,2+0,74 g; uzun sireli grupta 24,0+0,30 g, p>0,05). PhIP tiiri
heterosiklik aminin farkli sirelerde aliminin agirlik degisimlerine etkileri
incelendiginde kisa siire alan grupta 24,9+0,59 g iken uzun sireli alan grubun
ortalama agirliginin 24,8+0,38 g oldugu ve bu miktarlarin istatistiksel olarak birbirine
benzer oldugu gorilmustir (p>0,05). Benzer sekilde MelQx tiirl heterosiklik aminleri
kisa (23,5+0,42 g) veya uzun (24,6+0,32 g) slire ile alan gruplarin agirlik degisimleri
karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmdistir

(p>0,05). Her iki tur heterosiklik amini birlikte alan gruplardan kisa sireli gruptaki
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farelerin ortalama agirhig 23,8+0,86 g iken uzun sureli gruptaki farelerin agirhginin
24,610,24 g oldugu gortlmustir. Bu tiketim miktarlari arasinda da diger gruplarda

oldugu gibi istatistiksel agidan fark bulunmamaktadir (p>0,05).



Tablo 4.2. Farelerin vicut agirliklarinin ¢alisma donemlerine gore ortalamasi
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e (@) K P M PM ] 2 o
Viicut Agirhgi (g Beaci _ _ _ P1degeri X?* faktorii
HAA Alim Siiresi X * Sx X * Sx X  Sx X  Sx
Kisa (k) 18,3+0,59 18,5+0,78 17,0+2,32 18,3+1,49 0,927 0,462
Miidahale 6ncesi
Uzun (u) 14,9+4,35 18,5+1,91 19,1+1,07 21,0+0,84 0,373 3,122
P2 degeri 0,857 1,000 0,905 0,359 -- --
X2 faktorii 4,000 12,000 9,000 4,000 - -
e o Kisa (k) 22,7+0,45 23,2+0,48 22,2+0,45 22,9+0,41 0,490 2,417
Yiiksek yag ve
kolesterol iceren diyet Uzun (u) 22,7+0,25 23,410,33 23,2+0,40 23,3+0,47 0,173 4,988
P2 degeri 0,681 0,940 0,174 0,268 - -
X2 faktori 164,000 217,000 166,000 176,000 -- --
. . Kisa (k) 24,2+0,74 24,9+0,59 23,5+0,42 23,8+0,86 0,557 2,077
Yiiksek yag, kolesterol
ve HAA iceren diyet Uzun (u) 24,0+0,30 24,8%0,38 24,6%0,32 24,610,24 0,360 3,211
P2 degeri 1,000 0,938 0,279 0,533 - -
X2 faktorii 16,000 16,500 10,000 12,000 -- --

K: Yuksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Veriler ortalama + standart hata (X * Sx) olarak gosterilmistir. P1: Gruplar arasindaki karsilastirmada non-parametrik, Kruskal Wallis testi
uygulanmustir. P2: Kisa ve uzun dénem arasindaki karsilastirmada non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmustir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4.2 Biyokimyasal Bulgular

Farelerin plazma ve karaciger orneklerindeki lipid profili parametreleri ve
endotel fonksiyon belirteglerinin diizeyi saptanmistir. Ayrica lipid profili
parametrelerinden hesaplanan ¢esitli aterojenik risk parametreleri ve indeksleri de

verilmigtir.
4.2.1 Lipid ve Lipoprotein Profili ile iliskili Parametreler

Lipid parametrelerinden total kolesterol, trigliserit, HDL, LDL, VLDL, Apo Al ve
Apo B’nin farelerin plazma ve karaciger orneklerindeki dizeyleri hem alinan
heterosiklik amin tirine hem de heterosiklik amin alim siresine goére

karsilastirilmistir.

Farelerin plazma total kolesterol diizeyleri incelendiginde kisa sureli
heterosiklik amin alan farelerde kontrol grubuna gore fark olusmadigl gérilmustir
(p=0,066) (Sekil 4.3.). Diyetle kisa slire heterosiklik amine maruz kalan farelerden
kontrol grubundakilerin plazma total kolesterol diizeyi 1,2+0,00 mmol/L olarak
bulunurken PhIP alan grubun 1,4+0,14 mmol/L, MelQx alan grubun 1,4+0,26 mmol/L
ve son olarak hem PhIP hem MelQx tlrl heterosiklik aminleri birlikte alan grubun

ortalamasi 1,3+0,08 mmol/L olarak bulunmustur.

Benzer sekilde plazma total kolesterol diizeylerinin uzun sireli heterosiklik
amin alan farelerde de kontrol grubuna gore farkh olmadigi gortlmustir (p=0,074).
Uzun sureli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama
plazma total kolesterol diizeyi 1,3+0,05 mmol/L iken, uzun stire PhIP alan farelerin
1,2+0,06 mmol/L, MelQx turi heterosiklik amine maruz kalan farelerin 1,2+0,14
mmol/L, hem PhIP hem de MelQx tiirlinl birlikte alan farelerin ortalama dlizeyinin

1,1+0,07 mmol/L oldugu gorulmustar.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 1,240,00 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde

1,3+0,05 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tirl heterosiklik aminin kisa
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veya uzun slire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamh bir fark yaratmadig
gorulmistir (kisa ve uzun sire igin sirasiyla; 1,4+0,14 mmol/L ve 1,2+0,06 mmol/L).
MelQx tlrl heterosiklik aminleri kisa (1,4+0,26 mmol/L) veya uzun (1,2+0,14 mmol/L)
sure ile almanin plazma total kolesterol diizeyi agisindan anlamli farklilik yaratmadigi
goralmastir (p>0,05). Her iki tiir heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire
ile maruz kalanlarda plazma total kolesterol diizeyi 1,3+0,08 mmol/L iken uzun sireli
maruz kalanlarda 1,1+0,07 mmol/L oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark

anlaml degildir (p>0,05).
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Sekil 4.3. Plazma total kolesterol konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi. K:
Yiksek yaglh, kolesterol iceren diyet; P: Ylksek yagli, kolesterol ve PhIP
iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek
yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer
alan k: kisa slire heterosiklik amin, u: uzun stire heterosiklik amin maruziyetini
gdstermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmustir. ikili
gruplarin karsilastirilmasinda non-parametrik Mann Whitney-U testi
uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.
"sp>0,05.

Farelerin karaciger total kolesterol diizeyleri incelendiginde kisa streli
heterosiklik amin alan fareler arasinda kontrol grubuna goére anlamli bir farkhlik
olusmadig1 gorilmustir (p=0,631) (Sekil 4.4.). Diyetle kisa stire heterosiklik amine
maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin karaciger total kolesterol diizeyi

0,11+0,006 mmol/g protein olarak bulunurken PhIP alan grubun 0,14+0,013 mmol/g
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protein, MelQx alan grubun 0,13+0,012 mmol/g protein, hem PhIP hem MelQx tiirii
heterosiklik aminleri birlikte alan grubun karaciger total kolesterol diizeyi ortalamasi

0,14+0,013 mmol/g protein oldugu bulunmustur.

Benzer sekilde karaciger total kolesterol diizeylerinin uzun sireli heterosiklik
amin alan farelerde de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli olmadigi
goralmastir (p=0,097). Uzun sireli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde
kontrol grubunun ortalama karaciger total kolesterol dizeyi 0,11+0,009 mmol/g
protein iken, uzun siire PhIP alan farelerin 0,13+0,001 mmol/g protein, MelQx tiru
heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,12+0,003 mmol/g protein, hem PhIP hem
de MelQx turina birlikte alan farelerin ortalama karaciger total kolesterol diizeyinin

0,13+0,005 mmol/g protein oldugu gorilmustar.
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Sekil 4.4. Karaciger total kolesterol konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi.
K: Yiiksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiiksek yagli, kolesterol ve PhIP
iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek
yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer
alan k: kisa siire heterosiklik amin, u: uzun siire heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmustir. ikili
gruplarin karsilastirilmasinda non-parametrik Mann Whitney-U testi
uygulanmustir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.
"$p>0,05.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa

streli kontrol diyeti alan farelerde 0,11+0,006 mmol/g protein iken uzun streli alan
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farelerde 0,110,009 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri
heterosiklik aminin kisa veya uzun sire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir
fark yaratmadig1 gorilmustur (kisa ve uzun sire igin sirasiyla; 0,140,013 mmol/ g
protein ve 0,13+0,001 mmol/g protein). Benzer sekilde MelQx tlrl( heterosiklik
aminleri kisa (0,130,012 mmol/g protein) veya uzun (0,12+0,003 mmol/g protein)
sure ile almanin karaciger total kolesterol dizeyi acisindan anlamh farklihk
yaratmadigi gorilmistir (p>0,05). Her iki tir heterosiklik amini birlikte alan farelerde
kisa siire ile maruz kalanlarda karaciger total kolesterol dizeyi 0,14+0,013 mmol/g
protein iken uzun sireli maruz kalanlarda 0,13+0,005 mmol/g protein oldugu

bulunmustur ve iki grup arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05).

Farelerin plazma trigliserit dizeyleri incelendiginde kisa siireli heterosiklik
amin alan farelerde kontrol grubuna gore fark olusmadigl gorilmistir (p=0,444)
(Sekil 4.5.). Diyetle kisa sire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol
grubundakilerin plazma trigliserit duzeyi 0,8+0,01 mmol/L olarak bulunurken PhIP
alan grubun 1,0+0,25 mmol/L, MelQx alan grubun 1,2+0,22 mmol/L ve son olarak
hem PhIP hem MelQx tiiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi

1,0+0,07 mmol/L olarak bulunmustur.

Uzun sireli heterosiklik amin alan farelerde plazma trigliserit dizeyleri
arasinda anlamli bir farkhlik oldugu bulunmustur (p=0,037). Uzun sireli heterosiklik
amin alan farelerde gruplar arasindaki farkliik durumu incelendiginde kontrol
grubunun ortalama plazma trigliserit diizeyi 1,2+0,11 mmol/L iken, uzun siire PhIP
alan farelerin 0,8+0,12 mmol/L (p=0,032), MelQx tiiri heterosiklik amine maruz kalan
farelerin 0,7+0,09 mmol/L (p=0,016), hem PhIP hem de MelQx turinu birlikte alan

farelerin ortalama diizeyinin 0,7+0,08 mmol/L oldugu gorulmustr.

Avyrica bu heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 0,8+0,01 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
1,2+0,11 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tirl heterosiklik aminin kisa
veya uzun silire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadig

gorulmustir (kisa ve uzun sire igin sirasiyla; 1,0£0,25 mmol/L ve 0,8+0,12 mmol/L).



68

Benzer sekilde MelQx tiri heterosiklik aminleri kisa (1,240,22 mmol/L) veya uzun
(0,7£0,09 mmol/L) sire ile almanin plazma trigliserit diizeyi agisindan anlamli farklilik
yaratmadigi gorilmustir (p>0,05). Her iki tir heterosiklik amini birlikte alan farelerde
kisa sire ile maruz kalanlarda plazma trigliserit diizeyi 1,0£0,07 mmol/L iken uzun
stireli maruz kalanlarda 0,7+0,08 mmol/L oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki

fark anlamh degildir (p>0,05).
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Sekil 4.5. Plazma trigliserit konsantrasyonlarinin gruplara gére ortalamasi. K: Yiksek
yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP igeren
diyet; M: Yiiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli,
kolesterol, PhIP ve MelQx igeren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k:
kisa slre heterosiklik amin, u: uzun silire heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmistir. a: Ayni
alim siiresindeki kontrol grubuna gore p<0,05 (Mann Whitney-U hipotez
testi uygulanmistir.) "sp>0,05.

Farelerin karaciger trigliserit diizeyleri incelendiginde kisa siireli heterosiklik
amin alan fareler arasinda kontrol grubuna gére anlamli bir farkliik olusmadigi
goralmastir (p=0,126) (Sekil 4.6.). Diyetle kisa sire heterosiklik amine maruz kalan
farelerden kontrol grubundakilerin karaciger trigliserit diizeyi 0,09+0,012 mmol/g
protein olarak bulunurken PhIP alan grubun 0,120,005 mmol/g protein, MelQx alan
grubun 0,09+0,014 mmol/g protein, hem PhIP hem MelQx tuirti heterosiklik aminleri
birlikte alan grubun karaciger trigliserit diizeyi ortalamasi 0,120,016 mmol/g protein

oldugu bulunmustur.
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Karaciger trigliserit dizeylerinin uzun sireli heterosiklik amin alan farelerde
de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli olmadigi gortlmustir (p=0,691).
Uzun sureli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama
karaciger trigliserit dizeyi 0,11+0,036 mmol/g protein iken, uzun sire PhIP alan
farelerin 0,08+0,006 mmol/g protein, MelQx tlrl heterosiklik amine maruz kalan
farelerin 0,090,009 mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx tiirinG birlikte alan
farelerin ortalama karaciger trigliserit duzeyinin 0,10+0,011mmol/g protein oldugu

gorilmustir.
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Sekil 4.6. Karaciger trigliserit konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi. K:
Yiksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet;
M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagli, kolesterol, PhIP
ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa stire heterosiklik amin,
u: uzun slre heterosiklik amin maruziyetini goéstermektedir. Non-parametrik Kruskal
Wallis testi uygulanmustir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir. a: Ayni
heterosiklik amin tirtiini kisa sire ile alan gruba gore p<0,05 (non-parametrik Mann
Whitney-U testi uygulanmistir). "p>0,05

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa
stireli kontrol diyeti alan farelerde 0,09+0,012 mmol/g protein iken uzun streli alan
farelerde 0,11+0,036 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri
heterosiklik aminin kisa sireli alan farelerin karaciger trigliserit dizeyleri uzun sire
ile alanlara gore anlamli sekilde yliksektir (kisa ve uzun sire icin sirasiyla; 0,12+0,005

mmol/ g protein ve 0,080,006 mmol/g protein, p=0,016). MelQx tiri heterosiklik
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aminleri kisa (0,090,014 mmol/g protein) veya uzun (0,09+0,009 mmol/g protein)
sure ile almanin karaciger trigliserit dizeyi agisindan anlamh farkhlik yaratmadigi
tespit edilmistir (p>0,05). Her iki tiir heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire
ile maruz kalanlarda karaciger trigliserit diizeyi 0,120,016 mmol/g protein iken uzun
streli maruz kalanlarda 0,10+0,011 mmol/g protein oldugu bulunmustur ve iki grup

arasindaki fark anlamh degildir (p>0,05).

Farelerin plazma VLDL dizeyleri incelendiginde kisa siireli heterosiklik amin
alan farelerde kontrol grubuna goére fark olusmadigi goérilmustir (p=0,080) (Sekil
4.7.). Diyetle kisa slre heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol
grubundakilerin plazma VLDL duzeyi 22,9+0,83 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan
grubun 26,4+0,86 mmol/L, MelQx alan grubun 23,8+0,62 mmol/L ve son olarak hem
PhIP hem MelQx tiiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 23,0£1,51

mmol/L olarak bulunmustur.

Benzer sekilde plazma VLDL diizeylerinin uzun sireli heterosiklik amin alan
farelerde de kontrol grubuna gore farkli olmadigi gérilmdistir (p=0,229). Uzun siireli
heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama plazma
VLDL duzeyi 21,4+2,05 mmol/L iken, uzun sure PhIP alan farelerin 24,8+0,78 mmol/L,
MelQx tiri heterosiklik amine maruz kalan farelerin 21,4+0,99 mmol/L, hem PhIP
hem de MelQx tlrind birlikte alan farelerin ortalama duzeyinin 22,2+1,07 mmol/L

oldugu saptanmistir.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa
stireli kontrol diyeti alan farelerde 22,9+0,83 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
21,4+2,05 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tirl heterosiklik aminin kisa
veya uzun silire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadig
gorulmustir (kisa ve uzun stire icin sirasiyla; 26,4+0,86 mmol/L ve 24,8+0,78 mmol/L).
Benzer sekilde MelQx tiru heterosiklik aminleri kisa (23,8+0,62 mmol/L) veya uzun
(21,440,99 mmol/L) sire ile almanin plazma VLDL diizeyi agisindan anlamli farkhlik
yaratmadigl saptanmistir (p>0,05). Her iki tlr heterosiklik amini birlikte alan

farelerde kisa sure ile maruz kalanlarda plazma VLDL diizeyi 23,0+1,51 mmol/L iken
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uzun sureli maruz kalanlarda 22,2+1,07 mmol/L oldugu bulunmustur ve iki grup

arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.7. Plazma VLDL konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi. K: Yiiksek
yagh, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP igeren
diyet; M: Yiiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli,
kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k:
kisa slre heterosiklik amin, u: uzun siire heterosiklik amin maruziyetini
gdstermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmustir. ikili
gruplarin karsilastirlmasinda non-parametrik Mann Whitney-U testi
uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.
"sp>0,05.

Farelerin karaciger VLDL dlizeyleri incelendiginde kisa sireli heterosiklik amin
alan fareler arasinda kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik olusmadigi géralmustir
(p=0,294) (Sekil 4.8.). Diyetle kisa siuire heterosiklik amine maruz kalan farelerden
kontrol grubundakilerin karaciger VLDL dlzeyi 0,15+0,03 mmol/g protein olarak
bulunurken; PhIP alan grubun 0,16%£0,02 mmol/g protein, MelQx alan grubun
0,1040,02 mmol/g protein, hem PhIP hem MelQx tiru heterosiklik aminleri birlikte
alan grubun karaciger VLDL dizeyi ortalamasi 0,11+0,03 mmol/g protein oldugu

bulunmustur.

Karaciger VLDL dizeylerinin uzun sireli heterosiklik amin alan farelerde de
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli olmadigi gérilmustir (p=0,366). Uzun
sureli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama

karaciger VLDL dizeyi 0,11+0,03 mmol/g protein iken, uzun sire PhIP alan farelerin
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0,10+0,01 mmol/g protein, MelQx turli heterosiklik amine maruz kalan farelerin
0,14+0,02 mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx tirini birlikte alan farelerin

ortalama karaciger VLDL diizeyinin 0,13+0,01 mmol/g protein oldugu saptanmistir.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet sliresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 0,15+0,03 mmol/g protein iken uzun sireli alan
farelerde 0,11+0,03 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri
heterosiklik aminin kisa veya uzun sire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir
fark yaratmadigi goralmustir (kisa ve uzun sire igin sirasiyla; 0,16+£0,02 mmol/ g

protein ve 0,10+0,01 mmol/g protein).
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Sekil 4.8. Karaciger VLDL konsantrasyonlarinin gruplara gére ortalamasi. K: Yiksek
yagl, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP igceren
diyet; M: Yiiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli,
kolesterol, PhIP ve MelQx igeren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k:
kisa slre heterosiklik amin, u: uzun silire heterosiklik amin maruziyetini
gdstermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmustir. ikili
gruplarin karsilastirilmasinda non-parametrik Mann Whitney-U testi
uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.
"sp>0,05.

MelQx tiri heterosiklik aminleri kisa (0,10+0,02 mmol/g protein) veya uzun
(0,14+0,02 mmol/g protein) sire ile almanin karaciger VLDL dizeyi agisindan anlamli
farkhlik yaratmadigi gorilmastir (p>0,05). Her iki tir heterosiklik amini birlikte alan

farelerde kisa stre ile maruz kalanlarda karaciger VLDL duzeyi 0,11+0,03 mmol/g
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protein iken uzun sureli maruz kalanlarda 0,13+0,01 mmol/g protein oldugu

bulunmustur ve iki grup arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05).

Farelerin plazma HDL diizeyleri incelendiginde kisa stireli heterosiklik amin
alan farelerde kontrol grubuna goére fark olusmadigi gortlmustir (p=0,134) (Sekil
4.9.). Diyetle kisa sire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol
grubundakilerin plazma HDL dlzeyi 0,284+0,03 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,204+0,02 mmol/L, MelQx alan grubun 0,250+0,00 mmol/L ve son olarak
hem PhIP hem MelQx tiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi

0,236+0,02 mmol/L olarak bulunmustur.

Benzer sekilde plazma HDL dizeylerinin uzun siireli heterosiklik amin alan
farelerde de kontrol grubuna gore farkli olmadigi saptanmistir (p=0,280). Uzun sireli
heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama plazma HDL
dlzeyi 0,152+0,01 mmol/L iken, uzun siire PhIP alan farelerin 0,210+0,01 mmol/L,
MelQx turl heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,216+0,04 mmol/L, hem PhIP
hem de MelQx tirlini birlikte alan farelerin ortalama diizeyinin 0,160+0,01 mmol/L

oldugu gorilmdistar.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet slresinin etkileri incelendiginde kisa
sureli kontrol diyeti alan farelerde (0,284+0,03 mmol/L) uzun siireli alan farelere gére
(0,152+0,01 mmol/L) anlamli sekilde yiksek oldugu bulunmustur (p=0,029). Benzer
sekilde PhIP tiiri heterosiklik aminin kisa veya uzun sire ile alinmasinin istatistiksel
olarak farkli oldugu gorilmustir (kisa ve uzun siire icin sirasiyla; 0,204+0,02 mmol/L
ve 0,210+0,01 mmol/L, p<0,001). MelQx turi heterosiklik aminleri kisa (0,250+0,00
mmol/L) veya uzun (0,216+0,04 mmol/L) sure ile almanin plazma HDL dizeyi
acisindan anlamli farklihk yaratmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Her iki tir
heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire ile maruz kalanlarda plazma HDL
dizeyi 0,236+0,02 mmol/L iken uzun sireli maruz kalanlarda 0,160+0,01 mmol/L
oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir

(p=0,014).
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Sekil 4.9. Plazma HDL konsantrasyonlarinin gruplara gére ortalamasi. K: Ylksek
yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yuksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M:
Yiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol, PhIP ve
MelQx igeren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa siire heterosiklik amin, u:
uzun sure heterosiklik amin maruziyetini géstermektedir. Non-parametrik Kruskal
Wallis testi uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir. a:
Ayni heterosiklik amin turini kisa siire ile alan gruba gore p<0,05 (non-parametrik
Mann Whitney-U testi uygulanmistir). "p>0,05

Farelerin karaciger HDL diizeyleri incelendiginde kisa sireli heterosiklik amin
alan fareler arasinda kontrol grubuna gére anlamli bir farklilik olusmadigi gérilmastir
(p=0,226) (Sekil 4.10.). Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden
kontrol grubundakilerin karaciger HDL diizeyi 0,034+0,005 mmol/g protein olarak
bulunurken PhIP alan grubun 0,030+0,009 mmol/g protein, MelQx alan grubun
0,033+0,001 mmol/g protein, hem PhIP hem MelQx tlri heterosiklik aminleri birlikte
alan grubun karaciger HDL dizeyi ortalamasi 0,023+0,001 mmol/g protein oldugu

bulunmustur.

Uzun sireli heterosiklik amin alan farelerde karaciger HDL dlizeyleri arasinda
anlamh bir farklihk oldugu goridlmistir (p=0,025). Gruplar incelendiginde kontrol
grubunun ortalama karaciger HDL dlzeyi 0,016+0,001 mmol/g protein iken, uzun
stre PhIP alan farelerin 0,022+0,002 mmol/g protein (p=0,027), MelQx turi

heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,022+0,002 mmol/g protein (p=0,016), hem
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PhIP hem de MelQx tirinu birlikte alan farelerin ortalama karaciger HDL diizeyinin

0,026+0,001 mmol/g protein oldugu tespit edilmistir.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 0,033+0,005 mmol/g protein iken uzun sireli alan
farelerde 0,015+0,001 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri
heterosiklik aminin kisa veya uzun sire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir
fark yaratmadigi goértlmustir (kisa ve uzun sure igin sirasiyla; 0,030+0,009 mmol/g

protein ve 0,022+0,002 mmol/g protein).
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Sekil 4.10. Karaciger HDL konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi. K: Yiiksek
yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yuksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M:
Yiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol, PhIP ve
MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa slire heterosiklik amin, u:
uzun slre heterosiklik amin maruziyetini géstermektedir. Non-parametrik Kruskal
Wallis testi uygulanmustir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir. a: Ayni
heterosiklik amin tirtiini kisa sire ile alan gruba gore p<0,05 (non-parametrik Mann
Whitney-U testi uygulanmistir). "p>0,05

Benzer sekilde MelQx turi heterosiklik aminleri kisa (0,033+0,001 mmol/g
protein) veya uzun (0,022+0,002 mmol/g protein) sire ile almanin karaciger HDL
diizeyi agisindan anlamh farklilk yaratmadig gortlmustir (p>0,05). Her iki tir
heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa sire ile maruz kalanlarda karaciger HDL

dizeyi 0,023+0,001 mmol/g protein iken uzun sureli maruz kalanlarda 0,026+0,001
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mmol/g protein oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark anlaml degildir

(p>0,05).

Farelerin plazma LDL dizeyleri incelendiginde kisa sireli heterosiklik amin
alan farelerde kontrol grubuna goére fark olusmadigi gorilmustir (p=0,951) (Sekil
4.11.). Diyetle kisa sire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol
grubundakilerin plazma LDL diizeyi 0,7+0,02 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,8+0,08 mmol/L, MelQx alan grubun 0,9+0,25 mmol/L ve son olarak hem
PhIP hem MelQx tiirl heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 0,8+£0,07

mmol/L olarak bulunmustur.

Benzer sekilde plazma LDL dizeylerinin uzun streli heterosiklik amin alan
farelerde de kontrol grubuna goére farkl olmadigi gérilmustir (p=0,070). Uzun sireli
heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama plazma LDL
dizeyi 0,9+0,02 mmol/L iken, uzun sire PhIP alan farelerin 0,620,08 mmol/L, MelQx
turd heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,7+0,07 mmol/L, hem PhIP hem de
MelQx turunt birlikte alan farelerin ortalama duzeyinin 0,7£0,03 mmol/L oldugu

saptanmistir.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet slresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 0,7+0,02 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
0,940,02 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri heterosiklik aminin kisa
veya uzun silre ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi
gorulmustir (kisa ve uzun sire igin sirasiyla; 0,8+0,08 mmol/L ve 0,620,08 mmol/L).
Benzer sekilde MelQx tiirt heterosiklik aminleri kisa (0,9+0,25 mmol/L) veya uzun
(0,720,07 mmol/L) sure ile almanin plazma LDL dizeyi agisindan anlamli farkllik
yaratmadigi gorilmustir (p>0,05). Her iki tir heterosiklik amini birlikte alan farelerde
kisa siire ile maruz kalanlarda plazma LDL dizeyi 0,8+0,07 mmol/L iken uzun sureli
maruz kalanlarda 0,7+0,03 mmol/L oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark

anlamh degildir (p>0,05).
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Sekil 4.11. Plazma LDL konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi. K: Yiiksek
yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yaglh, kolesterol ve PhIP iceren
diyet; M: Ylksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli,
kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan
k: kisa slire heterosiklik amin, u: uzun sire heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmustir. ikili
gruplarin karsilastirlmasinda non-parametrik Mann Whitney-U testi
uygulanmustir. istatistiksel anlamlihk p<0,05 olarak kabul edilmistir.
"$p>0,05.

Farelerin karaciger LDL dizeyleri incelendiginde kisa siireli heterosiklik amin
alan fareler arasinda kontrol grubuna gére anlamli bir farklilik olusmadigi gérilmdastir
(p=0,341) (Sekil 4.12.). Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden
kontrol grubundakilerin karaciger LDL diizeyi 0,070,006 mmol/g protein olarak
bulunurken PhIP alan grubun 0,09+0,010 mmol/g protein, MelQx alan grubun
0,08+0,006 mmol/g protein, hem PhIP hem MelQx tiir( heterosiklik aminleri birlikte
alan grubun karaciger LDL duzeyi ortalamasi 0,080,004 mmol/g protein oldugu

bulunmustur.

Uzun siireli heterosiklik amin alan farelerde karaciger LDL diizeyleri arasinda
anlaml bir farkhlik olmadigi gortilmustir (p=0,100). Gruplar incelendiginde kontrol
grubunun ortalama karaciger LDL diizeyi 0,100,006 mmol/g protein iken, uzun sire
PhIP alan farelerin 0,08+0,001 mmol/g protein, MelQx turi heterosiklik amine maruz
kalan farelerin 0,100,006 mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx tlrini birlikte

alan farelerin ortalama karaciger LDL diizeyinin 0,09+0,003 mmol/g protein oldugu

saptanmistir.
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Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 0,070,006 mmol/g protein iken uzun sireli alan
farelerde 0,10+0,006 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p<0,001). PhIP tir
heterosiklik aminin kisa veya uzun sire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir
fark yaratmadigi gorulmustir (kisa ve uzun sire igin sirasiyla; 0,09+0,010 mmol/g
protein ve 0,080,001 mmol/g protein). MelQx tiri heterosiklik aminlerin kisa
(0,08+0,006 mmol/g protein) siire ile aliminin uzun (0,100,006 mmol/g protein) siire
ile ahm ile karsilastirildiginda karaciger LDL diizeyinin daha dusilik oldugu gérilmustir
(p<0,001). Her iki tir heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire ile maruz
kalanlarda karaciger LDL duzeyi 0,08+0,004 mmol/g protein iken uzun sureli maruz
kalanlarda 0,09+0,003 mmol/g protein oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark

anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.12. Karaciger LDL konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi. K: Yiksek
yagli, kolesterol igceren diyet; P: Ylksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M:
Yiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagl, kolesterol, PhIP ve
MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa siire heterosiklik amin,
u: uzun siire heterosiklik amin maruziyetini gostermektedir. Non-parametrik Kruskal
Wallis testi uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir. a:
Ayni heterosiklik amin tirini kisa siire ile alan gruba gore p<0,05 (non-parametrik
Mann Whitney-U testi uygulanmistir). "p>0,05
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Farelerin plazma Apo Al diizeyleri incelendiginde kisa siireli heterosiklik amin
alan farelerde kontrol grubuna goére fark olusmadigi gortlmustir (p=0,415) (Sekil
4.13.). Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol
grubundakilerin plazma Apo A1l dizeyi 0,0020+0,00 mmol/L olarak bulunurken PhIP
alan grubun 0,0018+0,00 mmol/L, MelQx alan grubun 0,0016+0,00 mmol/L ve son
olarak hem PhIP hem MelQx tuiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi

0,0014+0,00 mmol/L olarak bulunmustur.

Benzer sekilde plazma Apo Al dizeylerinin uzun siireli heterosiklik amin alan
farelerde de kontrol grubuna gore farkli olmadigi gortlmustir (p=0,303). Uzun sireli
heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama plazma Apo
A1l dizeyi 0,0020+0,00 mmol/L iken, uzun stire PhIP alan farelerin 0,0018+0,00
mmol/L, MelQx turi heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,0025+0,00 mmol/L,
hem PhIP hem de MelQx tirini birlikte alan farelerin ortalama dlzeyinin

0,0027+0,00 mmol/L oldugu tespit edilmistir.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet slresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 0,0020+0,00 mmol/L iken uzun sireli alan
farelerde 0,0020+0,00 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri heterosiklik
aminin kisa veya uzun siire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir fark
yaratmadigi gorilmustir (kisa ve uzun sire icin sirasiyla; 0,0018+0,00 mmol/L ve
0,0018+0,00 mmol/L). Benzer sekilde MelQx turi heterosiklik aminleri kisa
(0,0016+0,00 mmol/L) veya uzun (0,0025+0,00 mmol/L) sire ile almanin plazma Apo
A1l dizeyi agisindan anlamh farklhihk yaratmadigi goriilmustir (p>0,05). Her iki tlr
heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire ile maruz kalanlarda plazma Apo Al
dizeyi 0,0014+0,00 mmol/L iken uzun sireli maruz kalanlarda 0,0027+0,00 mmol/L
oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir

(p=0,015).
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Sekil 4.13. Plazma Apo Al konsantrasyonlarinin gruplara gére ortalamasi. K: Yiksek
yagh, kolesterol igeren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M:
Yiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol, PhIP ve
MelQx igeren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa siire heterosiklik amin, u:
uzun slre heterosiklik amin maruziyetini géstermektedir. Non-parametrik Kruskal
Wallis testi uygulanmistir. istatistiksel anlamhlik p<0,05 olarak kabul edilmistir. a:
Ayni heterosiklik amin tlrlinG kisa sire ile alan gruba gore p<0,05 (non-parametrik
Mann Whitney-U testi uygulanmistir)

Farelerin karaciger Apo Al dizeyleri incelendiginde kisa siireli heterosiklik
amin alan fareler arasinda kontrol grubuna gére anlaml bir farklilik olusmadigi
goralmastir (p=0,179) (Sekil 4.14.). Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan
farelerden kontrol grubundakilerin karaciger Apo Al dizeyi 0,0024+0,0 mmol/g
protein olarak bulunurken PhIP alan grubun 0,0025+0,00 mmol/g protein, MelQx
alan grubun 0,0023+0,00 mmol/g protein, hem PhIP hem MelQx tiirii heterosiklik
aminleri birlikte alan grubun karaciger Apo Al diizeyi ortalamasi 0,0018+0,00 mmol/g

protein oldugu bulunmustur.

Uzun siireli heterosiklik amin alan farelerde karaciger Apo Al dizeyleri
arasinda anlaml bir farklilik olmadigi saptanmistir (p=0,518). Gruplar incelendiginde
kontrol grubunun ortalama karaciger Apo Al duzeyi 0,0020+0,00 mmol/g protein
iken, uzun sure PhIP alan farelerin 0,0020+0,00 mmol/g protein, MelQx tiri

heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,0025+0,00 mmol/g protein, hem PhIP hem
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de MelQx tlrini birlikte alan farelerin ortalama karaciger Apo Al dizeyinin

0,0021+0,00 mmol/g protein oldugu gorilmustr.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa
strreli kontrol diyeti alan farelerde 0,0024+0,00 mmol/g protein iken uzun sireli alan
farelerde 0,0020+0,00 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri
heterosiklik aminin kisa veya uzun sire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir
fark yaratmadigi gértlmustir (kisa ve uzun sure igin sirasiyla; 0,0025+0,00 mmol/g
protein ve 0,0020+0,00 mmol/g protein). Benzer sekilde MelQx tiri heterosiklik
aminleri kisa (0,0023+0,00 mmol/g protein) veya uzun (0,0025+0,00 mmol/g protein)
sure ile almanin karaciger Apo Al diizeyi agisindan anlamli farklilik yaratmadigi tespit
edilmistir (p>0,05). Her iki tir heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire ile
maruz kalanlarda karaciger Apo Al dizeyi 0,0018+0,00 mmol/g protein iken uzun
streli maruz kalanlarda 0,0021+0,00 mmol/g protein oldugu bulunmustur ve iki grup

arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.14. Karaciger Apo Al konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi. K:
Yiiksek yagh, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP
iceren diyet; M: Yiksek yagh, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM:
Yiiksek yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin
yaninda yer alan k: kisa siire heterosiklik amin, u: uzun sire heterosiklik amin
maruziyetini gostermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi
uygulanmustir. ikili gruplarin karsilastirilmasinda non-parametrik Mann
Whitney-U testi uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul
edilmistir. "p>0,05.
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Farelerin plazma Apo B diizeyleri incelendiginde kisa sireli heterosiklik amin
alan farelerde kontrol grubuna goére fark olusmadigi gortlmustir (p=0,440) (Sekil
4.15.). Diyetle kisa sire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol
grubundakilerin plazma Apo B diizeyi 0,3+0,02 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,3+0,03 mmol/L, MelQx alan grubun 0,4+0,02 mmol/L ve son olarak hem
PhIP hem MelQx tiirl heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 0,4£0,01

mmol/L olarak bulunmustur.

Benzer sekilde plazma Apo B diizeylerinin uzun siireli heterosiklik amin alan
farelerde de kontrol grubuna gore farkli olmadigi gortlmustir (p=0,076). Uzun sireli
heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama plazma Apo
B diizeyi 0,4+0,02 mmol/L iken, uzun stre PhIP alan farelerin 0,4+0,01 mmol/L, MelQx
tlrt heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,3+0,00 mmol/L, hem PhIP hem de
MelQx tirini birlikte alan farelerin ortalama diizeyinin 0,3+0,01 mmol/L oldugu

tespit edilmistir.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet slresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 0,3+0,02 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
0,4+0,02 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri heterosiklik aminin kisa
veya uzun slre ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi
gorulmustir (kisa ve uzun sure icin sirasiyla; 0,3+0,03 mmol/L ve 0,4+0,01 mmol/L).
Benzer sekilde MelQx tirt heterosiklik aminleri kisa (0,4+0,02 mmol/L) veya uzun
(0,3+0,00 mmol/L) sire ile almanin plazma Apo B duzeyi agisindan anlamli farkhlik
yaratmadigl saptanmistir (p>0,05). Her iki tir heterosiklik amini birlikte alan
farelerde kisa sire ile maruz kalanlarda plazma Apo B duzeyi 0,4+0,01 mmol/L iken
uzun sureli maruz kalanlarda 0,3+0,01 mmol/L oldugu bulunmustur ve iki grup

arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.15. Plazma Apo B konsantrasyonlarinin gruplara gére ortalamasi. K: Yiksek
yagh, kolesterol igeren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren
diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli,
kolesterol, PhIP ve MelQx igeren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan
k: kisa slire heterosiklik amin, u: uzun sire heterosiklik amin maruziyetini
gdstermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmustir. ikili
gruplarin karsilastirlmasinda non-parametrik Mann Whitney-U testi
uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.
"sp>0,05.

Farelerin karaciger Apo B dlizeyleri incelendiginde kisa siireli heterosiklik amin
alan fareler arasinda kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik olusmadigi gérilmdistir
(p=0,191) (Sekil 4.16.). Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden
kontrol grubundakilerin karaciger Apo B dlizeyi 0,01+0,000 mmol/g protein olarak
bulunurken PhIP alan grubun 0,02+0,001 mmol/g protein, MelQx alan grubun
0,01+0,001 mmol/g protein, hem PhIP hem MelQx tiir(i heterosiklik aminleri birlikte
alan grubun karaciger Apo B diizeyi ortalamasi 0,010,001 mmol/g protein oldugu

bulunmustur.

Uzun siireli heterosiklik amin alan farelerde karaciger Apo B diizeyleri arasinda
anlamli bir farkhlik olmadigi tespit edilmistir (p=0,823). Gruplar incelendiginde
kontrol grubunun ortalama karaciger Apo B diizeyi 0,020,006 mmol/g protein iken,
uzun stre PhIP alan farelerin 0,010,000 mmol/g protein, MelQx tiri heterosiklik
amine maruz kalan farelerin 0,01+0,001 mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx
tlrlnG birlikte alan farelerin ortalama karaciger Apo B diizeyinin 0,01+0,001 mmol/g

protein oldugu gorilmustir.
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Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 0,010,000 mmol/g protein iken uzun sireli alan
farelerde 0,020,006 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiri
heterosiklik aminin kisa veya uzun sire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamli bir
fark yaratmadigi gorulmustir (kisa ve uzun sire igin sirasiyla; 0,020,001 mmol/g
protein ve 0,01+0,000 mmol/g protein). Benzer sekilde MelQx tlrl( heterosiklik
aminleri kisa (0,01+0,001 mmol/g protein) veya uzun (0,01+0,001 mmol/g protein)
sure ile almanin karaciger Apo B diizeyi agisindan anlamli farkhlik yaratmadigi
saptanmistir (p>0,05). Her iki tiir heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa sire ile
maruz kalanlarda karaciger Apo B diizeyi 0,01+0,001 mmol/g protein iken uzun sureli
maruz kalanlarda 0,01+0,001 mmol/g protein oldugu bulunmustur ve iki grup

arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.16. Karaciger Apo B konsantrasyonlarinin gruplara gére ortalamasi. K:
Yiksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagh, kolesterol ve PhIP
iceren diyet; M: Yiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM:
Yiksek yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx igeren diyet. Grup kodlarinin
yaninda yer alan k: kisa slire heterosiklik amin, u: uzun siire heterosiklik
amin maruziyetini gostermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis testi
uygulanmustir. ikili gruplarin karsilastirilmasinda non-parametrik Mann
Whitney-U testi uygulanmistir. istatistiksel anlamhlik p<0,05 olarak
kabul edilmistir. "p>0,05.

Farelerin plazma (Tablo 4.3.) ve karacigerdeki (Tablo 4.4.) biyokimyasal

parametrelerinin ortalama degerleri ayrintili olarak gosterilmistir.
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HAA Alim K P M PM _oox
Parametre (Plazma) L P1 degeri L
Suresi X + Sx X £ Sx X + Sx X + Sx faktori
Kisa (k) 1,2+0,00 1,4+0,14 1,4+0,26 1,3+0,08 0,066 1,369
Total Kolesterol (mmol/L)
Uzun (u) 1,31£0,05 1,2+0,06 1,240,14 1,1+0,07 0,074 1,249
P2 degeri 1,000 0,451 1,000 0,074 -- --
X? faktoéri 2,500 4,500 12,000 1,500 -- --
Kisa (k) 0,8%£0,01 1,0+0,25 1,2+0,22 1,0+0,07 0,444 2,675
Trigliserit (mmol/L)
Uzun (u) 1,240,11 0,8+0,12° 0,7+0,09? 0,7+0,08 0,037* 8,489
P2 degeri 0,190 0,286 0,095 0,114 -- --
X2 faktori 1,000 5,000 4,000 1,000 -- --
Kisa (k) 22,910,83 26,4%0,86 23,810,62 23,0+1,51 0,080 6,750
VLDL (mmol/L)
Uzun (u) 21,4+2,05 24,8+0,78 21,4+0,99 22,2+1,07 0,229 4,322
P2 degeri 0,690 0,310 0,151 0,905 -- --
X2 faktoru 10,000 7,000 5,000 9,000 -- --
Kisa (k) 0,284+0,03 0,204+0,02 0,250+0,00 0,236%0,02 0,134 5,573
HDL (mmol/L) b b b
Uzun (u) 0,152+0,01 0,210+0,01 0,216+0,04 0,160+0,01 0,280 3,836
P2 degeri 0,029* <0,001* 0,857 0,014* -- --
X2 faktoru 0,000 1,000 4,000 4,197 -- --

K: Yuksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Veriler ortalama + standart hata (X + Sx) olarak gosterilmistir. P1: Gruplar arasinda Kruskal Wallis hipotez testi uygulanmistir. P2: Kisa ve

uzun dénem arasinda Mann Whitney-U hipotez testi uygulanmistir. @: Ayni heterosiklik amin tiiriinii kisa siire ile alan gruba gére p<0,05 (non-parametrik Mann

Whitney-U testi uygulanmistir). b, Ayni alim siiresindeki kontrol grubuna gére p<0,05 (non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir).



Tablo 4.3. (Devam) Plazma 6rneklerindeki lipid ve lipoprotein profili parametrelerinin gruplara gore ortalama dizeyleri

Parametre HAA Alm K P M PM
P1 degeri X? faktorii
(Plazma) Suresi X + Sx X + Sx X + Sx X + Sx
Kisa (k) 0,710,02 0,8+0,08 0,910,25 0,8%£0,07 0,951 0,349
LDL (mmol/L)
Uzun (u) 0,9+0,02 0,6+0,08 0,7+0,07 0,7+0,03 0,070 7,068
P2 degeri 0,133 0,533 0,486 0,486 - -
X2 faktori 0,000 2,000 5,000 5,000 - --
Kisa (k) 0,0020+0,00 0,0018+0,00 0,0016+0,00 0,0014+0,00 0,415 2,851
APO A1 (mmol/L)
Uzun (u)  0,0020£0,00  0,0018+0,00  0,0025+0,00  0,0027+0,00° 0,303 3,639
P2 degeri 0,530 0,917 0,222 0,015* -- -
X2 faktori 9,000 11,500 6,000 0,000 - -
Kisa (k) 0,3+0,02 0,3+0,03 0,4+0,02 0,4+0,01 0,440 2,701
APO B (mmol/L)
Uzun (u) 0,4+0,02 0,4+0,01 0,3+0,00 0,3+0,01 0,076 6,864
P2 degeri 0,139 0,800 1,000 0,071 -- -
X2 faktori 0,000 2,000 7,500 1,000 - -

K: Yuksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Veriler ortalama + standart hata (X % Sx) olarak gosterilmistir. P1: Gruplar arasindaki karsilastirmada non-parametrik, Kruskal Wallis testi
uygulanmstir. P2: Kisa ve uzun dénem arasindaki karsilastirmada non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmustir. @: Ayni heterosiklik amin tiiriini kisa siire ile
alan gruba gére p<0,05 (non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir.) *istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.



Tablo 4.4. Karaciger drneklerindeki lipid ve lipoprotein profili parametrelerinin gruplara gore ortalama dizeyleri
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5 HAA Alm K P M PM . -
Parametre (Karaciger) . _ _ _ _ Pldegeri X faktorii
Suresi X £ Sx X £ Sx X £ Sx X £ Sx
Total Kolesterol (mmol/g Kisa (k) 0,11+0,006 0,14%0,013 0,130,012 0,14+0,013 0,631 1,729
protein) Uzun(u)  0,110,009° 0,13:0,001  0,12¢0,003  0,13#0,005 0,097 6,327
P2 degeri <0,001* 1,000 0,629 0,800 - --
X? faktor 1,000 6,000 4,000 3,000 -- --
Kisa (k) 0,09+0,012 0,12+0,005 0,09+0,014 0,12+0,016 0,126 5,728
Trigliserit (mmol/g protein)
Uzun(u) 0,110,036 0,08t0,006° 0,09+t0,009  0,10+0,011 0,691 1,462
P2 degeri 0,800 0,016* 0,786 0,686 - --
X? faktor 2,000 1,000 6,000 6,000 -- --
. Kisa (k) 0,15+0,03 0,16+0,02 0,10+0,02 0,11+0,03 0,294 3,717
VLDL (mmol/g protein)
Uzun (u) 0,11+0,03 0,10+0,01 0,14+0,02 0,13+0,01 0,366 3,170
P2 degeri 0,400 0,095 0,249 0,325 -- --
X? faktor 8,000 4,000 6,500 5,500 -- --
Kisa (k) 0,034+0,005 0,030+0,009 0,033+0,001 0,023+0,001 0,226 4,356
HDL (mmol/g protein) b b
Uzun(u)  0,015+0,001 0,022+0,002° 0,022+0,002° 0,026+0,001 0,025* 9,369
P2 degeri 0,133 0,434 0,095 0,348 -- --
X? faktori 0,000 2,500 0,000 1,500 -- --

K: Yiksek yagl, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagl, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Veriler ortalama + standart hata (X + Sx) olarak gdsterilmistir. P1: Kruskal Wallis hipotez testi uygulanmistir. P2: Kisa ve uzun dénem

arasindaki karsilastirmada non-parametrik Mann Whitney-U hipotez testi uygulanmstir. 2: Ayni heterosiklik amin tiriini kisa siire ile alan gruba gore p<0,05 (non-

parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir). b, Ayni alim siiresindeki kontrol grubuna gére p<0,05 (non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir).



Tablo 4.4. (Devam) Karaciger 6rneklerindeki lipid ve lipoprotein profili parametrelerinin gruplara gore ortalama dizeyleri
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HAA Alim K P M PM
Parametre (Karaciger) _ _ _ _ P1 degeri X2 faktérii
Siiresi X + Sx X+ Sx X £ Sx X £ Sx
Kisa (k) 0,07+0,006 0,09+0,010 0,08+0,006 0,08+0,004 0,341 3,351
LDL (mmol/g protein)
Uzun (u) 0,10+0,006° 0,080,001 0,10+0,006°  0,09+0,003 0,100 6,240
P2 degeri <0,0001* 1,000 <0,0001* 0,267 - --
X2 faktori 0,000 4,000 0,000 1,000 - -
Kisa (k) 0,0024+0,00 0,0025+0,00 0,0023+0,00 0,0018+0,00 0,179 4,899
APO A1 (mmol/g protein)
Uzun (u) 0,0020£0,00 0,0020+0,00 0,0025+0,00 0,0021+0,00 0,518 2,273
P2 degeri 0,172 0,293 0,690 0,222 - -
X2 faktoru 5,500 7,000 10,000 6,000 - --
Kisa (k) 0,01+0,000 0,020,001 0,01+0,001 0,01+0,001 0,191 4,748
APOB (mmol/g protein) =, 0,0240,006  0,01#0,000 0,010,001  0,01+0,001 0,823 0,910
P2 degeri 0,806 0,057 0,589 1,000 - -
X2 faktoru 4,000 0,000 4,000 2,500 - --

K: Yuksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Veriler ortalama + standart hata (X * Sx) olarak gosterilmistir. P1: Gruplar arasindaki karsilastirmada non-parametrik, Kruskal Wallis testi
uygulanmustir. P2: Kisa ve uzun dénem arasindaki karsilastirmada non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmustir. *istatistiksel anlamlilik p<0,0001 olarak kabul

edilmistir. 2: Ayni heterosiklik amin tiiriinii kisa siire ile alan gruba gore p<0,05 (non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmustir)
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Farelerin plazma kolesterol ve lipoprotein bulgularindan hesaplanan cesitli
aterojenik risk belirtegleri oranlarinin gruplara gore degisimi Sekil 4.17., 4.18 ve 4.19.da
gosterilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde plazma non-HDL diizeyinin ve total
kolesterol-HDL oraninin maruz kalinan heterosiklik amin turiinden ve alim siresinden

etkilenmedigi gorilmustir (p>0,05).
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Sekil 4.17. Plazma non-HDL diizeyi ve total kolesterol-HDL oranlarinin gruplara gore
ortalamasi. A: Ortalama plazma non-HDL konsantrasyonu. B: Ortalama plazma
Total Kolesterol/HDL konsantrasyonu. K: Yuksek yagli, kolesterol iceren diyet;
P: Yuksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve
MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagl, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet.
Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa silire heterosiklik amin, u: uzun siire
heterosiklik amin maruziyetini gostermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis
testi uygulanmistir. ikili gruplarin karsilastirnlmasinda non-parametrik Mann
Whitney-U testi uygulanmistir. istatistiksel anlamhlik p<0,05 olarak kabul
edilmistir. "p>0,05.

LDL- HDL orani ve Apo B-Apo Al orani hem kisa hem de uzun siire heterosiklik amin
alan gruplarda kontrol grubuna benzerdir (Sekil 4.18.). Ayrica ayni tir heterosiklik amin alan

farelerde de bu parametrelerin oranlarinin farkli olmadigi goértlmiustir (p>0,05).
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Sekil 4.18. Plazma LDL-HDL orani ve ApoB/Apo A1l oraninin gruplara gére ortalamasi. A:
LDL-HDL orani B: Apo B/Apo Al orani. K: Yiiksek yagl, kolesterol iceren diyet;
P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiksek yagh, kolesterol ve
MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagl, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet.
Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa siire heterosiklik amin, u: uzun siire
heterosiklik amin maruziyetini géstermektedir. Non-parametrik Kruskal Wallis
testi uygulanmistir. ikili gruplarin karsilastirilmasinda non-parametrik Mann
Whitney-U testi uygulanmustir. istatistiksel anlamliik p<0,05 olarak kabul
edilmistir. "p>0,05.

Diyetin aterojenik indeksi kisa slire heterosiklik amin alan gruplarda kontrol grubuna
benzerdir (Sekil 4.20). Ancak uzun siire heterosiklik amin alan gruplardan sadece MelQx
tirh heterosiklik amin aliminin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak disitk oldugu
bulunmustur (p=0,020). Farkh tirde heterosiklik amin alan gruplarin hesaplanan
kardiyovaskiiler risk belirtegleri agisindan her grubun ortalama degerleri Tablo 4.5.de

gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Plazma aterojenik indeksi ve aterojenik katsayinin gruplara gore ortalamasi.
A: Plazma aterojenik indeksi. B: Aterojenik katsayi. K: Yiksek yagl, kolesterol
iceren diyet; P: Yiksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiksek yagl,
kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx
iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa siire heterosiklik amin, u:
uzun sure heterosiklik amin maruziyetini godstermektedir. Non-parametrik
Kruskal Wallis testi uygulanmustir. istatistiksel anlamhlik p<0,05 olarak kabul
edilmistir. a: Ayni alim siresindeki kontrol grubuna gore p<0,05 (non-
parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir)."p>0,05.

Kardiyovaskiler hastalik riskini gosteren bazi parametre ve indekslerin gruplara
gore ortalama degerleri hem kisa sireli hem de uzun sireli heterosiklik aminlere maruz

kalan gruplarin kontrol gruplari ile karsilastiriimasi Tablo 4.5. de ayrintili olarak verilmistir.



Tablo 4.5. Kardiyovaskiiler hastalik riskini gosteren bazi parametre ve indekslerin gruplara gore ortalama degerleri
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Parametre (Plazma) HAA Alim K P M PM Pdegeri X2 faktorii
Siiresi
Kisa (k) 1,3+0,41 1,1+0,37 0,9+0,05 1,1+0,10 0,726 1,311
Non-HDL
Uzun (u) 1,1+0,00 1,1+0,05 1,0+0,12 0,9+0,04 0,322 3,493
Kisa (k) 5,4+0,90 6,8+2,30 4,610,20 5,5+0,55 0,647 1,653
Total Kolesterol/HDL
Uzun (u) 7,7+0,32 6,2+0,15 5,8+0,91 6,4+0,38 0,174 4,963
Kisa (k) 2,8+0,09 3,8+0,10 3,7+0,90 2,1+1,07 0,407 2,903
LDL/HDL
Uzun (u) 4,3+1,45 3,4+0,60 2,5+1,25 4,3+0,03 0,201 4,633
Kisa (k) 5,2+0,13 5,5+0,20 6,1+0,80 8,610,00 0,217 4,462
Apo B/Apo Al
Uzun (u) 6,310,85 5,0+0,00 4,9+0,40 4,7+0,10 0,254 4,071
Kisa (k) 0,4+0,08 0,6%0,06 0,7+0,14 0,6x0,06 0,174 4,977
Plazma Aterojenik
indeksi Uzun (u) 0,9+0,06 0,6+0,00 0,5+0,06° 0,610,05 0,045* 8,593
Kisa (k) 2,7+1,66 3,5+0,00 3,610,20 4,0+0,20 0,608 1,831
Aterojenik Katsayi
Uzun (u) 3,4+3,35 2,5£2,50 3,5+0,09 4,8+0,00 0,908 0,548

K: Yuksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Veriler ortalama + standart hata (X % Sx) olarak gosterilmistir. P1: Gruplar arasindaki karsilastirmada non-parametrik, Kruskal Wallis testi
uygulanmustir. P2: Kisa ve uzun dénem arasindaki karsilastirmada non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir. *istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul

edilmistir. 2: Ayni alim siiresindeki kontrol grubuna gore p<0,05 (non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmuistir).
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4.2.2 Endotel Disfonksiyon ile iliskili Parametreler

Farelerde endotel disfonksiyon belirteci olarak plazmada VCAM-1 ve ICAM-1

seviyeleri Tablo 4.6.’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Plazmada endotel disfonksiyon parametrelerinin gruplara gore ortalama
degerleri

Parametre

HAAAIm K P M PM P1 X2
(Plazma) Siiresi X + Sx X + Sx X + Sx X + Sx degeri faktorii
VCAM-1 Kisa (k) 13,8+0,42 15,5+0,50 14,9+0,40 15,2+0,11 0,067 7,159
(mmol/L)  Uzun(u) 14,0%0,34 13,2+0,26 12,4+0,38 12,3+0,45 0,054 7,630
P2 degeri 1,000 0,100 0,100 0,057 - -

X2 faktodrii 4,000 0,000 0,000 0,000 - -
ICAM-1 Kisa (k) 20,4+0,35 22,6%0,74 21,4+0,55 22,5+0,09 0,061 7,372
(mmol/L)  Uzun(u) 20,8+0,60 18,8+0,32 19,0+0,50 18,0+0,81 0,118 5,878

P2 degeri 0,700 0,100 0,074 0,200 - -

X2 faktori 3,000 0,000 0,500 0,000 - -

K: Yiksek yagh, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yaglh, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiksek yagl,
kolesterol ve MelQx igeren diyet; PM: Yiiksek yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Veriler ortalama
+ standart hata (X * Sx) olarak gésterilmistir. P1: Gruplar arasindaki karsilastirmada non-parametrik, Kruskal
Wallis testi uygulanmistir. P2: Kisa ve uzun donem arasindaki karsilastirmada non-parametrik Mann Whitney-
U testi uygulanmistir. *istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Farelerin plazma VCAM-1 diizeyleri incelendiginde kisa stireli heterosiklik amin alan
farelerde kontrol grubuna gore fark olusmadigi gortlmuastir (p=0,067) (Sekil 4.20.). Diyetle
kisa slire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin plazma VCAM-
1 diizeyi 13,8+0,42 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun 15,5+0,50 mmol/L, MelQx
alan grubun 14,9+0,40 mmol/L ve son olarak hem PhIP hem MelQx tiri heterosiklik

aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 15,2+0,11 mmol/L olarak bulunmustur.

Benzer sekilde plazma VCAM-1 dizeylerinin uzun sireli heterosiklik amin alan
farelerde de kontrol grubuna gore farkli olmadigi gérilmustir (p=0,054). Uzun sireli
heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama plazma VCAM-1

diizeyi 14,0£0,34 mmol/L iken, uzun siire PhIP alan farelerin 13,2+0,26 mmol/L, MelQx tiiri
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heterosiklik amine maruz kalan farelerin 12,4+0,38 mmol/L, hem PhIP hem de MelQx

tlrana birlikte alan farelerin ortalama dizeyinin 12,3+0,45 mmol/L oldugu saptanmistir.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 13,8+0,42 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
14,0+0,34 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tlrl heterosiklik aminin kisa veya
uzun siire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlaml bir fark yaratmadigi gortlmustir (kisa
ve uzun slire icin sirasiyla; 15,5+0,50 mmol/L ve 13,2+0,26 mmol/L). Benzer sekilde MelQx
tlrl heterosiklik aminleri kisa (14,9+0,40 mmol/L) veya uzun (12,4+0,38 mmol/L) sire ile
almanin plazma VCAM-1 dizeyi agisindan anlamli farkhlik yaratmadigi gorilmustir
(p>0,05). Her iki tlir heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire ile maruz kalanlarda
plazma VCAM-1 diizeyi 15,240,11 mmol/L iken uzun siireli maruz kalanlarda 12,3+0,45

mmol/L oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.20. Plazma VCAM-1 konsantrasyonlarinin gruplara gére ortalamasi. K: Yiiksek
yagl, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagh, kolesterol ve PhIP igeren diyet; M:
Yiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagl, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa sire
heterosiklik amin, u: uzun sire heterosiklik amin maruziyetini géstermektedir.
Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmustir.  ikili gruplarin
karsilastirilmasinda non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir.
istatistiksel anlamhlik p<0,05 olarak kabul edilmistir. "p>0,05.

Farelerin plazma ICAM-1 diizeyleri incelendiginde kisa sireli heterosiklik amin alan
farelerde kontrol grubuna goére fark olusmadigi gérilmistir (p=0,061) (Sekil 4.21.). Diyetle

kisa stire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin plazma ICAM-
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1 diizeyi 20,4+0,35 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun 22,6+0,74 mmol/L, MelQx
alan grubun 21,4+0,55 mmol/L ve son olarak hem PhIP hem MelQx tirl heterosiklik

aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 22,5+0,09 mmol/L olarak bulunmustur.

Benzer sekilde plazma ICAM-1 dizeylerinin uzun sireli heterosiklik amin alan
farelerde de kontrol grubuna gore farkh olmadig tespit edilmistir (p=0,118). Uzun sireli
heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama plazma ICAM-1
dizeyi 20,8+0,60 mmol/L iken, uzun sure PhIP alan farelerin 18,8+0,32 mmol/L, MelQx tiru
heterosiklik amine maruz kalan farelerin 19,0+0,50 mmol/L, hem PhIP hem de MelQx

tlrin birlikte alan farelerin ortalama diizeyinin 18,0+0,81 mmol/L oldugu gorilmustir.

Ayrica bu heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa
streli kontrol diyeti alan farelerde 20,4+0,35 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
20,8+0,60 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiirii heterosiklik aminin kisa veya
uzun siire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlamh bir fark yaratmadigi gortlmustir (kisa

ve uzun slire igin sirasiyla; 22,6+0,74 mmol/L ve 18,8+0,32 mmol/L).
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Sekil 4.21. Plazma ICAM-1 konsantrasyonlarinin gruplara gore ortalamasi. K: Yiiksek yagli,
kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagh, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M:
Yiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagl, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa sire
heterosiklik amin, u: uzun sire heterosiklik amin maruziyetini géstermektedir.
Non-parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmustir.  ikili gruplarin
karsilastirlmasinda non-parametrik Mann Whitney-U testi uygulanmistir.
istatistiksel anlamhlik p<0,05 olarak kabul edilmistir. "p>0,05.
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MelQx turu heterosiklik aminleri kisa (21,4+0,55 mmol/L) veya uzun (19,0+0,50
mmol/L) sire ile almanin plazma ICAM-1 dlzeyi agisindan anlamh farkhlik yaratmadigi
goralmastir (p>0,05). Her iki tlir heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa sire ile
maruz kalanlarda plazma ICAM-1 diizeyi 22,5+0,09 mmol/L iken uzun sireli maruz
kalanlarda 18,0+0,81 mmol/L oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark anlamli

degildir (p>0,05).
4.3. Aortta Endotel Disfonksiyona iliskin Peptidlerin Ekspresyonu

Farelerin diyet alimlarina bagli olarak endotel disfonksiyona iliskin peptidlerin
Western-Blot analizi sonucunda olusturulan bant gorselleri (Sekil 4.22) ve bant
genigliklerinden hesaplanan protein miktarlarinin gruplara gore duzeyleri (Sekil 4.23)

degerlendirilmisgtir.

Yapilan Western Blot analizleri sonucunda farkli siirelerde ve farkli antikorlarla
cesitli denemeler yapilmasina ragmen ICAM-1 icin bant olusumu goriintiilenememistir.

VCAM-1 molekili ve B -aktin igin uygun bant gorselleri elde edilebilmistir (Sekil 4.22).

KISA SURE UZUN SURE
Kk  PMk Mk Pk Ku PMu Mu Pu
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Sekil 4.22. Aort orneklerinde endotel disfonksiyona iligkin Western Blot bant gorselleri.
K: Yiksek yagl, kolesterol iceren diyet; P: Yiiksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren
diyet; M: Yiksek yaglh, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagli,
kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa
sire heterosiklik amin, u: uzun sire heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir.



97

VCAM-1 ve B-aktin igin elde edilen bantlardaki renk yogunlugu ve bant genisligi
verilerinden her grup icin hesaplanan ortalama protein miktarlari Sekil 4.23.te
gosterilmistir. Kisa sureli heterosiklik amin alan farelerde protein miktari agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu gorilmistir (p=0,023). Ancak kontrol
grubuyla karsilastirildiginda farkh heterosiklik amin alan gruplardan elde edilen protein
miktari yani bant yogunlugu istatistiksel olarak farkli degildir (p>0,05). Kisa siireli alima
benzer sekilde yapilan Kruskal Wallis analizi sonucunda uzun siireli heterosiklik amin alan
fareler icin de elde edilen protein miktarlarinda gruplar arasinda farkhlik bulundugu
gorilmastir (p=0,027). Uzun sire heterosiklik amin alan gruplarla yapilan ikili

karsilastirmalarda kontrol grubuna gore anlamli farkhlik olmadigi gérilmustir (p>0,05).
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Sekil 4.23. Aortta VCAM-1 icin Western Blot bant gorsellerinden hesaplanan bant
yogunluklarinin gruplara gore degisimi. K: Yiksek yagl, kolesterol iceren
diyet; P: Ylksek yagli, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli,
kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiiksek yagl, kolesterol, PhIP ve MelQx
iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa siire heterosiklik amin, u:
uzun siire heterosiklik amin maruziyetini géstermektedir. istatistiksel anlamlilik
p<0,05 olarak kabul edilmistir. *Non-parametrik, Kruskal Wallis testine gore
p<0,05.

Aort dokusundaki VCAM-1 ekspresyonu gRT-PCR yontemiyle analiz edilmis ve her
grubun ekspresyon dizeyi en disik ekspresyona sahip olan gruba gore relatif olarak
hesaplanarak Sekil 4.24.'de gosterilmistir. Buna gore kisa siireli heterosiklik amin alan
gruplarda mRNA ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak farkli oldugu gorilmustir

(p=0,022). Ancak kontrol grubu (98,7+1,82) ile yapilan karsilastirmalar sonucunda PhIP
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(91,045,99). MelQx (204,6+2,51) gruplari ile PhIP ve MelQx (161,3%3,24) grubu icin
istatistiksel fark bulunmamistir (p>0,05). Yapilan Kruskal Wallis testi sonucuna gore kisa
sureli alima benzer sekilde uzun sureli heterosiklik amin alan gruplarin VCAM-1 mRNA
ekspresyon diizeylerinin de farkl oldugu bulunmustur (p=0,015). Fakat PhIP (167,6+2,73).
MelQx (114,2+1,21), PhIP ve MelQx (1,0+0,10) gruplarinin ekspresyon diizeyi kontrol grubu

(143,3+0,88) ile karsilastirildiginda istatistiksel fark olmadigi gortlmistur (p>0,05).
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Sekil 4.24. Aort dokusunda qRT-PCR relatif VCAM-1 mRNA ekspresyonlari. K: Yiksek yagl,
kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagh, kolesterol ve PhIP iceren diyet; M:
Yiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek yagl, kolesterol,
PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa sire
heterosiklik amin, u: uzun sire heterosiklik amin maruziyetini géstermektedir.
istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir. *Non-parametrik, Kruskal
Wallis testine gore p<0,05.

Aort dokusundaki ICAM-1 ekspresyonu gqRT-PCR yontemiyle analiz edilmis ve her
grubun ekspresyon diizeyi en diisiik ekspresyona sahip olan gruba (PMu) gore relatif olarak
hesaplanarak Sekil 4.25.te gosterilmistir. Buna gore kisa sureli heterosiklik amin alan
gruplarda mRNA ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak farkli oldugu goérilmustir
(p=0,032). Ancak kontrol grubu (6,4+0,64) ile yapilan karsilastirmalar sonucunda PhIP
(2,610,29). MelQx (2,0+0,44) gruplari ile PhIP ve MelQx (16,2+0,58) grubu icin istatistiksel
fark bulunmamistir (p>0,05). Yapilan istatistiksel analiz sonucuna goére kisa sireli alima
benzer sekilde uzun sireli heterosiklik amin alan gruplarin ICAM-1 mRNA ekspresyon

diizeylerinin de farkh oldugu bulunmustur (p=0,025). Fakat PhIP (18,5+0,20). MelQx
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(11,5£1,79), PhIP ve MelQx (1,0£0,12) gruplarinin ekspresyon diizeyi kontrol grubu
(11,1+1,43) ile karsilastirildiginda istatistiksel fark olmadigi gorilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.25. Aort dokusunda qRT-PCR sonuglarinin relatif ICAM-1 mRNA ekspresyonlari. K:
Yiksek yagl, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve PhIP iceren
diyet; M: Yuksek yagli, kolesterol ve MelQx igeren diyet; PM: Yiksek yagli,
kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k: kisa
sire heterosiklik amin, u: wuzun slre heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir. istatistiksel anlamhlik p<0,05 olarak kabul edilmistir. *Non-
parametrik, Kruskal Wallis testine gore p<0,05.

4.4. Aterosklerotik Plak Olusumuna iliskin Bulgular

Aort orneklerinde yapilan hematoksilen-eozin boyama sonucunda dokuda
aterosklerotik plak olusumu incelenmistir. Uzun sireli yiiksek yagli ve kolesterole ek olarak
kisa sireli heterosiklik amin alan farelerde aortta aterosklerotik plak veya aterom

olusmadigi gortlmustir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Kisa siireli heterosiklik amin alan farelerin aort érneklerinde aterom olusum
durumlari. K: Yiiksek yagli, kolesterol iceren diyet; P: Yliksek yagli, kolesterol ve
PhIP iceren diyet; M: Yiiksek yagli, kolesterol ve MelQx iceren diyet; PM: Yiksek
yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan
k: kisa slire heterosiklik amin, u: uzun slire heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir.

Ancak kisa sure ile PhIP tirl heterosiklik amin alan farelerde diger gruplardan farkl
olarak aort duvarindaki bazi diz kas hicrelerinde farkhlasmayi isaret eden birtakim
degisiklikler oldugu bulunmustur (Sekil 4.27). Bu hiicresel diizeydeki degisikliklerin hiicre

cekirdeklerinde bliyiime ve niikleollerde belirginlesme seklinde oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.27. Kisa siire PhIP tiirii heterosiklik amin alan farelerde gozlenen aortta diiz kas
hiicre yapisindaki degisikliklerin ayni1 siiredeki kontrol grubuyla
karsilagtirilmasi. K: Yiksek yagl, kolesterol iceren diyet; P: Yiksek yagh,
kolesterol ve PhIP iceren diyet; M: Yiksek yagl, kolesterol ve MelQx iceren
diyet; PM: Yiksek yagli, kolesterol, PhIP ve MelQx iceren diyet. Grup kodlarinin
yaninda yer alan k: kisa sire heterosiklik amin, u: uzun slire heterosiklik amin
maruziyetini gostermektedir.

Uzun slreli yiksek yagh ve kolesterole ek olarak uzun sireli heterosiklik amin alan
farelerde aortta aterosklerotik plak veya aterom olusmadigi gérilmustir (Sekil 4.28). Kisa
sure ile PhIP tiirl heterosiklik amin alan grupta gorilen hiicresel farklilasma durumu uzun
sire PhIP tiri heterosiklik amin alan fareler de dahil olmak (izere hicbir grupta

gorilmemistir.
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Sekil 4.28.Uzun siireli heterosiklik amin alan farelerin aort 6rneklerinde aterom olusum
durumlari. K: Yiksek yagh, kolesterol igeren diyet; P: Yiksek yagl, kolesterol ve
PhIP igeren diyet; M: Ylksek yagli, kolesterol ve MelQx igeren diyet; PM: Yiiksek
yagh, kolesterol, PhIP ve MelQx igeren diyet. Grup kodlarinin yaninda yer alan k:
kisa slire heterosiklik amin, u: uzun sire heterosiklik amin maruziyetini
gostermektedir.
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5. TARTISMA

Kardiyovaskiler hastaliklarin patofizyolojik temelinde dislipidemi, inflamasyon,
endotel disfonksiyon ve ateroskleroz bulunmaktadir (8, 43). Besinlerle maruz kalinan
karsinojenik heterosiklik amin tirlerinin bu slirece etkileri, metabolik aktivasyon sonucu
kardiyovaskiiler dejenerasyon, genotoksisite ve sitotoksisite olusturarak kardiyovaskdiler
hastaliklari tetiklemesi olabilecegi dusliniiimektedir (29). Heterosiklik aminlerin 6zellikle
kalpte yliksek miktarda DNA katimi olusturdugunun bilinmesine ragmen (202-205) diyetle
heterosiklik amin aliminin kardiyovaskiler sistemin diger dokularina etkisi ve aterosklerotik
mekanizmalara potansiyel katkilariile ilgili henliz yeteri kadar arastirma bulunmamaktadir.
Dolayisiyla bu calisma besinlerle en ¢cok maruz kalinan PhIP ve MelQx tiri heterosiklik
aminlerin ateroskleroz patogenezi icin temel mekanizmalar olan endotel disfonksiyon,
dislipidemi ve aterosklerotik plak olusumu sirecleri lizerine etkilerinin hiicresel ve
molekiler diizeyde kardiyovaskiler hastalik riski agisindan saptanmasi amaciyla

yuratalmastir.

Bu calismada farelerden elde edilen bulgular gunlik diyetleri ile farkh turde
heterosiklik amin alan gruplar igin degerlendirilmistir. Yem tiiketimi, glinliik enerji ve makro
besin 6geleri alimlari ile baglantili olarak viicut agirliklari ve plazma, karaciger ve aort

dokusunda molekiiler diizeyde yapilan analizlerin sonuclari degerlendirilmistir.
5.1. Farelerin Yem Tiiketimleri ve Viicut Agirliklarina iliskin Bulgular:

Diyetle alinan yag asitlerinin gastrik bosalmayi yavaslatarak, istahi diizenleyen
anoreksijenik hormon ve peptidlerden kolesistokinin, peptid YY ve glukagon benzeri
protein-1 (GLP-1) salgilanmasini uyararak ve besin alimini arttiran ghrelin hormonunun
salinimini inhibe ederek besin alimini azalttigi bilinmektedir (222). Bu calismada yiksek
yagh diyet déneminde farelerin maruz kaldigi yiiksek yag (%40, enerji-20g/100g yem) ve
kolesterol (0,2 mg/100g yem) iceren yem tlketimleri acisindan hem kisa (Bkz. Sekil 4.1.)
hem de uzun sire ile heterosiklik aminlere maruz kalan tim gruplarinin kontrol
gruplarindan farkli olmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde yiksek yag ve kolesterol (>%35,

enerji) iceren diyetin farelerde yem tiiketimini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
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degistirmedigini gosteren birkac calisma bulunmaktadir (223-226). Bu tez calismasinda tim
gruplar ylksek yag ve kolesterol (20g/100g yem) iceren yem tiketmistir ve bu durumun

gruplar arasinda fark olmamasina yol actigl distintilmektedir.

Bu tez cgalismasinin sonucunda 26-37 haftalik disi farelerin ginlik yem
tiketimlerinin 3,0-3,5 g/gln civarinda oldugu bulunmustur (Bkz. Tablo 4.1.). Bu ¢alismanin
sonuclarina paralel olarak Cong ve ark. yliksek yaglh diyet (>%35, enerji) tiketen farelerin
yem tiketiminin 3,0-3,5 g/giin arasinda oldugunu (223); Paalvast ve ark. da ortalama yem
tiketimlerinin 3,2-3,8 g/glin arasinda degistigini bildirmistir (225). Ayrica baska bir
calismada daha disuk (2,0-2,5 g/glin) yem tiketimi rapor edilmistir (224). Bu degerler
farelerin ortalama yem tiiketimi olarak kabul edilen 5 g/gin dizeyinin altindadir. Bu
durumun farelere verilen yemin yiiksek yag icerigine bagh olarak enerji iceriginin yiksek
olmasindan kaynaklanabilecegi dustnllmektedir. Boylece fareler ginlik eneriji
gereksinimlerini daha disik miktarda yem tiiketerek karsilayabilmektedir. Ayrica bir
calismada diyetle ylksek miktarda yag aliminin (%60, enerji) C57BI/6 tir( farelerde
hipotalamusta TNF-alfa, IL-6 ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimini arttirarak
yem tiiketimini kontrol grubuna gére azalttigi bildirilmistir (227). Ozellikle yiiksek miktarda
yag iceren yemler kirllmaya ve dagilmaya daha misait hale gelmektedir. Ayrica bazi fareler
kafesteki yemlerle oynayarak dékiilmesine sebep olabilmektedir. Yapilan bazi calismalarda
yem tiketimi verilerinin hig verilmemesinin (228-230), verildigi durumlarda da genel egilimi
gosterecek sekilde grafiklerle ifade edilmesinin (223), yukarida bahsedilen nedenlerle
farelerin yem tiketimi 6lgliminin kesin bir dogrulukla yapilamamasi ve yapilan él¢limlerin

glvenirliginin distk olmasindan kaynaklandigi distindimektedir.

Yiiksek yag ve kolesterole ek olarak heterosiklik amin iceren diyet donemindeki yem
tuketimleri karsilastirildiginda da gruplar arasinda fark olmadigi gorilmustir (Bkz.Tablo
4.1.). Benzer sekilde heterosiklik amin alim siiresinin de yem tiketimi Uzerine etkisi

bulunmamaktadir.

Yiksek yagli diyet alan farelerde yem tiiketiminin degismemesi ya da azalmasina
ragmen yemlerin enerji yogunlugunun daha fazla olmasi ginlik alinan toplam ener;ji

miktarini arttirarak ve vicut agirliginda artisa neden olabilmektedir (223). Bu calismada
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yuksek yagh diyet (20g/100g yem) doneminde vicut agirliklarinda genel bir artis egilimi
bulunurken heterosiklik amin iceren diyet doneminde viicut agirliklarinda azalma egilimi
oldugu gorulmustir (Bkz. Sekil 4.2.). Ancak her iki diyet donemindeki bu egilimler
istatistiksel bir fark yaratmamaktadir (Bkz. Tablo 4.2.). Vicut agirligindaki artis egiliminin
farelerin nispeten genc yasta (3 hafta) calismaya dahil edilmesi nedeniyle agirlik artisinin
devam etmesi ve enerji aliminin yiksek olmasindan kaynaklandigi duslinilmektedir.
Kontrol gruplari da dahil olmak tGizere tiim farelere ayni miktarda yag ve kolesterol eklenmis
(20g/100 g yem) yem verildigi distintldiginde bu durum beklenen bir sonugtur. Ayrica
ayni ¢alisma grubunun ayni tir farelerle daha once yaptigl bir ¢alismada benzer sire
boyunca standart laboratuvar yemi alan farelerin verileriyle karsilastirildiginda tim
gruplarin viicut agirhginin arttigi belirlenmistir (226). Glincel ¢calismalar degerlendirildiginde
farkl miktarlarda yiksek yagh diyet (>%35, enerji) alan farelerde kontrol grubuna gore daha
fazla agirlik artis oldugu gorilmektedir (223-225, 228-232). Bir ¢alismada yiksek yagh
diyete (%21 w/w, 0,15 w/w kolesterol) ek olarak AaC turu heterosiklik amin alan (2 hf, 12,1
mg/kg) farelerde vicut agirliginin kontrol grubuna gore distiigu ve bu etkinin verilen doza
paralel oldugu yayinlanmistir (29). Benzer sekilde yiiksek yagh (23,5 w/w, misir yagi) diyete
ek olarak PhIP turu heterosiklik amin alan (8 doz, 85 mg/kg) sicanlarin viicut agirhiginin
kontrol grubuna gore anlaml sekilde azaldigi bildirilmistir (233). Bir c¢alismada yuksek
miktarda (100 mg/kg) PhIP turl heterosiklik aminlerin yedinci dozdan itibaren sicanlarda
toksik etki yarattigi ve sag kalan hayvanlarin viicut agirhiginda azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (234). Bu ¢alismada istatistiksel olarak literatlire benzer sonuglarin elde
edilmemesinin; farelerin heterosiklik amin tiirlerine cok daha diisik dozlarda (10 mg/kg ve
20 mg/kg) maruz kalmasindan kaynaklanabilecegi dustiniiimektedir. Yapilan ¢alismalarda
heterosiklik aminlerin viicutta doza gore toksik etki gosterebilecegi yayinlanmistir (11, 157,
199). Normal sartlada diger ksenobiyotikler gibi heterosiklik aminlerin etkilerinin de viicutta
birikim ile zaman icinde ortaya ¢ikmasi beklenmektedir ancak ozellikle ilk haftalarda
gorilen vicut agirligi azalmasinin olusabilecek minimal bir akut etki sonucunda

gerceklesebilecegi duslinilmektedir.
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5.2 Biyokimyasal Bulgular
5.2.1 Lipid ve Lipoprotein Profili ile iliskili Parametreler

Yayinlanan epidemiyolojik ve klinik ¢alismalarda plazma lipid profili ile
kardiyovaskiler hastalik riski arasinda bir iliski oldugu yayinlanmistir (235, 236). Plazma
lipid profili ve kardiyovaskiler hastalik riski arasindaki iliskiye ek olarak diyetle alinan
kolesterol ve yag miktari ile yag asidi tiirlerinin plazma lipid profilini degistirebilecegi uzun
zamandir bilinmektedir (66). Bu iliski 1980’li yillarda ortaya atilmis olan “diyet- kalp
hipotezi” ya da diger adiyla “lipid hipotezi” olarak da bilinmektedir (237, 238). Lipid hipotezi
genis kitlelerce kabul edilmektedir ancak diyet yagi ve plazma lipid profili arasindaki iliskinin
tim mekanizmasi hala net olarak agiklanamamistir. Genel olarak; diyetle yliksek miktarda
doymus yag asitleri aliminin endojen kolesterol sentezini tetikledigi disinilmektedir (239).
Diyetle alinan doymus yag asitleri endojen kolesterol sentezinde dnemli roli bulunan
hidroksimetil glutaril koenzim A rediktaz (HMG CoA rediiktaz) enzimi aktivitesi artisina
neden olabilmektedir (240). Asetil koenzim A: kolesterol asetil transferaz 1 (ACAT-1)
aktivasyonunu arttirarak (241), asetil koenzim A (asetil CoA) gibi endojen kolesterol sentezi
substratlarini arttirarak veya sterol dizenleyici element baglayici protein 1c (SREBP-1c)
sinyalizasyonunda bozulmaya (242) neden olarak endojen kolesterol sentezini

arttirabilmektedir.

Diyetle alinan yag miktari ve yag asitlerinin kardiyovaskiler hastaliklardan
kaynaklanan mortalite riskini inceleyen klinik ve epidemiyolojik ¢calismalar incelendiginde
farkli sonuclar elde edildigi gorilmektedir. Yeni tani almis kardiyovaskiiler hastaliklara sahip
bireylerin incelendigi bir kohort ¢alismasinda karbonhidrat aliminda ayni miktardaki artisla
karsilastirildiginda diyette doymus vyag asitlerinden gelen enerjinin %5 oraninda
arttirilmasinin kardiyovaskiler hastalik gelisimi riskini %29 oraninda yikselttigi bildirilmistir
(243). Benzer sekilde 500000’in tzerinde 6rnekleme sahip bir meta analizde ¢eyrekliklere
gore karsilastinldiginda diyetle doymus yag asitleri alimindaki artis kardiyovaskiiler
mortalite ile iliskili bulunmustur (244). Ancak giincel bir meta analizde diyetle alinan toplam
yag miktari ve doymus yag asitlerini alim dizeyi ile kardiyovaskiiler hastalik riski arasinda

bir iliski bulunmadigi yayinlanmistir (49). Paralel olarak son yillarda yapilan farkli meta
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analizlerde de diyetin doymus yag asitleri icerigi ve kardiyovaskiler hastalik mortalitesi
arasinda bir iliski bulunmamistir (245, 246). Diyetle alinan yag miktari ve plazma lipid
profilini inceleyen galismalardan elde edilen farkli sonuglarin ¢alisma dizaynlari arasindaki
farkhliklardan kaynaklanabilecegi diisiinilmektedir. Diyetle alinan doymus yag asitlerinin
miktarinin yaninda ¢oklu ve tekli doymamis yag asitleri alim miktarinin farkli olmasi,
uygulanan diyette kardiyovaskdiler risk faktorlerine etki ettigi bilinen basit karbonhidratlar,
posa, ¢esitli vitamin ve mineraller gibi diger diyet bilesenlerinin tiiketim miktarlari da klinik

sonuglari etkileyebilmektedir.

Calismanin bu boliminde bati tipi yuksek yag iceren (20g/100 g yem, kolesterol-
0,2 mg/100g yem) diyete ek olarak verilen heterosiklik amin turlerinin kardiyovaskuler
hastalik risk etmenlerinden lipid ve lipoprotein profili lizerine etkileri incelenmistir.
Standart laboratuvar yemi alan c¢esitli kemirgen tirlerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yuksek yag ve/veya kolesterol iceren diyetin (>%35) plazma ve
karacigerde total kolesterol, trigliserit, LDL kolesterol dulzeylerini arttirdigi ve HDL
diizeylerini azalttigl (224, 229-231), plazma VLDL dizeylerini etkilemedigi bildirilmistir
(225). Bu calismada literatiirdeki diger calismalardan farkli olarak kontrol gruplari da yiksek
miktarda doymus yag asitleri ve kolesterol iceren diyet almistir. Bu nedenle lipid profili
bulgular karsilastirilirken sadece maruz kalinan heterosiklik aminlerin potansiyel etkileri
g6z 6nline alinmistir. Ancak ayni ¢calisma grubunun ayni tir farelerle daha 6nce yaptigi bir
¢alismada benzer siire boyunca standart laboratuvar yemi alan farelerin verileriyle de

karsilastirma yapilmigtir (226).

Bu calismada farelerin plazma total kolesterol dizeyleri incelendiginde maruz
kalinan heterosiklik amin tiirinin ayni alim stiresindeki kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik yaratmadigi bulunmustur (Bkz Sekil 4.3.). Ayrica hem kisa sureli
hem de uzun sureli heterosiklik amin aliminin plazma total kolesterol diizeyleri acisindan
fark yaratmadigi gorilmistir. Benzer sekilde Isimura ve ark. PhIP tlrli heterosiklik
aminlerin (3 hf, 75 mg/kg) F344 turl sicanlarda plazma total kolesterol dizeylerini
degistirmedigini bildirmistir (31). Ancak baska bir calismada ise ylksek miktardaki diyet
yagina (23,5 w/w, misir yagi) ek olarak PhIP tiri heterosiklik amin (75 mg/kg, 2 hf) aliminin

plazma total kolesterol diizeyini anlamli élgtide arttirdigi bildirilmistir (247). Ote yandan;
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Lopez-Mendez ve ark. yuksek yagh diyet (%21 w/w doymus yag asitleri- %0,15 w/w
kolesterol) alan apo E knock-out farelerde yiksek doz (12,1 mg/kg, 2 hf) AaC tiri
heterosiklik amin aliminin total kolesterol dizeyini distrdigini bildirmistir (29). Ancak
Lopez Mendez ve ark. yaptigl calismada farelere farkh bir heterosiklik amin olan AaC
verildigi dikkat cekmektedir. Yapilan bir klinik calismada diyetle yiksek miktarda kolesterol
aliminin (600 mg/giin) insanlarda plazma total kolesterol dizeylerini arttirdigl tespit
edilmistir (248). Baska bir calismada diyetle alinan kolesterol diizeyinde gerceklesecek 100
mg/gln artisin plazma total kolesterol (2,2 mg/dl) dlzeylerini arttirdig bildirilmistir (249).
Ote yandan yapilan bir meta analizde serum total kolesterol diizeyinin yaklasik olarak %14
oraninda azaltilmasinin miyokard infarktlis insidansinda azalma veya koroner kalp
hastaliklari mortalitesi Gzerinde olumlu etkileri olmadigi saptanmistir (250). Baska bir meta
analizde diyetle alinan giinliik kolesterol miktarinin 300 mg diizeyinin lzerinde olmasinin
plazma total kolesterol (11,2 mg/dl) diizeylerinde artisa neden oldugu rapor edilmistir
(251). Bu ¢alismada farelerin karaciger total kolesterol dizeyleri incelendiginde plazma
dizeylerine paralel olarak hem heterosiklik amin tiriiniin hem de heterosiklik aminlere
maruziyet stresinin degisiklik yaratmadigi gériilmustir (Bkz Sekil 4.4.). Bu sonuglara paralel
olarak bir calismada PhIP tlri heterosiklik amin aliminin (3 hf, 75 mg/kg) karacigerdeki total
kolesterol dlizeylerini degistirmedigi yayinlanmistir (31). Bu durum heterosiklik aminlerin
karacigerde Uretilen ya da metabolize edilen total kolesterol miktarlari Gzerinde etkili

olmayabilecegini gostermektedir.

Kisa sureli heterosiklik amin alan gruplarin plazma trigliserit diizeylerinin kontrol
grubuna benzer oldugu bulunmustur (Bkz Sekil4.5). Uzun sireli PhIP ve MelQx tiri
heterosiklik amin alan farelerde ise kontrol grubuna gore disik oldugu saptanmistir (Bkz
Tablo 4.3.). Ayni calisma grubunun ayni tir farelerle daha 6nce yaptigi calismada standart
laboratuvar yemi alan farelerin verileriyle de karsilastirildiginda yiksek yagli diyet alan tim
mudahale gruplarinin plazma trigliserit icerigi daha yiksek bulunmustur (226). Ayrica
heterosiklik amin alim siiresi plazma trigliserit diizeylerini degistirmemistir (Bkz Sekil 4.5).
Bu calismadaki kisa siireli gruba yakin sirede PhIP aliminin etkilerinin incelendigi bir
calismada PhIP tirli heterosiklik aminlerin (3 hf, 75 mg/kg) F344 turu siganlarda plazma

trigliserit dizeylerini arttirdigi yayinlanmistir (31). Ancak verilen heterosiklik amin dozunun
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bu calismada verilenden ¢ok yiksek oldugu gz 6nlinde bulundurulmalidir. Yapilan bir klinik
calismada diyetle yiksek miktarda kolesterol aliminin (600 mg/giin, 4 hf) insanlarda plazma
trigliserit dlzeylerini degistirmedigi saptanmistir (248). Bir kohort galismada plazma
trigliseritlerinde 0,25 mmol/L diizeyindeki artisin kardiyovaskiler hastalik riskinde %18
oraninda artma ile iliskili oldugu ifade edilmistir (252). Benzer sekilde Framingham kalp
calismasinda plazma trigiserit diizeyinin yiksek (>1,7 mmol/L) olmasinin koroner arter
hastaligi riskinindeki artisla iliskili oldugu bildirilmistir (253). Bu galismadaki farelerin
karaciger trigliserit diizeyleri heterosiklik amin tiriinden etkilenmezken; alim siresine gore
karsilastirildiginda sadece uzun siire PhIP maruziyetinin azaltici etkisi oldugu gortlmustir
(Bkz Tablo 4.4.). Ancak ayni ¢alisma grubunun daha 6nceden yaptig ¢alismanin standart
yem alan grubuyla karsilastirldiginda karaciger trigliserit dizeyinin ylksek yag ve
heterosiklik amin alan gruplarda yiksek oldugu goriilmustlir (226). Bu sonuclara gore
heterosiklik aminlerin karaciger trigliserit duzeylerini arttirici etkisi oldugu ancak
heterosiklik amin alim siresi arttiginda bu etkilerin bir miktar azaldigi sonucuna
varilabilmektedir. Bu durumun nedeni artan heterosiklik amin maruziyeti ile Uretilen ve
metabolize edilen trigliserit miktarlari arasindaki dengenin degismesi olabilecegi
disinilmektedir. VLDL duizeyleri incelendiginde hem plazma hem de karaciger VLDL
seviyesinin heterosiklik amin alim siiresi veya heterosiklik amin tirinden etkilenmedigi
saptanmistir (Bkz Sekil 4.7. ve 4.8.). Literatlirde heterosiklik aminlerin plazma VLDL

diizeylerine etkilerini inceleyen ¢alismaya rastlanmamistir.

Farelerin plazma HDL duzeyleri incelendiginde heterosiklik amin tirinin
istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi gérilmuistir (Bkz Sekil 4.9.). Ayrica kisa siireli
kontrol, PhIP ve PhIP ile MelQx karisimi alan gruplarin plazma HDL diizeyleri uzun siire alan
gruplara gore yuksek bulunmustur (Bkz Tablo 4.3.). Bu ¢alismadaki kisa sireli heterosiklik
amin maruziyetine karsilik gelecek sekilde yuksek miktarda yag (23,5 w/w) PhIP tiru
heterosiklik aminleri (75 mg/kg) iki hafta sireyle alan sicanlarda plazma trigliserit
dizeylerinin yikseldigi bildirilirken (247) F344 tiir( sicanlarda (i¢ hafta siireyle ayni dozda
ve tlirdeki heterosiklik amine maruz kalan sicanlarda plazma kolesterol diizeyinin
degismedigi yayinlanmistir (31). El Sisi ve ark. farelere yiiksek miktarda ¢coklu doymamis yag

asitleri iceren diyet (23,5 w/w, misir yagi) uygularken Isimura ve ark. standart laboratuvar
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yemi verdigini rapor etmistir. Sonuglar arasindaki farklihgin diyet muidahalesi
protokoliinden ve her iki ¢alismada da farkh tirde siganlarin kullaniimis olmasindan
kaynaklanabilecegi disiinilmektedir. insanlarda yapilan bir calismada diyetle alinan
kolesterol diizeyinde gergeklesen 100 mg/giin artisin plazma HDL (0,3 mg/dL) dizeylerinde
artisa neden oldugu bildirilmistir (249). Bir meta analizde diyetle alinan giinliik kolesterol
miktarinin 300 mg dulzeyinin Gzerinde olmasinin plazma HDL (3,2 mg/dL) dizeylerinde
artmaya neden oldugu yayinlanmistir (251). Bu calismada karaciger HDL diizeyleri kisa sire
heterosiklik amin alan gruplarda benzerdir ancak uzun siire PhIP tliri ve MelQx tlri
heterosiklik amin alan farelerde kontrol grubuna gére anlamh sekilde yiksektir (Bkz Tablo
4.4.). Heterosiklik amin alim siiresi agisindan karsilastirildiginda farelerin karaciger HDL
dizeylerinin benzer oldugu gorilmektedir. Hem heterosiklik amin tiriine hem de alim
suresine gore karsilastirildiginda plazma Apo Al diizeylerinin benzer oldugu gorulmustir
(Bkz. Sekil 4.13.). Her iki alim stiresinde de farkli heterosiklik amin tiirleri karaciger Apo Al
diizeylerini etkilememektedir. Ancak kisa donem PhIP ve MelQx karisimi heterosiklik amin
alan grubun karaciger Apo Al dlzeylerinin ayni tiir heterosiklik aminleri uzun siire alan

gruba gore disuk oldugu bulunmustur (Bkz Tablo 4.4.).

Bu galismanin sonuglarina gore heterosiklik amin tiri ve bu maddelere maruz
kalinan slre plazma LDL dizeylerini degistirmemektedir (Bkz. Sekil 4.11.). Bu ¢alismanin
sonuclarina paralel olarak Lopez-Mendez ve ark. ylksek yagh (%21 w/w doymus yag
asitleri- %0,15 w/w kolesterol) diyet alan apo E knock-out farelerde yiliksek doz (12,1 mg/kg,
2 hf) AaC tiri heterosiklik amin aliminin plazma LDL diizeylerine etki etmedigini bildirmistir
(29). Ancak yiiksek coklu doymamis yag (%23,5 w/w) iceren diyete ek olarak iki hafta
boyunca PhIP tiri (75 mg/kg) heterosiklik amin alan siganlarda plazma LDL dizeylerinin
kontrol grubuna gore yiksek oldugu bildirilmistir (247). El Sisi ve ark. yaptigi ¢alismanin bu
¢alismadan farkh sonuclar elde etmesinin nedeninin heterosiklik aminlerin direkt olarak
gavaj yoluyla verilmesi olabilecegi dustinilmektedir. Ayrica yine calismalarda kullanilan
hayvan tirlerinin farkli olduguna dikkat edilmelidir. Yapilan bir klinik calismada diyetle
yuksek miktarda kolesterol aliminin (600 mg/gtin, 4 hf) insanlarda plazma total kolesterol
ve HDL dizeylerini arttirirken; plazma trigliserit ve LDL diizeylerini degistirmedigi

yayinlanmistir (248). Bir meta analizde diyetle alinan glinliik kolesterol miktarinin 300 mg
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dizeyinin zerinde olmasinin plazma LDL (6,7 mg/dL) dizeylerinde artisa neden oldugu
yayinlanmistir (251). Baska bir calismada diyetteki doymus yag asitleri oraninda saglanan
%10’luk bir azalmanin LDL kolesterol diizeyinde diisme saglayarak kardiyovaskiler hastalik
riskini %7’ye kadar azaltabilecegi yayinlanmistir (254). Benzer sekilde saglikh bireylerle
yapilan calismalarin degerlendirildigi bir meta analizde diyette doymus yag asitlerinden
gelen enerjinin artmasinin plazma LDL dizeyini arttirdigi sonucuna varilmistir (255). Bu
calismada farelerin karaciger LDL dizeyleri incelendiginde heterosiklik amin trd fark
yaratmazken; uzun sire alim ile karsilastirildiginda kisa stire kontrol ve MelQx diyeti alan
gruplarin daha distk LDL diizeyine sahip oldugu bulunmustur (Bkz. Sekil 4.12.). Yiksek yagh
diyetin sliresi goz 6niine alindiginda kisa stire alan gruplarda plazma LDL dizeylerinin distk
olmasi beklenen bir sonugtur. Ancak diger iki grupta fark gériilmemesinin nedeninin alinan
heterosiklik aminlerin etkisi olabilecegi dusliniilmektedir. Plazma ve karacigerdeki Apo B
diizeylerinin heterosiklik amin tiri veya alim slresinden etkilenmedigi gbzlenmistir (Bkz.

Sekil 4.15. ve 4.16.).

Doymus yag asitlerinin kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskisi incelenirken alinan
doymus yag asitlerinin zincir uzunlugunun da hastalik riski ile iliskili olabilecegi
vurgulanmistir (256). ilgili caismada kisa ve uzun zincirli doymus yag asitleriile koroner kalp
hastaliklari arasinda bir iliski bulunmazken; en dislik miktarda alan grupla
karsilastirildiginda uzun zincirli doymus yag asitlerini en yiksek miktarda alan grupta
koroner kalp hastaliklari riskinin daha yiliksek oldugu yayinlanmistir. Saghkl erkeklerle
yapilan bir ¢alismada uzun zincirli doymus yag asitlerinden 19 g/giin stearik asit (18:0)
aliminin ayni miktardaki palmitik asit (16:0) tliketimiyle karsilastirildiginda trombojenik ve
aterosklerotik risk faktorlerinde iyilesme sagladigi bildirilmistir (257). Ayrica diyetle alinan
doymus yag asitlerinin kaynagi da kardiyovaskiler hastalik riski acisindan 6nem arz
etmektedir. Bir calismada bireyler 50 g/giin bitkisel (Hindistan cevizi yagi), hayvansal
(tuzsuz tereyagl) doymus yag asitlerini veya doymamis yag asitlerini (zeytinyagi) 4 hafta
boyunca tiketmistir. LDL kolesterol diizeylerini sadece tereyagi tliketiminin arttirdigi,
Hindistan cevizi yaginin ise HDL kolesterol diizeyini diger yag tiirlerine gére anlamli sekilde
arttirdig1 bildirilmistir (258). Bu tez calismasinda doymus yag asitleri kaynagi olarak

Hindistan cevizi yaginin kullanilmasi farkl tir ve siirede heterosiklik amin alan farelerde
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sonuglarin dislipidemi, endotel disfonksiyon ve ateroskleroz gelisimi agisindan gruplar
arasinda benzer olmasinin bir diger nedeni olabilecegi distinilmektedir. Daha aterojenik
etkileri oldugu gosterilen hayvansal doymus yag asitleri kaynaklarinin kullaniimasi
heterosiklik amin tiri ve alim siiresinin yaratabilecegi potansiyel farkhliklarin daha kolay

gosterilmesini saglayabilecegi dustiniilmektedir.

ilgili literatiir incelendiginde bazi lipid profili parametreleri kullanilarak cesitli
kardiyovaskiler hastalik riski hesaplama yontemleri oldugu gorilmektedir (213-215, 259).
Non HDL, total kolesterol-HDL orani, LDL-HDL orani, Apo B-Apo A1l orani, diyetin aterojenik
indeksi ve aterojenik katsayi en sik kullanilan kardiyovaskiiler risk hesaplama yéntemleridir.
Bu hesaplamalardan ¢ikan sonuglarin yliksek olmasi aterojenik lipid profili gostergesidir ve
kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirmaktadir. Yayinlanan bir ¢alismada LDL kolesterol
dizeyi ile karsilastirildiginda HDL-TG oraninin kardiyovaskiiler riski belirlemede daha etkili
olabilecegi bildirilmistir (260). Kardiyovaskiler riski gosteren bu parametreler icin
literatlirde bazi sinir degerler belirlenmistir (213-215, 259). Bu calismadan elde edilen
veriler incelendiginde non-HDL, total kolesterol-HDL orani, LDL-HDL orani ve Apo B-Apo Al
oraninin maruz kalinan heterosiklik amin tirinden ve alim siiresinden etkilenmedigi
gortlmustir (Bkz. Sekil 4.17., 4.18. ve 4.19.). Diyetin aterojenik indeksi kisa sire
heterosiklik amin alan gruplarda kontrol grubu ile benzerdir. Ancak uzun siire heterosiklik
amin alan gruplar arasinda sadece MelQx aliminin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
disik oldugu bulunmustur (Bkz. Tablo 4.5.). Ancak bu calismada bir kemirgen tiri
kullanildigi icin hesaplanan degerlerin literatlirde insanlar icin gelistirilmis sinir degerler ile
karsilastirilmasinin yaniltici olabilecegi disunilmektedir. Bu nedenle hesaplanan her
parametre literatlrdeki sinir degerler ile degil; kendi icindeki kontrol gruplariyla

karsilastirilmistir.
5.2.2 Endotel Disfonksiyon ile iliskili Parametreler

Diyetle alinan yag miktari ve yag asit tirleri ile kardiyovaskiler hastalik riski
arasindaki iliski daha cok dislipidemi tzerinden degerlendirilmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda bu diyet bilesenlerinin kardiyovaskiler hastalik gelisimindeki potansiyel

etkilerini endotel disfonksiyonu etkileyerek de gosterebilecegi bildirilmistir (261). Yetiskin
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bireylerde 6gln sonrasinda plazma lipid dizeylerindeki artisin endotel fonksiyonu gecici
olarak bozabildigi yayinlanmistir (261, 262). Ozellikle nitrik oksit aracili endotelyuma bagh
vazodilasyondaki bozulma ateroskleroz olusum sirecinin erken basamaklarinda
gorlilmekte ve aterosklerotik kalp hastaliklarinin olusumuna katki saglayabilmektedir (6,
263). Bazi hayvan calismalarinda da yiksek yagh (>%35, enerji) diyetin endotel nitrik oksit
sentaz aktivitesi ve nitrik oksit tGretiminde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (264, 265).
Benzer sekilde dizenli olarak yiksek miktarda (>% 35, enerji) yag iceren bir diyet tiiketen
saglikli yetiskinlerde, AHA'nin yag alimi 6nerilerini karsilayan bir diyet tiiketen yetiskinlerle
karsilastirldiginda azalmis nitrik oksit biyoyararlihgindaki azalmaya bagli olarak endotel
bagiml vazodilasyon fonksiyonunda bozulmalar goéruldtgu bildirilmistir (71).

Yiksek yag ve kolesterol iceren diyetin endotel disfonksiyon ve ateroskleroz
gelisimine etkilerinin bilinmesine ragmen heterosiklik aromatik aminlerin bu risk faktorleri
Uzerindeki olasi etkileri ve bu etkilerin mekanizmasi tam olarak incelenmemistir. Yiksek
miktarda doymus yag asitleri ve kolesterol iceren diyetin (>%35, enerji) endotel
disfonksiyon gostergesi olan adezyon molekillerine etkileri incelendiginde; VCAM-1 ve
ICAM-1 dizeylerinin hem plazmada (228, 266) hem de aortta (232) arttigi yayinlanmistir.
Ancak bu ¢alismada farelerin plazma VCAM-1 dizeyleri karsilastirildiginda hem kisa sire
hem de uzun sire heterosiklik amin aliminin kontrol grubuna gére anlamli degisiklik
yaratmadigl gorilmistir (Bkz Tablo 4.6.). Ayrica heterosiklik amin alim siiresine gore de
gruplar arasinda fark bulunmamaktadir. Plazma ICAM-1 diizeyi hem heterosiklik amin
tiriinden hem de heterosiklik amin alim siresinden etkilenmemektedir. Yapilan bir
calismada o6zellikle plazma VCAM-1 dizeyiyle aortda aterom boyutu arasinda pozitif

korelasyon oldugu rapor edilmistir (228).

Bu tez galismasinda ayrica aort dokusunda VCAM-1 ve ICAM-1 ile iliskili peptidlerin
dizeyleri RT-gPCR ve Western Blot yontemleriyle analiz edilmistir. Ancak yapilan farkl
denemelere ragmen sadece Western Blot analizinde ICAM-1 icin bant elde edilememistir
(Bkz Sekil 4.22.). Bant yogunluklarindan hesaplanan protein miktarlari acgisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamh farklihk bulunmamistir (Bkz. Sekil 4.23.).
Analizlerden elde edilen bulgular kisa siire heterosiklik amin aliminin plazma VCAM-1 ve

ICAM-1 dizeyleri ile paralel olarak aort dokusundaki diizeyleri ve gen ekspresyonlarinin
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kontrol grubuna gore farkli olmadigini géstermektedir (Bkz. Sekil 4.24. ve 4.25.). Benzer
sekilde diyetle uzun siire heterosiklik aminlere maruz kalmak da aort dokusunda VCAM-1
ve ICAM-1 ile iliskili peptidlerin diizeyini ve genetik ekspresyonunu etkilememektedir. Bu
calismanin tersine Park ve ark. yaptiklari arastirma sonucunda yilksek yagh diyetin (%45,
enerji, %0,15 kolesterol) aortta ICAM-1, VCAM-1 ve e-selectin ekspresyonlarini arttirdigi
bildirmistir (232). Yapilan baska bir ¢alismada tipik bati tarzi diyetin (%40, enerji) aortta
ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonlarinin arttigi rapor edilmistir (267). Ancak s6z konusu
calismada kontrol grubuna standart laboratuvar yemi verildigi ve bu farkin beklenen bir

sonuc oldugu goz ardi edilmemelidir.
5.3. Aterosklerotik Plak Olusmuna iliskin Bulgular

Ateroskleroz; arterlerin intima tabakasinda lipid ve fibréz elemanlarin birikimi ile
karakterize, progresif bir hastaliktir. Endotel hasari takiben, kolesterol agisindan zengin
makrofajlardan olusan plak/aterom olusmakta ve plateletler ile I6kositlerin stirece katilimi
ile ilerleyerek ateroskleroz haline gelmektedir (9). Aortta olusan aterosklerotik plak
kompozisyonunun incelendigi bir ¢alismada aterom igeriginin ¢ogunlukla doymamis yag
asitlerinden olustugu ve kardiyovaskiiler sistem saghg icin sadece doymus yag asitlerinin
degil coklu doymamis yag asitlerinin diyetle alinan miktarinin da énemli oldugunu rapor

etmigstir (191).

Yapilan calismalar yiksek yagh diyet (>%35, enerji) alan farelerde aortik plak
boyutlarinin kontrol grubuna goére arttig1 yayinlanmistir (228, 230, 232, 268). Bu ¢alismada
yapilan histopatolojik boyamadan elde edilen bulgulara gére yilksek yag ve kolesterol
iceren diyetle birlikte kisa sureyle heterosiklik amin tirlerine maruz kalmanin plak
olusumunu etkilemedigi saptanmistir (Bkz. Sekil 4.26.). Buna karsin heterosiklik aromatik
aminlerin plak olusumuna etkisinin incelendiginde bir calismada Aac tirld heterosiklik
aminlerin (12,1 mg/kg, 2hf) yiksek yagh diyet (%21 w/w doymus yag asitleri- %0,15 w/w
kolesterol) alan apoE knock-out farelerde plak boyutunu kontrol grubuna goére azaltarak
olumlu etki ettigi bildirilmistir (29). Ancak kisa siire ile PhIP tiirli heterosiklik amin alan
farede diger orneklerden farkh olarak aort duvarindaki bazi diiz kas hiicrelerinde

farklilasmayi isaret eden birtakim degisiklikler oldugu bulunmustur (Sekil 4.27.). Bu
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hicresel duzeydeki degisikliklerin hilicre c¢ekirdeklerinde biylime ve nikleollerde
belirginlesme seklinde oldugu goézlenmistir. Kisa siireli heterosiklik amin maruziyetine
benzer sekilde uzun silre ile heterosiklik amin farelerde de ateroskleroz geligimi

gozlenmemistir (Bkz. Sekil 4.28).

Yiksek yag iceren diyetle heterosiklik aminlere maruz kalan farelerde alinan ve bazi
toksik etkileri oldugu bilinen bu aminlerin metabolizmasi sirasinda endotel disfonksiyon ve
ateroskleroz patogenezini etkileyecek/engelleyecek yolaklar olusturup olusturmadigi net
olarak bilinmemektedir. Literatirde heterosiklik aminlerin direkt olarak ateroskleroz
olusumuna etkisini incelemesi yontyle tek olan ve ¢alisma tasarimi olarak bu ¢alismayla
bazi ortak yonleri bulunan Lopez Mendez ve ark. yaptiklari galismada yuksek yagh (%21 w/w
doymus yag asitleri- %0,15 w/w kolesterol) diyetle beslenen apo E knock-out farelerde AaC
tlrl heterosiklik aminlerin (12,1 mg/kg, 2 hf) plak boyutunu kontrol grubuna gore azaltarak
ateroskleroza karsi olumlu etki ettigi yayinlanmistir (29). Yazarlar, ilgili heterosiklik aminin
ateroskleroz gelisiminde yer alan hiicrelerin proliferasyonu veya fonksiyonu {izerine inhibe
edici etkisi olabilecegi, infiltre edici monositik hiicrelerin proliferasyonuna veya diiz kas
hiicrelerinin neo-intima tabakasina gecisine midahale edebilecegini bildirmistir. Ayrica bu
tez calismasi kapsaminda incelenen lipid parametreleri ya da endotel disfonksiyon
belirtecleri diizeyinin ¢ok ylkselmesine bagh olarak ilgili molekillerin vicutta cesitli
proteazlar ya da notrofiller tarafindan parcalanmasini ya da albimin veya alfa
makroglobulinler tarafindan toplanmasini tetikleyen bir savunma mekanizmasi
gelisebilecegi dislinlilmektedir. Benzer sekilde bu savunma mekanizmalarinin heterosiklik
aminlerin aktivasyonu sonucunda olusan toksik metabolitlerin temizlenmesi igin de
olusturulmasinin mimkiin olabilecegi disinlilmektedir. Ancak bu hipotezlerin kontrol
edilebilmesi veya dogrulanabilmesi icin bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyac

vardir.

Bu calismadan elde edilen sonuclarinin literatlirdeki diger calismalarla benzer ve
farkli yonleri oldugu dikkat cekmektedir. Ozellikle caismalarda kullanilan hayvan tiirleri
(sican, fare... vb), ayni tiirdeki hayvanlarin genetik 6zellikleri (Apo E, Cypla...vb knock-out),
calismalarda verilen heterosiklik aminlerin verilis yollari (yeme ekleme, gavaj... vb), verilis

dozlari ve siireleri, miidahale boyunca hayvanlarin tikettigi yemlerin icerigi (ylksek oranda
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doymus/coklu doymamis yag asitleri igeren, standart laboratuvar yemi... vb), hayvanlarin
tukettigi doymus yag asitlerinin kaynagi (bitkisel, hayvansal... vb) gibi calisma dizayni

farkhliklari sonuglarin karsilastiriimasini etkilemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Heterosiklik aminlerin yetiskin farelerde fazla miktarda alinmasinin viicutta endotel
disfonksiyon, dislipidemi ve ateroskleroz Uizerindeki etkilerinin arastirildigi bu ¢alisma
Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve Yetistirme Unitesi ile Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Bolimi Arastirma
Laboratuvarlari’'nda gergeklestirilmistir. Bu calismadan elde edilen genel sonuglar ve

Oneriler asagida 6zetlenmistir.
6.1. Sonuglar

Kardiyovaskuler hastaliklarin patofizyolojik temelinde lipoprotein
metabolizmasinda anomali, kronik inflamasyon, endotel hasar ve aterotromboz vardir.
Heterosiklik aminlerin bu siirece olasi etkisinin, metabolik aktivasyon sonucunda
kardiyovaskiiler dejenerasyon, genotoksisite ve sitotoksisite olusturarak kardiyovaskiler
hastaliklar1 tetiklemesi olabilecegi dislnilmektedir. Bu bilgiler isiginda bu calismada,
besinlerle en ¢ok maruz kalinan heterosiklik amin tlrlerinin ateroskleroz patogenezi igin
temel mekanizmalar olan endotel disfonksiyon, dislipidemi ve aterotromboz siiregleri
Uzerine etkileri hiicresel ve molekiler diizeyde kardiyovaskiler hastaliklar agisindan
saptanmistir.

Genel olarak elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; ylksek yag ve kolesterol
iceren diyetle birlikte kisa siire heterosiklik amin aliminin lipid profilini kontrol grubuna gére
olumsuz etkileyerek kardiyovaskiler hastaliklara yatkinhigr arttirdigi goértlmustir. Yiksek
yagh diyetle birlikte uzun sire alinan heterosiklik aminler kontrol grubu ile
karsilastirldiginda dislipidemik etkileri azaltma egilimindedir. Heterosiklik amin tiiri ve
alim sdresinin  endotel disfonksiyon ve ateroskleroz olusumu Uizerinde etkisi
gosterilememistir. Calismadan elde edilen sonuglar asagida ayrintili olarak maddeler

halinde sunulmustur.

1. Sadece yiiksek yag iceren diyet verilen 21 haftalik miidahale déneminde kisa siire
ile heterosiklik amin alacak gruplarin yem tiliketimleri; kontrol grubunda 3,3+0,06

g/guin iken PhIP alan grupta 3,3+0,05 g/gtin, MelQx alan grupta 3,3+0,04g/gln ve
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her iki heterosiklik amin tirinl birlikte alan grupta 3,2+0,06 g/glin oldugu

gorlilmastir (p=0,226).

Uzun sire ile heterosiklik amin alan gruplarin yem tiketimleri incelendiginde
kontrol grubunun yem tiketimi 3,2+0,06 g/glin iken PhIP alan grupta 3,3+0,03
g/giin, MelQx alan grupta 3,4+0,04 g/gun ve her iki heterosiklik amin tirunu birlikte
alan grupta 3,3+0,06 g/glin olarak bulunmustur (p=0,129).

. Yuksek yagh diyet donemi ve heterosiklik amin iceren diyet donemindeki yem

tiketimi ortalamasi sirasiyla; 3,3+0,42; 3,1+0,33 g/gun’dir (p>0,05).

. Yiksek yag ve kolesterol iceren diyete ek olarak heterosiklik amin verilen diyet

donemindeki yem tiketimleri incelendiginde kisa siireli heterosiklik amin alan
gruplarda kontrol grubunun yem tiketimi 3,3+0,06 g/glin iken PhIP alan grupta
3,31+0,05 g/gun, MelQx alan grupta 3,3%0,04 g/gun ve her iki heterosiklik amin
tlrlnd birlikte alan grupta 3,2+0,06 g/gln oldugu bulunmustur (p=0,707).

Diyetle uzun stlire heterosiklik aminlere maruz kalan gruplardan kontrol grubunun
yem tiketimi 3,2+0,06 g/giin iken PhIP alan grupta 3,3+0,03 g/gliin, MelQx alan
grupta 3,4+0,04 g/gin ve her iki heterosiklik amin turini birlikte alan grupta
3,310,06 g/gun yem tiiketildigi bulunmustur (p=0,798).

Ayni heterosiklik aminleri kisa ve uzun silire kontrol diyeti alan iki grupta yem
tiketimlerinin kisa ve uzun siireli gruplarda sirasiyla kontrol grubu icin 3,3+0,06
g/giin ve 3,2+0,06 g/glin (p>0,05); PhIP gruplarinda 3,3+0,05 g/giin ve 3,3%0,03
g/giin (p>0,05), MelQx gruplarinda 3,3+0,04 g/gln ve 3,4+0,04 g/gin (p>0,05), her
iki tlr heterosiklik amini birlikte alan gruplarda 3,2+0,06 g/giin ve 3,3+0,06
g/gun’dur (p>0,05).

Yiksek yagl diyet doneminde farelerin vicut agirligi sayisal olarak artma
egilimindedir.

Sadece yliksek yagh diyet verilen 21 haftalik miidahale déneminde kisa siire ile
heterosiklik amin alacak gruplarin agirlik degisimleri kontrol grubunda 22,7+0,45 g

iken PhIP alan grupta 23,2+0,48 g, MelQx alan grupta 22,2+0,45 g ve her iki
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heterosiklik amin tlrtni birlikte alan grupta 22,9+0,41 g oldugu gorilmustir

(p=0,490).

Uzun siire ile heterosiklik amin alacak gruplarin agirlik degisimleri incelendiginde
kontrol grubunun ortalama agirliginin 22,7+0,25 g iken PhIP alan grubun agirliginin
23,4+0,33 g, MelQx alan grubun agirhiginin 23,2+0,40 g ve her iki heterosiklik amin
tlrind birlikte alan grubun ortalama agirhginin 23,3+0,47 g oldugu gorilmastir
(p=0,173).

Yiksek yag ve kolesterol iceren diyete ek olarak heterosiklik amin verilen diyet
dénemindeki agirlik degisimleri incelendiginde kisa stireli heterosiklik amin alan
gruplarda kontrol grubunun agirhginin 24,2+0,74 g iken PhIP alan grubun agirliginin
24,9+0,59 g, MelQx alan grubun ortalam agirhginin 23,5£0,42 g ve her iki
heterosiklik amin tlrtnd birlikte alan grubun agirhginin 23,840,86 g oldugu
bulunmustur(p=0,557).

Diyetle uzun sire heterosiklik aminlere maruz kalan gruplardan kontrol grubunun
ortalama agirhginin 24,0+0,30 g iken PhIP alan grubun agirliginin 24,8+0,38 g, MelQx
alan grubun agirliginin 24,6+0,32 g ve her iki heterosiklik amin tlrin birlikte alan
grubun ortalama agirliginin 24,6+0,24 g oldugu bulunmustur (p=0,360).

Kisa ve uzun siire ayni diyeti alan iki grupta kontrol yemi alanlar igin kisa ve uzun
dénemde sirasiyla 24,2+0,74 g ve 24,0+0,30 g (p>0,05), PhIP gruplarinda 24,9+0,59
g ve 24,84+0,38 g (p>0,05), MelQx grubunun 23,5+0,42 g ve 24,610,32 g (p>0,05),
her iki tir heterosiklik amini birlikte alan gruplarda 23,8+0,86 g ve 24,610,24 g
oldugu gorulmustir (p>0,05).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma total kolesterol dizeyi 1,2+0,00 mmol/L iken PhIP alan grubun 1,4+0,14
mmol/L, MelQx alan grubun 1,4+0,26 mmol/L ve hem PhIP hem MelQx tir
heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 1,3+0,08 mmol/L olarak
bulunmustur (p=0,066).

Plazma total kolesterol diizeyleri uzun siireli heterosiklik amin alan gruplarda
incelendiginde kontrol grubunun ortalamasi 1,3+0,05 mmol/L iken, PhIP grubunda

1,2+0,06 mmol/L, MelQx tirt heterosiklik amine maruz kalan farelerin 1,2+0,14
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mmol/L, hem PhIP hem de MelQx tiirtinl birlikte alan farelerin ortalama dizeyinin
1,1+£0,07 mmol/L oldugu gorilmustir (p=0,074).

Ayni heterosiklik aminlere maruz kalan gruplarda plazma total kolesterol diizeyi kisa
ve uzun slre igin sirasiyla kontrol grubunda 1,2+0,00 mmol/L ve 1,3+0,05 mmol/L
(p>0,05), PhIP grubunda 1,4+0,14 mmol/L ve 1,2+0,06 mmol/L (p>0,05), MelQx
guplarinda 1,4+0,26 mmol/L ve 1,2+0,14 mmol/L (p>0,05), her iki tir heterosiklik
amini birlikte alan farelerde 1,3+0,08 mmol/L ve 1,1+0,07 mmol/L oldugu
bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
karaciger total kolesterol dlizeyi 0,11+0,006 mmol/g protein olarak bulunurken PhIP
alan grubun 0,14+0,013 mmol/g protein, MelQx alan grubun 0,13+0,012 mmol/g
protein, hem PhIP hem MelQx tlirli heterosiklik aminleri birlikte alan grubun
ortalamasi 0,14+0,013 mmol/g protein oldugu bulunmustur.

Uzun sireli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama karaciger total kolesterol dizeyi 0,110,009 mmol/g protein iken, uzun
stire PhIP alan farelerin 0,13+0,001 mmol/g protein, MelQx turu heterosiklik amine
maruz kalan farelerin 0,12+0,003 mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx tirin
birlikte alan farelerin ortalama karaciger total kolesterol diizeyinin 0,13+0,005
mmol/g protein oldugu gorulmustir (p=0,097).

Ayni heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa streli
kontrol diyeti alan farelerde 0,11+0,006 mmol/g protein iken uzun sureli alan
farelerde 0,11+0,009 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tiri kisa
ve uzun slire icin sirasiyla; 0,14+0,013 mmol/ g protein ve 0,13+0,001 mmol/g
protein, MelQx tiri 0,130,012 mmol/g protein ve 0,12+0,003 mmol/g protein, her
iki tur heterosiklik amini 0,14+0,013 mmol/g ve 0,13+0,005 mmol/g protein oldugu
bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma trigliserit diizeyi 0,8+0,01 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun

1,0+0,25 mmol/L, MelQx alan grubun 1,24+0,22 mmol/L ve son olarak hem PhIP hem
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MelQx tiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 1,0+0,07 mmol/L
olarak bulunmustur (p=0,444).

Uzun sireli heterosiklik amin alan farelerde plazma trigliserit diizeyleri arasinda
anlamli bir farkhlik oldugu bulunmustur (p=0,037), Uzun sireli heterosiklik amin
alan farelerde gruplar arasindaki farkliik durumu incelendiginde kontrol grubunun
ortalama plazma trigliserit diizeyi 1,2+0,11 mmol/L iken, uzun slre PhIP alan
farelerin 0,8+0,12 mmol/L (p=0,032), MelQx tirii heterosiklik amine maruz kalan
farelerin 0,7+£0,09 mmol/L (p=0,016), hem PhIP hem de MelQx tlrind birlikte alan
farelerin ortalama diizeyinin 0,7+0,08 mmol/L oldugu gorilmstr.

Ayni heterosiklik aminlere maruziyet siresinin etkileri incelendiginde kisa siireli
kontrol diyeti alan farelerde 0,8+0,01 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
1,2+0,11 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tiirG kisa ve uzun sure igin
sirasiyla; 1,0£0,25 mmol/L ve 0,8+0,12 mmol/L, MelQx turu 1,2+0,22 mmol/Lve
0,7+0,09 mmol/L, iki tir heterosiklik amini birlikte alan farelerde 1,0+0,07 mmol/L
ve 0,7£0,08 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
karaciger trigliserit diizeyi 0,09+0,012 mmol/g protein olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,12+0,005 mmol/g protein, MelQx alan grubun 0,09+0,014 mmol/g
protein, hem PhIP hem MelQx tirli heterosiklik aminleri birlikte alan grubun
karaciger trigliserit duzeyi ortalamasi 0,120,016 mmol/g protein oldugu
bulunmustur (p=0,126).

Uzun slreli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama karaciger trigliserit diizeyi 0,11+0,036 mmol/g protein iken, uzun siire
PhIP alan farelerin 0,080,006 mmol/g protein, MelQx tirl heterosiklik amine
maruz kalan farelerin 0,09+0,009 mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx turin(
birlikte alan farelerin ortalama karaciger trigliserit diizeyinin 0,10+0,011mmol/g
protein oldugu gorilmustir(p=0,691).

Ayni tir heterosiklik aminlere maruziyet siresinin etkileri incelendiginde kisa sireli
kontrol diyeti alan farelerde 0,09+0,012 mmol/g protein iken uzun sureli alan

farelerde 0,11+0,036 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tlr



25.

26.

27

28.

122

heterosiklik aminin kisa stireli alan farelerin karaciger trigliserit diizeyleri uzun sire
ile alanlara gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (kisa ve uzun sire igin sirasiyla;
0,12+0,005 mmol/ g protein ve 0,080,006 mmol/g protein, p=0,016), MelQx tlrl
heterosiklik aminleri kisa (0,09+0,014 mmol/g protein) veya uzun (0,09+0,009
mmol/g protein) sire ile almanin karaciger trigliserit dizeyi acgisindan anlamli
farkhlik yaratmadigi gérilmustir (p>0,05), Her iki tir heterosiklik amini birlikte alan
farelerde kisa slre ile maruz kalanlarda karaciger trigliserit diizeyi 0,1210,016
mmol/g protein iken uzun slreli maruz kalanlarda 0,100,011 mmol/g protein
oldugu bulunmustur ve iki grup arasindaki fark anlaml degildir (p>0,05).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma VLDL dizeyi 22,9+0,83 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun
26,4+0,86 mmol/L, MelQx alan grubun 23,8+0,62 mmol/L ve son olarak hem PhIP
hem MelQx tiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 23,0+1,51
mmol/L olarak bulunmustur(p=0,080).

Uzun sireli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama plazma VLDL dlzeyi 21,4+2,05 mmol/L iken, uzun siire PhIP alan farelerin
24,8+0,78 mmol/L, MelQx turl heterosiklik amine maruz kalan farelerin 21,4+0,99
mmol/L, hem PhIP hem de MelQx tiirinl birlikte alan farelerin ortalama dizeyinin

22,2+1,07 mmol/L oldugu gérilmistir(p=0,229).

. Ayni tiir heterosiklik aminlere maruziyet stiresinin etkileri incelendiginde kisa streli

kontrol diyeti alan farelerde 22,9+0,83 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
21,4+2,05 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tirlii 26,4+0,86 mmol/L ve
24,8+0,78 mmol/L, MelQx tira 23,8+0,62 mmol/L ve 21,4+0,99 mmol/L, her iki tir
heterosiklik amini birlikte alan farelerde 23,0+1,51 mmol/L ve 22,2+1,07 mmol/L
oldugu bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa stire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
karaciger VLDL duzeyi 0,15+0,03 mmol/g protein olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,16+0,02 mmol/g protein, MelQx alan grubun 0,10+0,02 mmol/g protein,
hem PhIP hem MelQx tiiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun karaciger VLDL

dizeyi ortalamasi 0,11+0,03 mmol/g protein oldugu bulunmustur(p=0,294).
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Uzun streli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama karaciger VLDL diizeyi 0,11+0,03 mmol/g protein iken, uzun siire PhIP alan
farelerin 0,10+0,01 mmol/g protein, MelQx tirl heterosiklik amine maruz kalan
farelerin 0,14+0,02 mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx tiirini birlikte alan
farelerin ortalama karaciger VLDL duzeyinin 0,13+0,01 mmol/g protein oldugu
saptanmistir(p=0,366).

Ayni tiir heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa sureli
kontrol diyeti alan farelerde 0,15+0,03 mmol/g protein iken uzun sireli alan
farelerde 0,11+0,03 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tirl
0,16+0,02 mmol/ g protein ve 0,10+0,01 mmol/g protein, MelQx turi 0,10+0,02
mmol/g protein ve 0,14+0,02 mmol/g protein, her iki tir heterosiklik amini birlikte
alan farelerde 0,11+0,03 mmol/g protein ve 0,13+0,01 mmol/g protein oldugu
bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma HDL diizeyi 0,284+0,03 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun
0,204+0,02 mmol/L, MelQx alan grubun 0,250+0,00 mmol/L ve son olarak hem PhIP
hem MelQx tlri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 0,236+0,02
mmol/L olarak bulunmustur (p=0,134).

Uzun streli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama plazma HDL diizeyi 0,15240,01 mmol/L iken, uzun sire PhIP alan farelerin
0,210+0,01 mmol/L, MelQx tiru heterosiklik amine maruz kalan farelerin
0,216+0,04mmol/L, hem PhIP hem de MelQx tiirtiini birlikte alan farelerin ortalama
dizeyinin 0,160+0,01 mmol/L oldugu gorulmistiir(p=0,280).

Ayni tir heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa sireli
kontrol diyeti alan farelerde (0,284+0,03 mmol/L) uzun sureli alan farelere gore
(0,152+0,01 mmol/L) anlamli sekilde yiiksek oldugu bulunmustur (p=0,029), Benzer
sekilde PhIP tiirii 0,204+0,02 mmol/L ve 0,210+0,01 mmol/L, p<0,001, MelQx tiru
0,250+0,00 mmol/L ve 0,216+0,04 mmol/L, her iki tir heterosiklik amini birlikte alan
farelerde 0,236+0,02 mmol/L ve 0,160+0,01 mmol/L oldugu bulunmustur ve iki grup

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,014).
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Diyetle kisa slire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
karaciger HDL dlzeyi 0,034+0,005 mmol/g protein olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,030+0,009 mmol/g protein, MelQx alan grubun 0,033+0,001 mmol/g
protein, hem PhIP hem MelQx tlri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun
karaciger HDL dlizeyi ortalamasi 0,023+0,001 mmol/g protein oldugu
bulunmustur(p=0,226).

Gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama karaciger HDL dizeyi
0,015+0,001 mmol/g protein iken, uzun sire PhIP alan farelerin 0,022+0,002
mmol/g protein (p=0,027), MelQx turu heterosiklik amine maruz kalan farelerin
0,022+0,002 mmol/g protein (p=0,016), hem PhIP hem de MelQx turinu birlikte
alan farelerin ortalama karaciger HDL dizeyinin 0,026+0,001 mmol/g protein
oldugu gorilmistir(p=0,025).

Ayni tir heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa sireli
kontrol diyeti alan farelerde 0,034+0,005 mmol/g protein iken uzun sireli alan
farelerde 0,015+0,001 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tir
0,030£0,009 mmol/g protein ve 0,022+0,002 mmol/g protein, MelQx tlrl
0,033+0,001 mmol/g protein ve 0,022+0,002 mmol/g protein, her iki tlr
heterosiklik amini birlikte alan farelerde 0,023+0,001 mmol/g protein ve
0,026+0,001 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma LDL diizeyi 0,7+0,02 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun 0,8+0,08
mmol/L, MelQx alan grubun 0,940,25 mmol/L ve son olarak hem PhIP hem MelQx
tird heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 0,8+0,07 mmol/L olarak
bulunmustur(p=0,951).

Uzun streli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama plazma LDL dizeyi 0,9+0,02 mmol/L iken, uzun sire PhIP alan farelerin
0,6+0,08 mmol/L, MelQx tirl heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,7+0,07
mmol/L, hem PhIP hem de MelQx tiirtin( birlikte alan farelerin ortalama dizeyinin

0,70,03 mmol/L oldugu gorilmustur (p=0,070).
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Ayni tur heterosiklik aminlere maruziyet suresinin etkileri incelendiginde kisa sureli
kontrol diyeti alan farelerde 0,7+0,02 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
0,9+0,02 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP turt 0,8+0,08 mmol/L ve
0,6+0,08 mmol/L, MelQx tirt 0,9+0,25 mmol/L ve 0,7+0,07 mmol/L, her iki tur
heterosiklik amini birlikte alan farelerde 0,8+0,07 mmol/L ve 0,7+0,03 mmol/L
oldugu bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
karaciger LDL dizeyi 0,070,006 mmol/g protein olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,090,010 mmol/g protein, MelQx alan grubun 0,080,006 mmol/g
protein, hem PhIP hem MelQx tlirli heterosiklik aminleri birlikte alan grubun
karaciger LDL dlizeyi ortalamasi 0,080,004 mmol/g protein oldugu
bulunmustur(p=0,341).

Gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama karaciger LDL diizeyi 0,10+0,006
mmol/g protein iken, uzun sure PhIP alan farelerin 0,080,001 mmol/g protein,
MelQx tiri heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,10+0,006 mmol/g protein,
hem PhIP hem de MelQx turiuni birlikte alan farelerin ortalama karaciger LDL

dizeyinin 0,090,003 mmol/g protein oldugu gorulmustiir(p=0,100).

. Ayni tiir heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa stireli

kontrol diyeti alan farelerde 0,07+0,006 mmol/g protein iken uzun sureli alan
farelerde 0,100,006 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p<0,001), PhIP tir
heterosiklik aminin kisa veya uzun siire ile alinmasinin istatistiksel olarak anlaml bir
fark yaratmadigi gorilmustir (kisa ve uzun sire igin sirasiyla; 0,09+0,010 mmol/g
protein ve 0,08+0,001 mmol/g protein). MelQx tiri heterosiklik aminlerin kisa
(0,080,006 mmol/g protein) sire ile aliminin uzun (0,10+0,006 mmol/g protein)
sire ile alim ile karsilastirildiginda karaciger LDL dizeyinin daha disik oldugu
goralmastir (p<0,001). Her iki tiir heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire
ile maruz kalanlarda karaciger LDL duzeyi 0,080,004 mmol/g protein iken uzun
stireli maruz kalanlarda 0,090,003 mmol/g protein oldugu bulunmustur ve iki grup

arasindaki fark anlamli degildir (p>0,05).
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Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma Apo Al dizeyi 0,0020+0,00 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun
0,0018+0,00 mmol/L, MelQx alan grubun 0,0016+0,00 mmol/L ve son olarak hem
PhIP hem MelQx tirl heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi
0,0014+0,00 mmol/L olarak bulunmustur(p=0,415).

Uzun sireli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama plazma Apo Al dizeyi 0,0020+0,00 mmol/L iken, uzun siire PhIP alan
farelerin 0,0018+0,00 mmol/L, MelQx tiirt heterosiklik amine maruz kalan farelerin
0,0025+0,00 mmol/L, hem PhIP hem de MelQx tirunlG birlikte alan farelerin
ortalama diizeyinin 0,0027+0,00 mmol/L oldugu gorilmustur (p=0,303).

Ayni tlr heterosiklik aminlere maruziyet stiresinin etkileri incelendiginde kisa siireli
kontrol diyeti alan farelerde 0,0020+0,00 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
0,0020+0,00 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tiri 0,0018+0,00 mmol/L
ve 0,0018+0,00 mmol/L (p>0,05), MelQx turd 0,0016+0,00 mmol/L (p>0,05) ve
0,0025+0,00 mmol/L, her iki tir heterosiklik amini birlikte alan farelerde
0,0014+0,00 mmol/L ve 0,0027+0,00 mmol/L oldugu bulunmustur (p=0,015).
Diyetle kisa suire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
karaciger Apo Al diizeyi 0,0024+0,0 mmol/g protein olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,0025+0,00 mmol/g protein, MelQx alan grubun 0,0023+0,00 mmol/g
protein, hem PhIP hem MelQx tlri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun
karaciger Apo A1l dlzeyi ortalamasi 0,0018+0,00 mmol/g protein oldugu
bulunmustur(p=0,179).

Gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama karaciger Apo Al dizeyi
0,0020+0,00 mmol/g protein iken, uzun sire PhIP alan farelerin 0,0020+0,00
mmol/g protein, MelQx tiru heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,0025+0,00
mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx turini birlikte alan farelerin ortalama
karaciger Apo Al duzeyinin 0,0021+0,00 mmol/g protein oldugu
gorilmustir(p=0,518).

Ayni tir heterosiklik aminlere maruziyet siresinin etkileri incelendiginde kisa sureli

kontrol diyeti alan farelerde 0,0024+0,00 mmol/g protein iken uzun streli alan
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farelerde 0,0020+0,00 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tir
0,0025+0,00 mmol/g protein ve 0,0020+0,00 mmol/g protein, MelQx tlrl
0,0023+0,00 mmol/g protein 0,0025+0,00 mmol/g protein, her iki tir heterosiklik
amini birlikte alan farelerde 0,0018+0,00 mmol/g protein ve 0,0021+0,00 mmol/g
protein oldugu bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa slire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma Apo B diizeyi 0,3+0,02 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun 0,3+0,03
mmol/L, MelQx alan grubun 0,4+0,02 mmol/L ve son olarak hem PhIP hem MelQx
tlr heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 0,4+0,01 mmol/L olarak
bulunmustur (p=0,440).

Uzun slreli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama plazma Apo B dizeyi 0,4+0,02 mmol/L iken, uzun sure PhIP alan farelerin
0,4+0,01 mmol/L, MelQx tirl heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,3+0,00
mmol/L, hem PhIP hem de MelQx tiirtin( birlikte alan farelerin ortalama dizeyinin
0,3+0,01 mmol/L oldugu gorilmustiir(p=0,076).

Ayni tir heterosiklik aminlere maruziyet siresinin etkileri incelendiginde kisa siireli
kontrol diyeti alan farelerde 0,3+0,02 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
0,4+0,02 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP turt 0,3+0,03 mmol/L ve
0,4+0,01 mmol/L, MelQx tirt 0,4+0,02 mmol/L ve 0,3+0,00 mmol/L, her iki tur
heterosiklik amini birlikte alan farelerde kisa siire ile maruz kalanlarda plazma Apo

B duzeyi 0,4+0,01 mmol/L iken uzun sireli maruz kalanlarda 0,3+0,01 mmol/L
oldugu bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa suire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
karaciger Apo B dizeyi 0,01+0,000 mmol/g protein olarak bulunurken PhIP alan
grubun 0,02+0,001 mmol/g protein, MelQx alan grubun 0,01+0,001 mmol/g
protein, hem PhIP hem MelQx tirl heterosiklik aminleri birlikte alan grubun
karaciger Apo B diizeyi ortalamasi 0,01+0,001 mmol/g protein oldugu bulunmustur
(p=0,191).

Gruplar incelendiginde kontrol grubunun ortalama karaciger Apo B

diizeyi0,02+0,006 mmol/g protein iken, uzun siire PhIP alan farelerin 0,01+0,000
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mmol/g protein, MelQx turu heterosiklik amine maruz kalan farelerin 0,010,001
mmol/g protein, hem PhIP hem de MelQx tirini birlikte alan farelerin ortalama
karaciger Apo B dizeyinin 0,010,001 mmol/g protein oldugu gorulmustur
(p=0,823).

Ayni tir heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa streli
kontrol diyeti alan farelerde 0,01+0,000 mmol/g protein iken uzun sdreli alan
farelerde 0,020,006 mmol/g protein oldugu bulunmustur (p>0,05), PhIP tiru kisa
0,02+0,001 mmol/g protein ve 0,010,000 mmol/g protein, MelQx tiirii 0,01+0,001
mmol/g protein ve 0,01+0,001 mmol/g protein, her iki tir heterosiklik amini birlikte
alan farelerde 0,01+0,001 mmol/g protein ve 0,01+0,001 mmol/g protein oldugu
bulunmustur (p>0,05).

Elde edilen veriler incelendiginde plazma non-HDL diizeyinin ve total kolesterol-HDL
oraninin maruz kalinan heterosiklik amin tiriinden ve alim siiresinden etkilenmedigi
gorilmustir (p>0,05).

LDL- HDL orani ve Apo B-Apo Al orani hem kisa hem de uzun siire heterosiklik amin
alan gruplarda kontrol grubuna benzerdir ve ayni tir heterosiklik amin alan
farelerde de bu parametrelerin oranlarinin farkli olmadigi goértlmiustir (p>0,05),
Diyetin aterojenik indeksi kisa slire heterosiklik amin alan gruplarda kontrol
grubuna benzerdir (p>0,05). Ancak uzun siire heterosiklik amin alan gruplardan
sadece MelQx tiurl heterosiklik amin aliminin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak distk oldugu bulunmustur (p=0,020).

Diyetle kisa siire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma VCAM-1 dizeyi 13,8+0,42 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun
15,5+0,50 mmol/L, MelQx alan grubun 14,9+0,40 mmol/L ve son olarak hem PhIP
hem MelQx tiiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 15,2+0,11
mmol/L olarak bulunmustur(p=0,067).

Uzun streli heterosiklik amin alan gruplar incelendiginde kontrol grubunun
ortalama plazma VCAM-1 diizeyi 14,0+0,34 mmol/L iken, uzun sure PhIP alan

farelerin 13,2+0,26 mmol/L, MelQx turid heterosiklik amine maruz kalan farelerin
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12,4+0,38 mmol/L, hem PhIP hem de MelQx turind birlikte alan farelerin ortalama
dizeyinin 12,3+0,45 mmol/L oldugu gorilmustir(p=0,054).

Ayni tiir heterosiklik aminlere maruziyet stresinin etkileri incelendiginde kisa sureli
kontrol diyeti alan farelerde 13,8+0,42 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
14,0+0,34 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiru kisa ve uzun sire igin
sirasiyla; 15,5+0,50 mmol/L ve 13,2+0,26 mmol/L, MelQx tiirl 14,9+0,40 mmol/L ve
12,4+0,38 mmol/L, her iki tir heterosiklik amini birlikte alan farelerde 15,2+0,11
mmol/L ve 12,3+0,45 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05).

Diyetle kisa slire heterosiklik amine maruz kalan farelerden kontrol grubundakilerin
plazma ICAM-1 duzeyi 20,4+0,35 mmol/L olarak bulunurken PhIP alan grubun
22,6+0,74 mmol/L, MelQx alan grubun 21,4+0,55 mmol/L ve son olarak hem PhIP
hem MelQx tiiri heterosiklik aminleri birlikte alan grubun ortalamasi 22,5+0,09
mmol/L olarak bulunmustur (p=0,061).

Kontrol grubunun ortalama plazma ICAM-1 duzeyi 20,8+0,60 mmol/L iken, uzun
sire PhIP alan farelerin 18,8+0,32 mmol/L, MelQx tirl heterosiklik amine maruz
kalan farelerin 19,0+0,50 mmol/L, hem PhIP hem de MelQx tiurini birlikte alan
farelerin ortalama diizeyinin 18,0+0,81 mmol/L oldugu gorulmustiir(p=0,118).
Ayni tlr heterosiklik aminlere maruziyet siiresinin etkileri incelendiginde kisa streli
kontrol diyeti alan farelerde 20,4+0,35 mmol/L iken uzun sireli alan farelerde
20,8+0,60 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05). PhIP tiir( icin kisa ve uzun slire
icin sirasiyla; 22,6+0,74 mmol/L ve 18,8+0,32 mmol/L, MelQx turd 21,4+0,55
mmol/L ve 19,0+0,50 mmol/L, her iki tlr heterosiklik amini birlikte alan farelerde
22,5+0,09 mmol/L ve 18,0+0,81 mmol/L oldugu bulunmustur (p>0,05).

Yapilan Western Blot analizleri sonucunda farkh sirelerde ve farkh antikorlarla
cesitli denemeler vyapilmasina ragmen ICAM-1 icin bant olusumu
gorintilenememistir.

VCAM-1 icin bantlardan elde edilen ortalama protein miktarlarinin kisa sireli
heterosiklik amin alan fareler farkl oldugu gorilmistir (p=0,023). Ancak kontrol

grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak farkli degildir (p>0,05).
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Uzun sireli heterosiklik amin alan fareler icin elde edilen protein miktarlarinda
gruplar arasinda farkhlik bulundugu gorilmustir (p=0,027). Ancak kontrol grubuna
gore anlamli farkhlik olmadigi goriilmastir (p>0,05).

Aort dokusundaki VCAM-1 icin her grubun ekspresyon diizeyi en distk ekspresyona
sahip olan gruba gore (PMu) relatif olarak hesaplanmistir. Kisa sireli heterosiklik
amin alan gruplarda mRNA ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak farkh oldugu
goralmastir (p=0,022). Ancak kontrol grubu (98,7+1,82) ile yapilan karsilastirmalar
sonucunda PhIP (91,0£5,99), MelQx (204,6+2,51) gruplari ile PhIP ve MelQx
(161,3+3,24) grubu icin istatistiksel fark bulunmamistir (p>0,05).

Uzun sireli heterosiklik amin alan gruplarin VCAM-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin
de farkli oldugu bulunmustur (p=0,015). Fakat PhIP (167,6%2,73), MelQx
(114,241,21), PhIP ve MelQx (1,0+0,10) gruplarinin ekspresyon diizeyi kontrol grubu
(143,3+0,88) ile karsilastirildiginda istatistiksel fark olmadigi gortlmistir (p>0,05).
Aort dokusundaki ICAM-1 icin her grubun ekspresyon diizeyi en distk ekspresyona
sahip olan gruba (PMu) gore relatif olarak hesaplanmistir. Kisa sireli heterosiklik
amin alan gruplarda mRNA ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak farkh oldugu
gorilmastir (p=0,032). Ancak kontrol grubu (6,4+0,64) ile yapilan karsilastirmalar
sonucunda PhIP (2,6+0,29), MelQx (2,0+0,44) gruplari ile PhIP ve MelQx (16,2+0,58)
grubu icin istatistiksel fark bulunmamistir (p>0,05).

Uzun stireli heterosiklik amin alan gruplarin ICAM-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin
farkl oldugu bulunmustur (p=0,025). Fakat PhIP (18,5+0,20), MelQx (11,5+1,79),
PhIP ve MelQx (1,0+0,12) gruplarinin ekspresyon dizeyi kontrol grubu (11,1+1,43)
ile karsilastirildiginda istatistiksel fark olmadigi gorilmustir (p>0,05).

Uzun sireli yiuksek yagh ve kolesterole ek olarak kisa stireli heterosiklik amin alan
farelerde aortta aterosklerotik plak veya aterom olusmadigi gorilmustar.

Kisa suire ile PhIP tirl heterosiklik amin alan farelerde diger gruplardan farkli olarak
aort duvarindaki bazi diiz kas hiicrelerinde farklilasmayi isaret eden birtakim
degisiklikler oldugu bulunmustur. Bu hiicresel dizeydeki degisikliklerin hicre
cekirdeklerinde biylime ve nikleollerde belirginlesme seklinde oldugu

gozlenmistir.
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73. Uzun sireli ylksek yagh ve kolesterole ek olarak uzun siireli heterosiklik amin alan
farelerde aortta aterosklerotik plak veya aterom olusmadigi gérilmastir.

74. Kisa stire ile PhIP tird heterosiklik amin alan grupta gorilen hicresel farkhlasma
durumu uzun stire PhIP tlrl heterosiklik amin alan fareler de dahil olmak Uzere

higbir grupta goérilmemistir.

6.2. Oneriler

Calismadan elde edilen sonuclarile laboratuvar hayvanlarinda (kemirgenler) diyette
ylksek miktarda heterosiklik aminlerin uzun siireli tiketiminin kardiyovaskiiler hastaliklarin

ortaya ¢itkmasinda olasi etkileri ve altinda yatan mekanizmalara dair bilgi saglanmistir.

Bu ¢alismada farelerin bir kismi ytiksek yagli ve kolesterollii diyete (20 w/w doymus
yag asitleri, 0,2 w/w kolesterol) ek olarak heterosiklik amin tirleri (10 mg/kg -PhIP ve/veya
MelQx) almistir. Diyetle doymus yag asitleri aliminin artmasi 6zellikle kardiyometabolik
hastaliklarin riskini arttirmaktadir. Bu nedenle diyetle alinan yag miktarinin toplam
enerjinin %25-30’undan gelmesi, alinan doymus yag asitlerinin %5-6'nin altinda olmasi
(uygulanamadigi durumlarda <%10 kabul edilebilir) ve diyetin kolesterol iceriginin saghkli
bireyler i¢in 300 mg/glin dlzeyinin altinda olmasi gerekmektedir. Bu ¢alismadan elde
edilen bulgulara gore artmis heterosiklik amin tiiketiminin dislipidemi, endotel disfonksiyon
ve ateroskleroz ile ilgili parametrelerden bazilarini olumlu etkileyebilecegi saptanmistir.
Ancak diyetle uzun sire alinan heterosiklik aminlerin kardiyovaskdiler hastaliklar tizerindeki
olasi azaltici etkilerinin yaninda bu diyet bileseninin vicutta meydana getirdigi diger
etkilerin (DNA katimi, karsinojenik/mutajenik etkileri, inflamasyon artisi... vb) de g6z 6niine
alinarak diyetle aliminin sinirlandiriimasinin uygun oldugu distintilmektedir. Diyette en ¢ok
protein icerigi ylksek besinlerde kuru isida pisirme yontemleriyle olustugu bilinen
heterosiklik aromatik aminlerin aliminin azaltilmasi icin heterosiklik olusumu acgisindan
riskli besinlerin pisirilirken kavurma, kizartma, i1zgara gibi yontemler yerine haslama,
bugulama yo6ntemlerinin tercih edilmesi, besinlerin ¢ok uzun sirelerde ylksek 1si ile
muamele edilmemesi ve yanmis besinlerin tiketilmemesi saghgin gelistirilmesi icin 6nem

arz etmektedir.



132

insanlar ve fareler arasinda bulunan fizyolojik farkliliklardan dolayi bu ¢alismanin
sonuglarina gore insanlar icin heterosiklik alim miktarina 6zel bir 6neri gelistirilmesi
mimkin degildir. Ayrica insanlar icin Oneri gelistirilirken diyetin yalnizca besin 6geleri
icerigi degil; heterosiklik aminlerin metabolizmasini veya kardiyovaskiiler hastalik risk
faktorlerini etkileyebilecek posa, fitokimyasallar gibi diger diyet bilesenleri de
degerlendirilmelidir. Fakat yapilacak yeni hayvan veya insan ¢alismalari igin altyapi niteligi

tasiyan bu calisma, yeni ¢alismalarin planlanmasi icin veri sunmaktadir.

Sonug¢ olarak bu c¢alisma ile bir diyet bileseni olan heterosiklik aminlerin
kardiyovaskiiler risk faktorleri Gzerindeki akut ve kronik etkilerinin farkli olabilecegi
gosterilmistir. Bu bulgular 1siginda; 6rneklem sayisinin daha fazla, maruziyet siresinin daha
uzun oldugu, farelerin kan parametrelerinin ¢alisma boyunca incelendigi, nutrigenetik
kodlanmalarin analiz edildigi kapsamli ¢alismalar yapilmasi Onerisi getirilebilecegi

dustiniimektedir.
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