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OZET

Akrilamid (C3HsNO, CAS No. 79-06-1), aktiflestirilmis bir ¢ift bag iceren, kristal ve
kokusuz oOzelliklere sahip beyaz renkte goriinen, ¢evreden dogal bir kaynagi olmayan
endiistriyel doymamis bir amit ve kati bir monomerdir. Bir¢ok kaynakta olusmasi ve ¢ogu
sektorde kullanilmas1 sebebiyle hayatimizin neredeyse her yerinde karsimiza ¢ikabilecek
olan akrilamid canlilara farkli sekillerde zarar vermektedir. Akrilamidin diisiik
konsantrasyonlarinin bile farkli canli tlirlerinde hasar olusturdugu saptanmis ve genotoksik,
norotoksik, karsinojenik etkileri sebebiyle endise yaratan bir kimyasal olarak goriilmesine
neden olmustur. Bu c¢alismada ekotoksikolojik c¢alismalarda model organizma olarak
kullanilan zebra baliklarinda (Danio rerio) akrilamidin akut toksik etkisi ve subletal
konsantrasyonlarinin DNA {izerinde yarattig1 hasar incelenmistir. 96 saatlik LCso degeri
98,60 mg/L (84,47-111,28 mg/L-%95 giiven araligi) olarak saptanmistir. 96 saatlik LCso
degerinin 1/2 ve 1/10 degerleri subletal konsantrasyonlar olarak kullanilmis ve 24 ile 96
saat slireyle 10 ve 50 mg/L akrilamide maruz kalan erigkin zebra baliklarinda kontrol
grubuna gére DNA hasar1 olustugu saptanmistir (p<0.05). Sonug olarak akrilamide kisa
stireli ve subletal maruziyetin sucul ekosistemde DNA hasarina yol agtig1 saptanmaistir.
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ABSTRACT

Acrylamide (C3HsNO, CAS No. 79-06-1) is an industrial unsaturated amide and solid
monomer with an activated pair of bonds, appearing in white with crystalline and odorless
properties, with no natural source from the environment. Acrylamide, which can appear
almost anywhere in our lives due to its formation in many sources and its use in most sectors,
harms living things in different ways. Even low concentrations of acrylamide were found to
cause damage to different species and were seen as a chemical that caused concern due to
its genotoxic, neurotoxic, carcinogenic effects. In this study, the acute toxic effects of
acrylamide in zebrafish (Danio rerio) used as model organisms in ecotoxicological studies
and the damage caused by sublethal concentrations on DNA were examined. The 96-hour
LCso value was 98.0 mg/L (84.7-111.28 mg/L-95% confidence interval). The 1/2 and 1/10
values of the 96-hour LCs, were used as sublethal concentrations and DNA damage was
detected in adult zebrafish exposed to 10 and 50 mg/L acrylamide for 24 to 96 hours
compared to the control group (p<0,05). As a result, short-term and sublethal exposure to
acrylamide was found to cause DNA damage in the aquatic ecosystem.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xi

Bu calismada kullanilmig simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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Isvec Ulusal Gida idaresi

Diinya Saglik Orgiitii



1. GIRIS

Gilinltimiizde karasal ya da sucul canlilar farkinda olmadan bir¢ok toksik maddeye maruz
kalmaktadir. Bu toksik maddelerin olusum, yayilim ve etki mekanizmalar1 arastirmalar
yapildik¢a zamanla ortaya c¢ikmaktadir. Neredeyse her giin ve neredeyse her insanin
karsisina ¢ikan toksik maddelerden biri de akrilamiddir. Akrilamid, 1893 yilinda kimyasal
bir bilesik olarak kesfedilmistir. 1994 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
insanlar i¢in potansiyel kanser yapict madde olarak smiflandirmistir. Bu smiflandirma
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) danismanlhig tarafindan 2002 yilinda onaylanmistir [1].
Siiflandirma sonrast donemde 6zellikle caligmalar artmis ve olasi kaynaklar1 kesfedilmeye

ya da kullanim alanlar1 arastirilmaya calisilmistir.

Akrilamid o6zellikle ytiksek sicaklikta islem goren gidalarda ortaya ¢ikmaktadir. Patates
kizartmasi, patates cipsi, kurabiyeler ve kahveler gibi yiiksek karbonhidrath yiyeceklerde
pisirme, kizartma veya firinlama gibi yiiksek sicaklikta (>120 °C) islenen gidalarda yiiksek
konsantrasyonlarda akrilamid varligr bildirilmistir [2]. Gidadaki olusumunda o6zellikle
Maillard reaksiyonunun (esmerlesme reaksiyonu) meydana gelmesi gerekmektedir. Pek ¢ok
ve sikca tiiketilen gidalarda bu reaksiyonun meydana gelmesi canlilarin akrilamide maruz
kalma olasiligini artirmaktadir. Maruz kalma sonucunda da farkli sekillerde sagligi olumsuz

yonde etkilemektedir.

Akrilamidin c¢evresel uygulamalari, bitkilere su ve besin tedarigini iyilestirme, topragin
erozyon kontrolii, arazi iyilestirme planlari, bahgecilik ile ilgili kullanimlar veya pestisit
kullanimlar1 i¢in piiskiirtme sapmasini azaltmakta kullanilir. Hidrofilik 6zelliginden dolayz,
akrilamid kum, organik madde veya killer iizerinde adsorpsiyonla zayif bir sekilde tutulur
[3]. Akrilamid toprakta biyolojik bozulmaya maruz kalir. 22 °C'deki aerobik kosullar
altinda, topraktaki 25 mg / kg akrilamidin yar1 omrii 18-45 saattir. Azalan akrilamid
konsantrasyonu ve artan sicaklik ile bozunma orani artar. C6ziiniir olmasi sebebiyle topraga
karigan akrilamidin sizmaya egilimli oldugu ve buharlasma, adsorpsiyon ve biyolojik
birikim gibi siireclerden ¢ok az etkilendigi ortaya konulmustur; bununla birlikte, toprakta
ve suda biyolojik bozunmaya maruz kalir, bu da olas1 siiziilme i¢in mevcut akrilamid
miktarin etkiler. Biyolojik bozunmaya yatkinligi géz 6niine alindiginda, akrilamidin sizinti

potansiyeli ve yeralt1 suyu kirliligi, makro gozenekli akis yoluyla toprakta hizli bir sekilde



tasinmas1 durumunda en yiiksek olacaktir [4]. Akrilamid toksik, kanserojen ve mutajenik
ozellikler gosteren kimyasallar listesine kayitlidir. Akrilamid ayni1 zamanda birgok sektérde
farkli amaglarla da kullanilmaktadir. Ornek olarak su ve atik su aritima tesislerinde
iilkemizde ¢ok yaygin olmamakla beraber floklastirici madde olarak kullanilmaktadir.

Ayrica tiitlin dumaninda da akrilamidin varlig1 tespit edilmistir.

Akrilamidin noérotoksik etkisi kendini 6ne ¢ikarmis ve arastirmalar bu yOnde
yogunlasmistir. Fakat yapilan diger ¢alismalar akrilamidin kanserojen ve ndrotoksik etkisi
disinda da zararlarinin oldugunu gostermistir. Bu zararlar genotoksisite, lireme toksisitesi,
i¢ organlarda hasar ve deri temasi1 varsa deri iltihaplanmasi (dermatit) seklinde kendini

gostermektedir.

Zebra balig1 (Danio rerio), OECD tarafindan ekotoksikolojik ¢aligmalarda standart test
organizmas1 olarak kullanilan sucul omurgalidir. Ureme kapasitesinin yiiksekligi, ucuz
olusu, hastalik ve gelisim genlerinin yapisal olarak insaninkine benzerlik gosteren bir genom
yapist olmasi sebebiyle, laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan bir tiir haline gelmistir.

Bu calismada ekotoksikolojik c¢aligmalarda model organizma olarak kullanilan zebra
baliginda (Danio rerio) akrilamidin akut toksik etkisi ve subletal konsantrasyonlarinin DNA
iizerinde yarattigi hasarin incelenmesi amaclanmistir. Elde edilen bulgular sucul
ekosistemlerde akrilamidin olusturdugu etkilerin saptanmasini saglayarak ulusal ve
uluslararas1 literatiire katkilar saglayacaktir. Ayrica akrilamid ile ilgili sucul ortamda

cevresel risk degerlendirmesine iliskin veri olusturacaktir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Akrilamid

Akrilamid (CsHsNO, CAS NO. 79-06-1) (Sekil 2.1.C), aktiflestirilmis bir ¢ift bag iceren,
organik, kristal ve kokusuz ozelliklere sahip beyaz renkte goriinen, ¢evreden dogal bir
kaynagi olmayan endiistriyel doymamis bir amit ve kati bir monomerdir [5]. Elementel
analize gore akrilamidin yapisinda %50,69 karbon, %22,51 oksijen, %19,71 azot ve %7,09
hidrojen atomlar1 bulunur [6,7]. Suda veya diger polar ¢oziiciilerde (metanol, etanol vb.)
kolayca ¢Oziinebilen yapidadir [8,9]. Akrilamid, bilinen tiim monomerler i¢cinde serbest
radikal polimerizasyonu i¢in en reaktif monomerdir [ 10]. Ek olarak akrilamid, in vivo olarak
epoksidi olan glisidamide biyolojik olarak doniistiiriiliir. Glisidamid hem in vitro hem de in

vivo olarak genotoksik ozelliklere sahiptir [11].

Akrilamid kimya miihendisligi, molekiiler laboratuvarlar, su aritma tesisleri, tekstil,
madencilik, kagit iiretimi ve kozmetik endiistrisinde kullanilir [12]. Ek olarak, toprakta
erozyon kontrolii, arazi restorasyon planlamalari, bitkilere su ve besin tedarikini iyilestirmek
icin bahgecilik veya pestisit kullaniminda sprey siiriiklenmesini azaltmada yardimci {iriin

olarak kullanilmaktadir [13].

Nisan 2002°de Stockholm Universitesi ve Isve¢ Ulusal Gida Idaresi (SNFA)’den bir grup
aragtirmaci, yaygin olarak tiiketilen firinlanmig vekizartilmis yiyeceklerde onemli miktarda
akrilamid tespit ettiklerini bildirmislerdir [14]. Isve¢ bildirisi, gidalardaki yiiksek

seviyelerde akrilamid varligina iliskin ilk rapordur [15].

WHO’nun 2011 yili raporunda, igme suyunda 0,5 pg/L’den yiiksek akrilamid limitlerinin
kanser riskini artirabilecegi bildirilmistir. Ayrica su aritma tesislerinde kullanilan
flokiilantlarda kalint1 akrilamid seviyeleri 0,5 — 600 mg/L arasinda degigsmektedir [16]. Tiim
bunlara ek olarak akrilamid sigara dumaninda bulunan ana bilesiklerden bir tanesidir ve
yemekten sonra akrilamide maruz kalmanin ikinci dnemli kaynagi olarak goriilmektedir [17,

18].



Akrilamid genotoksisite, kanserojenite ve norotoksisite dahil olmak iizere c¢esitli toksik
ozelliklere sahiptir. TARC, 1994’te akrilamidi olas1 bir insan kanserojeni olarak
simiflandirilmistir (Grup 2A) [15]. 2021 yilinda yapilan bir ¢alisma da insanda 6zellikle de
kadinlarda gida ile aliman akrilamidin meme, endometrial ve yumurtalik kanseri riskinde

anlamli bir iliski bulunamamustir [3].

Ayrica Gida Bilimsel Komitesi (SCF, 2002) akrilamidin genotoksik oldugunu bildirmistir
[4]. Tlaveten akrilamidin endokrin bozucu potansiyelinin oldugu ve 6zellikle de tiroid

hormonlar1 tizerinde etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir [19].

2.2. Akrilamid Toksisitesinin Mekanizmasi

Akrilamidin viicuda girmesinin ii¢ farkli yolu vardir.

1. Sindirim sistemi yolu,
2. Solunum sistemi yolu,

3. Cilt emilimi.

Ag1z yoluyla verilen akrilamid karacigerde metabolize edilir ve bu sitokrom P450 ile
gerceklesir. Biyotransformasyonun birinci agamasinda hem insanlarda hem de deney
hayvanlarinda, yutulan akrilamidin 6nemli bir kismi metabolik olarak, akrilamidin
kanserojenitesinde onemli bir rol oynamasi muhtemel olan kimyasal olarak reaktif ve
genotoksik epoksit glisidamite (2,3-epoksipropan amid) doniistiiriiliir [8,20]. Akrilamid, in
vivo  olarak  epoksidi  olan  glisidamit'e  biyolojik  olarak  doniistiiriiliir.
Biyotransformasyonun ikinci agamasi sirasinda, akrilamid ve glisidamid, glutatyon S-
transferaz ailesinden enzimler tarafindan indirgenmis glutatyon (GSH) ile birlestirilir ve bu
da glutatyon konjugatlarinin olusumuna yol acar. GSH ile reaksiyon sonucunda akrilamid
ve tiirevleri toksik 6zelliklerini kaybeder ve organizmadan daha kolay atilabilir. Akrilamid
giinlik dozunun sadece yaklasik %50'si, esas olarak idrarda olmak iizere organizmadan

atilir [8].
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Sekil 2.1. Akrilamidin formlar1 a) Asparajin, b) Glisidamid, ¢) Akrilamid, d) Poliakrilamid
[21]

Akrilamid ii¢ farkli sekilde reaktiftir [75].

e Radikal aracili polimerizasyona ugrayabilir. Bu siire¢ en iyi anaerobik olarak elde edilir.
ea-B doymamis karbonil bilesigi olarak akrilamid, bir Maillard alicisi olarak islev
gorebilir ve tiyol, hidroksil veya amino gruplarina eklenebilir. Tiyol ilavesi esas olarak
akrilamid-glutatyon konjugantlarina idrarla atilabilir son iiriin vererek biiyiikk olglide bir
detoksifikasyon yolunu temsil eder.

e Akrilamid bir epoksit tirevi olan glisidamide metabolize edilebilir ve sitokrom P450 2E1
tarafindan DNA (deoksiriboniikleik asit) ve diger makro molekiillere karsi kolayca

reaktiftir.

Akrilamid hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda metabolik olarak glisidamide
doniisiir ve bu doniisiim akrilamid kaynakli DNA eklentisinin olusumunda zorunlu bir
adimdir [22]. Ayrica akrilamid glisidamidden daha zayif bir toksindir. P450 2El'in
kimyasallar tarafindan uyarilmasi, glisidamid iiretimini artirabilir ve bdylece in vivo
akrilamidin genotoksisitesini artirabilir. Akrilamid ve glisidamid, hiicresel antioksidanlar ve
mitotik proteinler gibi biyolojik olarak Onemli molekiiller dahil olmak iizere cesitli
niikleofillerle yogunlasabilir ve bunlara zarar verebilir. Akrilamid genotoksisitesinin

oncelikle sitokrom P450 enzimleri, 6zellikle de P450 2E1 tarafindan iiretilen bir epoksit



metaboliti olan glisidamide cevirdigi yaygin olarak kabul edilmektedir, ancak akrilamidin

kendisinin potansiyel rolii goz ard1 edilmemelidir [23].

2.2.1. Gidalarda akrilamid

Akrilamid, gidalardaki en yaygin toksinlerden biridir [24]. Gidalarda akrilamid bir reaksiyon
sonucu olusur ve reaksiyon adini Louis Camile MAILLARD’dan alir [25]. Gidalarda
akrilamid, patates ve tahillardaki ana aminoasit olan asparajin (Sekil 2.1.A) ile fruktoz ve
glikoz gibi indirgeyici sekerler arasindaki Maillard reaksiyonunun bir sonucu olarak
120°C’nin tizerindeki sicakliklarda 1sil islem sirasinda gida bilesenlerinden kolaylikla
tiretilir [26]. Akrilamid reaksiyon sirasinda olusan ara bilesenlerinden biridir (Sekil 2.2)

[27].

O~ _OH
TH: COOH ) H.0 N2 Y
A L_ 3 'j-:::‘_--""-., R -._’ A -____:._‘_.\ -:f:::‘x__ ) R
07 ~""NH, : 07 T N Yy
PPN Schiff Bazi 0
NH, " l
e -' R £
0 N H g . 0N ﬂ
H (0 o
\|
NH> NH, NH;
1» g - NH 3 >, S l
O Ty g N <L
Akriamed Strecker Aldehic
J-Amncpropanamed

Sekil 2.2. Gidalarda akrilamid sentezi

Diger adiyla da esmerlesme reaksiyonu olan Maillard reaksiyonu nemin, sicakligin ve
pH’nin yiikselmesiyle hizlanir [25]. Gidalarda akrilamid analizi i¢gin LC-MS, LC-MS/MS,
GC, GC-MS ve HPLC yontemlerinin sik¢a kullandig1 goriilmektedir [28].



Cizelge 2.1. Baz1 gidalardaki maksimum akrilamid miktarlar

Gida Tiirii Miktar(ug/kg)
Kavrulmus Kahve 975
Patates Cipsi 3770
Kizartilmig Patates 5200
Tost Ekmegi 1430
Ekmek 130
Kahvaltilik Gevrek 1057
Kakao Tozu 909
Cig Patates <50
Toz Kahve 4948
Findik 339

Bebek Biskdivisi 150-610

Uzerinde ¢okga calisma yapilmus iiriinlerden biri de Cizelge 2.1.°de [29,30] gdsterilen

kahvedir. Cogu iilkede bolca tiiketilen kahve giinliik akrilamide maruz kalmanin 6nemli

kaynaklarindan biridir. Ornegin; Tiirk kahvesi 4,10ug/100 mL, French press 3,19 ug/100

mL, espresso 2,13 ng/100 mL ve filtre kahve 2,95 pg/100 mL akrilamid barindirir. Ayrica

suda yiiksek oranda ¢ozinlir akrilamidin Ggiitiilmiis kahveden kolayca olustugu

bilinmektedir [31]. Diinya kahve tiikketim verilerine de bakildiginda (Cizelge 2.2.)

Tiirkiye’nin kahve tliketiminin yiikseliste oldugu goriilmektedir [32,33].

Cizelge 2.2. Diinya kahve tiiketim verileri (Ekim-Kasim) (bin ¢uval)

© e} o o —
= ~ d = N N
e} - ~ o] o S
i I%e) — — — AN
o = o o o o
« p ~ ~ ~ «
[
Turkiye 66 360 72 000 82 560 104 400 102 660 | 105 240
Isvicre 64 140 65 280 60 780 64 740 63 600 64 440
Kanada 215700 216 000 229 740 241 200 235740 | 240660
Rusya 258 180 278 340 259 440 281 460 277 860 280 860
ABD 1520160 | 1546800 | 1566720 | 1.665.540 | 1599 060 |1 618920
AB 2556240 | 2534880 | 2429460 | 2506080 | 2385480 | 2415060




2.2.2. Akrilamidin su aritiminda kullanilmasi

Su kirliligi, ozellikle gelismekte olan iilkelerde olmak {izere diinyanin en Onemli
sorunlarindan biridir. Bu iilkelerde, kirlenmis suyun %90°1 alic1 ortama aritilmadan desar;j
edilmektedir. Kirleticiler arasinda agir metaller, besinler, mikroorganizmalar ve organik
maddeler yer alabilir. Bu nedenle kirleticiler su kalitesini bozmakta, insan sagligi ve
ekosistem i¢in tehlike olusturmaktadir. Bir¢ok kirletici kolloidal pargaciklar (1nm-1pum
capinda) halinde bulunur. Birbirlerini itmelerine neden olan elektrostatik yiikleri(genellikle
negatif) nedeniyle siirekli olarak askida kalirlar. Bu nedenle, bu tiir kirleticilerin ¢6kmesi
icin flokiilant kullanilmasi gerekir. Sentetik flokiilant olarak en 6nemli ve yaygin kullanilani
poliakrilamiddir (Sekil 2.1.). Evsel atik sularda poliakrilamid giderim verimi KOI-%98,
BOI-%54, N-%53 ve P-%57°dir [34,35]. Artma ve flokiilasyon islemi sirasinda
poliakrilamid kalintisi, kalinti salmimi ile igme suyunu kirletebilir. Igme suyundaki
akrilamid diizeylerinin rutin analizleri, diinya genelindeki cogu su tedarikgisi vebelediyeler
tarafindan, 6zellikle de gelismemis ve gelismekte olan iilkeler tarafindan ithmal edilmektedir

[36].

Bakteriler nitrojen ve karbon kaynagi olarak akrilamid kullanabilirler. Bakterilerin
yardimiyla suda akrilamid bozunmasi 8-12 giin siirer ve kisa bir kalis siiresinde kanalizasyon
ve atik sularda tamamen bozunamaz. >2 mg/L iizerindeki konsantrasyonlar suda kolayca
bozulmaz; bu nedenle bu konsantrasyonlarin mikroorganizmalar i¢in toksik oldugu kabul
edilmektedir. Akrilamid biyolojik bozunmas1 i¢in optimum su kalitesi parametrelerinin pH

6-8 ve sicaklik 15-30 °C oldugu bildirilmistir [36].

Polimerlerin yaklasik %95°1 flokiilasyon asamasinda partikiiller lizerinde absorbe olurlar.
Polimerlerin %5°1 ve tiim artik monomerler suda ¢éziinmiis halde kalir, ylizey ve yeralti
sularinda yayilabilir [37]. Suda yiiksek oranda ¢oziiniir ve hareketli oldugu i¢in akrilamid,
icme suyu kaynaklarma kolayca desarj olabilir. Geleneksel aritma yontemleriyle
giderilemez, ozon, potasyum permanganat ile muamele konsantrasyonunu bir miktar
azaltabilir. Ayrica su igerisinde bakteriler tarafindan bozunabilir [38]. Akrilamid biyolojik
olarak parcalanabilir ve biyolojik oksijen ihtiyaci, azot ve amonyaga doniistimiine dayali

teorik degerin %54-75’1dir [39].
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Ozellikle gida endiistrisi gamuru yiiksek organik madde igerigi ve dnemli miktarda faydali
makro ve mikro besinler, topragin fizikokimyasal 6zellikleri tizerinde olumlu bir etkiye
sahiptir ve bu atiklarin tarimda kullanimimi onerilmistir. Avrupa Birligi yonetmeliklerine
(EEC, 1774/2002) gore, diger organik kalintilar gibi ¢amur da yeterince aritilmali ve
hijyenik olarak gilivenli oldugu kanitlanmalidir. Daha spesifik olarak, camur
stabilizasyonunun amaci patojenleri azaltmak, rahatsiz edici kokular1 ortadan kaldirmak ve
ucucu organik fraksiyonun biyolojik olarak indirgenmesi veya kimyasallarin eklenmesiyle
yapilan ¢iirlime potansiyelini engellemek, azaltmak veya ortadan kaldirmaktir. Akrilamid
camur susuzlastirma igsleminde de kullanilmaktadir [40]. Aritma islemi bittiginde, kalan
camur ¢okeltme lagiinlerinde depolanir veya bazi durumlarda tarimsal uygulamalar icin
yayilabilir [37]. Akrilamidin sudaki ¢dziiniirliigii ve minerallere ve organik maddelere kars1
zayif adsorpsiyonu, onu toprakta sizintrya ve potansiyel bir yeralt1 suyu kirleticisine duyarh

hale getirir [41].

2.2.3. Akrilamid ile yapilan in vivo ve in vitro deneyler

Japonya’da 3-6 yas arasindaki 230 erkek ve 198 kiz ¢ocugu ile yapilan aragtirmada 3 giinliik
gida yolu ile alinan akrilamidin ergenlik dncesi donemde 6zellikle erkek cocuklarin seks
hormonlarini (androjen metabolizmasini) etkiledigi belirtilmistir [42]. Akrilamid, fareler ve
ratlar i¢in kanserojendir. Akrilamid aliminda farelerde akciger tiimorii ve cilt timori
olustururken ratlarda beyinde, memede ve tiroid folikiillerinde tiimor olusumuna sebep
olur [20]. Ek olarak, ratlarda yapilan deneylerde kan, beyin, kemik iligi, karaciger, testis ve
adrenal bezlerde DNA hasar1 goriilmistiir [2]. Sucul canlilar ile yapilan ¢aligmalarda LCso

degerleri Cizelge 2.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Akrilamide maruz kalan sucul canlilar i¢in LCso degeri

Sucul Canhlar Sure (saat) LCso (mg/L) Kaynak
Rasbora heteromorpha 96 130
Oncorhynchus mykiss - 110 [16]
Poecilia reticulata 168 35
Lepomis macrochirus - 100
Mytilus galloprovincialis 96 411 [43]
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N 24 104,13
Heteropneustes fossilis [44]
48 86,81
_ ) ) 72 191,91
Danio rerio (embriyo) [45]
96 156,4
Danio rerio (larva) 72 167,04 [46]
Clarias gariepinus 96 133 [79]

Oreochromis niloticus ile yapilan ¢alismada baliklar 8,96 ng/L akrilamide 24, 48, 72 ve 96
saat maruz birakilmistir. Calisma sonucunda beyin dokusunda serbest radikallerin olustugu

gozlenmis, ndrotoksik bulgularin goriildiigii belirtilmistir [47].

2.3. DNA Hasar ve Oksidatif Stres

DNA, genetik bilgi deposudur ve tiirleri korumak i¢in nesiller boyunca kararli olmalidir.
Evrim i¢in mutasyon gerekli oldugundan, DNA'min kararliligi miikemmel degildir [48].
DNA biitiinliigiindeki degisiklikler normal hiicresel siirecleri bozabilir ve dogrudan veya
dolayli olarak DNA ile etkilesime girerek genetik kararsizliga neden olabilir [49]. DNA
hasar1 kendini tek baz degisimi, zincir kiriklari, ayni veya farkli DNA zincirleri arasinda
capraz baglama vb. gosterebilir [50]. Reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ile biyolojik
sistemlerin reaktif aracilar1 ortadan kaldirma veya hasari onarma kapasitesi arasindaki
negatif dengesizlige oksidatif stres adi verilir. [49]. Ozellikle gidalar islem gordiikge serbest
radikal olustururlar ve biyolojik sistemdeki antioksidanlarla olan dengenin bozulmasini
saglayarak oksidatif stres meydana getirirler. Olusan serbest radikaller sayesinde, oksidatif
stres olusturan akrilamid [51] DNA’nin tamir mekanizmasini baskilayarak DNA hasari
olusturur. Bu hasar genellikle DNA eklentisi olusumu seklinde goriiliir. Akrilamid, oksidatif

strese neden olan bir maddedir [80].

Akrilamidin genotoksisitesinin ¢cogundan da glisidamidin sorumlu oldugu diistiniilmektedir.
Doza bagl olarak akrilamid in vitroya gore in vivoda daha reaktiftir ve daha fazla DNA
hasar1 olusturur. Akrilamid ve metaboliti olan glisidamide maruz kalinmasi sonucunda
mutajenik klastojenik olarak etki ederek kendini gosterir. Akrilamid, CYP2E1'in etkisi ile
olusan epoksit tiirevi glisidamidin elektrofilik formu nedeniyle spesifik DNA eklentileri

olusturabilir. Glisidamid, guaninin N7-pozisyonlar1 veya adenin N3- ve N1-pozisyonu (17-
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19) ile reaksiyonlara bagl olarak birkac spesifik DNA eklentisi olusturur [26]. Ornegin
farelerdeki in vivo deneylerinde gen mutasyonu ve kromozal anormallik olustururken
insanlarda bronsiyal epitel hiicrelerinde tiimor baskilayici gen olan TP53’te eklenti
olusturdugu bulunmustur. Akrilamid karacigerde metabolize olduktan sonra metaboliti olan
glisidamide doniisiir ve akrilamid doygunluga ulasabilirken glisidamid doygunluga ulasmaz
ve bu sebepten akrilamide goére daha mutajeniktir. Akrilamide ya da glisidamide
maruz kalmanin sonucunda adenin-guanin (A-G) gecisi, guanin-sitozin (G-S) doniisiimii

ve guanin-timin (G-T) transversiyonunda da artig oldugu goriilmiistiir [20].

2.4. Zebra Bahg (Danio rerio)

Zebra balig1 Giineydogu Asya kokenli kiigiik bir ayr1 eseyli tath su baligidir ve genetik
caligmalar i¢cin memeli olmayan omurgalilarin basinda gelir. Dogal yasam alanlarinda, zebra
baligi, avcilarin saldirilarint en aza indirmek i¢in genellikle suyun dibine yakin bulunur.
Doéllenmeden 5 giin sonra, zebra baligi larvalart ¢ogunlukla paramecium ve rotifer gibi
zooplanktonlarla beslenir ve geng¢ larvalar 100 pm boyutuna kadar yapay yem veya canl
yemle beslenebilir. Zebra baliginin yaygin olarak uygulanan beslenme orani, viicut
agirhginin yaklagik %4'i kadardir. Zebra baliginin en avantajli 6zellikleri, tam dizili bir
genom, genomunun kolay manipiilasyonu, yiiksek dogurganlik, kisa lireme siiresi (yaklasik

3 ay), hizli embriyonik gelisim (24 saat) ve dis dollenmedir [52].
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(=50 hpf)

Geng

Sekil 2.3. Zebra balig1 gelisim evreleri [83]

Zebra baliginin gelisim evreleri Sekil 2.3.’te gosterilmistir. Yetiskinleri 2-3 cm
uzunlugundadir. Zebra baligt adin1 viicudunun her iki yaninda birkag yatay ¢izgiye sahip
olas1 nedeniyle zebraya benzerliginden alir. Kosullara bagli olarak yasam siireleri 3-5 yil
arasinda degismektedir. 1980'den beri zebra baligi, insan davramiginin, gelisiminin ve
hastaliginin bir¢ok ve ¢esitli yonlerinin incelenmesi i¢in popiiler bir model organizma haline

gelmistir [53-55].

Zebra baligi, toksikoloji aragtirmalarinin 6n saflarinda yer almaktadir; su numunelerindeki
toksinleri tespit etmek ve g¢evresel toksinlerin etki mekanizmalarini ve bunlarla ilgili

hastaliklar1 arastirmak i¢in bir ara¢ olarak yaygin olarak kullanilmaktadir [56].

2.4.1. Akrilamidin zebra baliklar iizerindeki toksik etkileri

Zebra balik (Danio rerio)’ larinda akrilamidin miyelin kilif iizerinde etkisi oldugu
goriilmistiir. Caligmada dollenme sonrasi 3 giinliik zebra baliklarina, 8 saat boyunca 6,25
mM akrilamid uygulanmis, daha sonra 16 saat boyunca kimyasal bulunmayan tatli suya
aktarilmis ve bu uygulamadan sonra oligodendrositlerde ve Schwann hiicrelerinde miyelin

bazik protein (MBP) ekspresyonunda azalma goriilmiistiir. Bu sonug¢ akrilamidin ya MBP
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iireten hiicrelerin kaybini indiikledigini ya da MBP transkriptlerinin liretimini azalttigini

gostermektedir [57].

5 giinliik postlarva zebra baliklar1 3 giin boyunca 0,5 mM ve 1,0 mM’e akrilamide maruz
kalmasiyla kontrol grubuna kiyasla, bazal lokomotor aktivitesinde 6nemli dl¢lide azalma ve
gorsel motor yanitinda belirgin bir diisiis goriilmistiir. 1,0 mM uygulamasinda ayrica

akustik/titresime olan uyarilara tepkininde %44-60 azaldig1 gézlemlenmistir [46].

72 saat boyunca 0,75 mM akrilamide maruz kalan ergin zebra baliklarinin davranis
degisiklikleri incelenmis ve maruziyet sonrasi deney tanklarindaki zebra baliklarinin
yiizeydeki hareketleri azalmis ve dipte durma egilimleri artmigtir. Ayrica kortizol diizeyinin
arttig1, hareketlerinin diizensizlestigi ve deri renginin koyulastig1 gézlemlenmistir. Ayrica
baliklarda dopamin, norepinefrin, glutamat, aspartat ve serotonin diizeylerinin de dnemli
Olciide azaldig1 saptanmustir [58]. Davranis degisikliklerinin incelendigi baska bir calismada
3 giin siire ile 0,75 mM akrilamide maruz birakilan ergin zebra baliklarinda yiizme

anormallikleri, 151ga yonelim ve ylizme hizinda azalma gozlenmistir [59].

Zebra balig1 embriyolar1 100, 300 ve 500 mg/L dozlarinda akrilamide maruz birakilmis ve
dimetil-siilfoksit (DMSO-15 pL) ¢oziicii olarak kullanilmigtir. Bu uygulama sonucunda tiim
konsantrasyonlarda kulugkadan ¢ikma siiresinde gecikme ve kulugka siirecini tamamlayan
embriyo sayisinda azalma, 32 saat i¢inde siddetli perikardiyal 6dem (6zellikle 300 mg/L’de),
yumurta kesesi 6demi, skolyoz ve kafatasi kusurlar1 saptanmistir. 32 saat sonunda ise kalp
atim sayisinda ve kan akisinda azalma gézlemlenmistir. Akrilamid konsantrasyonu arttik¢a
etkiler daha da belirgin hale gelmistir [60]. Zebra baliklarina déllenmeden hemen sonra 2,0
mM akrilamid uygulanmistir. D6llenmeden 48 saat sonra perikardiyal 6dem ve miyo-

endokardiyal hiicre sayilar1 ve mitotik hiicreler dnemli dl¢lide azalmistir [61].

2,0 mM akrilamide maruz kalan zebra balig1 larvalarinda reaktif oksijen seviyesi dnemli
Olciide arttig1 ve siiperoksit dismutaz, glutatyon ve glutatyon-S-transferaz aktivitlerinin
onemli Olciide azaldigi saptanmustir. Akrilamid maruziyetinin atrioventrikiiler kanalda
deformiteye ve kusurlu atrioventrikiiler kapake¢iga yol agtigini gériilmiistiir [45]. Akrilamide
2,0 mM maruz kalan baliklarin kalp boyutunda, ventrikiil kesit alaninda ve kan akisinda
azalmaya ve kontrollere kiyasla 96 saat sonras1 siniis venosus-bulbus arteriosus mesafesinde

artisa neden olmustur [45,61].
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Akrilamid igeren (860 uM akrilamid iceren suda yetistirilen) Artemia ile beslenen ergin
zebra balig1 dalaklarinda ciddi sekilde siskinlik melanomakrofaj merkezinin ortaya
cikmasi, makrofajlarin aktivasyonu ve dalakta major inflamatuar sitokinlerin yukari
regiilasyonu ile gosterildigi gibi bagisiklik tepkilerinin eslik ettigi kist olusumu, kanama ve

inflamasyon dahil olmak {izere bir¢ok dalak hasarlar1 saptanmistir [62].

Transgenik zebra baligi Tg'nin (Tpl: d2GFP; myl7: mCherry) embriyosu 7 giin boyunca 0-
1,0 mM arasinda degisen akrilamide maruz birakilmistir. Embriyolarda, diizensiz
miyofibriller ve kardiyomiyositlerde proliferasyon ve anormal mitokondri morfolojisi gibi
patolojik durumlar saptanmistir. [63]. Akrilamidin zebra baliklarinda retina hasara neden
oldugu ve 36 saat siireyle 2,0 mM akrilamide maruz kalan ergin zebra baliklarinda

retinasinda dig segmentlerinin neredeyse kayboldugu gézlemlenmistir [64].

24 saatten kiigiik embriyolar, 10 giin boyunca veya yumurtadan ¢ikana kadar akrilamide
maruz birakilmistir. Yumurtalarin %50’sinin hayatta kalabilmesi i¢in akrilamid miktar
LCso degeri 585 mg/L-48 saat olarak belirlenmistir. Embriyolarin maruz kalmasi,
konsantrasyona bagl bir sekilde kulugka kabiliyetini ve larva yagsam oranini 6nemli 6l¢iide

azaltmustir [65].

Norotoksisite

4 giinliik zebra balig1 larvalar1 8 saat boyunca 6,25 mM akrilamide maruz birakilmis ve
sonrasinda 16 saat akrilamid olmayan su icerisinde bekletilmistir. Bunun sonucunda
dopaminerjik néron kaybi, néronal apoptoz, optik ve motor néronlarda hasar gézlenmistir.
Akrilamidin zebra balig1 iizerindeki en belirgin olan 6zelligi ndrotoksik hasar olusumuna

sebep olmasidir. [57].

Norotoksik etkilerini belirlemek i¢in yetiskin zebra baliklarina 3 giin boyunca 0,75 mM
akrilamide maruz birakilmistir. Sonug olarak iistte kalma siiresini ve hareketlilik durumunu
onemli Olclide azaltmistir. Ayrica hareketsiz kalma sayist ve siiresi ile diizensiz hareket

stiresi akrilamide maruziyet sonrasi artmistir [58].
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Fizyolojik etki

Akrilamide maruz kalmanin iskelet sistemine etkisi iizerinde yapilan bir ¢calismada 0,5, 1 ve
2 mM’liik dozlara 1 giinden 5 giine kadar maruz kalan zebra balig1 embriyolarinin hayatta
kalma ve kulucka orani azalmis, viicut uzunlugunda kisalma, kikirdak malformasyonu ve

iskelet alaninda azalma meydana geldigi goriilmiistiir [66].

Zebra balig1 embriyolari (d6llenmeden 6 saat sonra) 114 saat boyunca bir ortam i¢inde dort
konsantrasyonda akrilamide (10, 30, 100 veya 300 mg/L) maruz birakilmislardir. Akrilamid
ylizme hiz1 ve kat edilen mesafe olarak 6l¢iilen lokomotor aktiviteyi bozmustur. Ek olarak,

100 mg/L akrilamid ile maruziyet beyin ve omuriligin genisligini kisaltarak noronal

toksisiteyi gostermistir [67].

Bir ay boyunca gida yolu ile akrilamid aliminin (12,8 mg/kg-haftada bir kez) yetiskin
zebra baliklarinda dalak sismesine neden oldugu, ayrica kist olusumu, kanama ve
iltthaplanma da dahil olmak {izere dalak hasar1 yarattig1 yapilan ¢alismada kanitlanmistir

[62].

Zebra balig1 embriyolari (dollenmeden 6 saat sonra) 114 saat boyunca bir ortam i¢inde dort
konsantrasyonda akrilamide (10, 30, 100 veya 300 mg/L) maruz birakilmislardir. Akrilamid,
yumurta sarisi retansiyonu, skolyoz, yiiziicli mesane eksikligi ve viicudun egriligi ile

karakterize gelisimsel toksisiteye neden olmustur [67].

Kardivovaskiiler Etki

Zebra balig1 yumurtalarinin déllenmesi sonrast yapilan 96 saatlik artan sekilde 0,5 — 1,0 —
1,5,2,0,2,5,3,0,3,5,4,0 ve 5,0 mM’liik akrilamid alimi ile yapilan ¢alisma sonucunda larva
asamasma gelen balik yumurtalar1 dozun artigina bagli olarak incelendiginde kalp
malformasyonu ve islev bozuklugu, buna ek olarak yetersiz gelisen bir kardivaskiiler
sistemin olugmasini saglamistir [45]. Yani, akrilamide maruz kalmanin, zebra baliklarinda

erken kalp gelisimi tizerinde zararl bir etkisi oldugunu gostermektedir [61, 63].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney organizmasi

Bu calismada, klinik olarak saglikli zebra baliklar1 (Danio rerio) kullanilmigtir. Kullanilan
baliklarin ortalama boylar1 2,51 £ 0,49 cm ve agirliklar1 da 0,14 £ 0,06 g’dir. Zebra baligy,
biyodeney caligmalarinda standart test balig1 olmasi nedeniyle tercih edilmistir ve akvaryum
iireticisinden temin edilmistir. Deneylerde 100 adet balik kullanilmistir. Birbirine yakin boy
ve agirlikta olan baliklar tercih edilmistir. Baliklar temin edildikten sonra igerisinde 1/3 su,
2/3 hava igeren plastik balik tagima torbalarinda, 30 dakika igerisinde deney ortamina
getirilmigtir. Baliklar once stok akvaryum suyunda su sicakligindaki degisimi minimize
etmek ve akvaryuma baliklarin adaptasyonunu kolaylastirmak i¢in tagima torbasi ile 30-35
dakika boyunca birakilmis, daha sonra torbanin agzi kesilerek acilmak suretiyle baliklarin
akvaryum suyuna ge¢meleri saglanmistir. Deney Oncesi laboratuvarda adaptasyona tabi

tutulmuslardir.

3.1.1. Arastirma yeri

Biyo-deneyler, Mayis 2021 tarihinde Gazi Universitesi Gazi Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Egitimi Laboratuvari’'nda yapilmistir. DNA analizi ¢alismalar1 ise Gazi Universitesi Tip

Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1.2. Akvaryum ve suyun ozellikleri

6 adet esit hacimli (10x20x35) cam akvaryumlara 15’er litre su konularak (buharlagsma g6z
onlinde bulundurularak suya) eklemeler yapilmigtir. Akvaryumlarda kaynak suyu
kullanilmistir ve baliklar stoklanmadan ©nce havalandirilmaya baslanmistir. Suyun
kimyasal ozellikleri Cizelge 3.1.°deki gibidir. Akvaryumlara deney sonuna kadar

Aquawing Aquarium Air Pump (5W) marka hava pompalar1 ile havalandirilmstir.
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Cizelge 3.1. Deneyde kullanilan suyun 6zellikleri

Icerik Degerler (mg/mL)
Florur 0,04
Fosfat <0,65
Bikarbonat 88,3
Karbonat <1
Klorur 0,9
Nitrat <0,2
Nitrit <0,09
Silikat 8,9
Silfat 7,2
Salfar <0,01
Aliminyum <0,002
Amonyum <0,05
Kalsiyum 22,8
Magnezyum 4,2
Potasyum <0,5
Sodyum 4,3
Demir <0,01
pH 7.8

3.1.3. Deneyde kullanilan envanterler

Sarf Malzemeler

Eppendorf tiip
Meziir

Balon joje
Akvaryum
Nester

Buz kalib1
Etiket

Balik kepgesi
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Akrilamid (%99,9) (Merck) (Resim 3.1.)

4 112 1.10784.1000 1

LAcryIamide

. fOr electrophoresis =
- Acrylamid =]

*  Acrilamide =]

~ Acrilamida =

=

=

"dex-No: 616-003-00-0 VR
M

:i:’-";k KGaa
Tep ') Darmstadt, Germany :
wavo, 319(0)61651 72-2440

-, W.merck-chemicals.comm

Resim 3.1. Deneyde kullanilan akrilamid

DNA analizi igin Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit ile alian

numune drneklerinin DNA’lar saflagtirilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Akut Toksisite

Deneyin gerceklestirilmesi

Tiim biyodeneyler, ZSF tayini yontemi APHA, OECD, TSE, ISO ve FAO ’nun yontemlerine

gore yapilmistir [68,69]. Statik yontem kullanilarak gerceklestirilen deneyler iki agsamali

olarak yiiritilmistir.
a) On Deney: 24 saat siireli 6n deneylerde 1, 1/10, 1/100, 1/1000 gibi genis konsantrasyon

araliklar kullanilarak [70] ana deneyin konsantrasyonlarini saptamada baz alinabilecek
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degerler tespit edilmistir. %100 6liim goriilen en diisiik konsantrasyon ve %0 6liim

goriilen (6liim goriilmeyen) en yiiksek konsantrasyon araligi belirlenmistir [71].

b) Ana Deney: 96 saatte statik yontem kullanilacak bu deneyde, 6n deney sonucu elde
edilen verilerin 15181 altinda geometrik seri hesaplanmigtir. Deneyin yapildig1 sekil ve
sartlarla birlikte yiiriitiilen iki farkli kontrol grubu kullanilmistir. Akrilamid verilme
esnasinda havalandirma durdurulmus, akvaryumlara otomatik pipetler yardimiyla

verilmis ve cam bagetlerle karistirilarak suda dagilmasi saglanmistir.

C) Arastirma sonuglarinin degerlendirilmesi Finney’in Probit analiz yonteminin degisik
“trimmed Spearman-Karber” istatistiki metoduna goére yapilmistir [72]. Bilgisayar
ortamindaki analizler ise E.P.A.’min gelistirdigi LCsp programinin versiyon 1,00’

kullanilmistir.

3.2.2. Subletal deney

Akut toksisite deney sonrasinda 96 saatlik LCso degerinin 2 ve 1/10 degerleri subletal
konsantrasyonlar olarak kullanilmistir. Zebra baliklari, 24 ve 96 saat siireyle 10 ve 50 mg/L
akrilamide maruz birakilmislardir. igerisine kimyasal maddenin kullanmilmadig kontrol

grubu kullanilmistir. Deney ortami Resim 3.2.°de goriilmektedir.

Resim 3.2. Deney baslangict akvaryumlar
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Deney stiresince baliklar beslenmemistir. Tiim deney gruplarinda deney siiresince baliklarin

akrilamide maruziyetinde tepkileri gozlenmis, 24 ve 96 saat sonunda DNA hasar1 i¢in balik

numuneleri alinmistir.

Resim 3.3. Deney ortami

Resim 3.4. Baliklarn kilo-boy 6l¢limii
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Akrilamide maruz kalan baliklarin 24 ve 96 saat sonunda buz anestezisi yapilarak cetvelle
ve hassas terazi boy-kilo Olgiimleri yapilmistir (Resim 3.3., 3.4.). Doku ornekleri
etiketlenerek eppendorflara konulmus once sivi azota daha sonra biyokimyasal analizleri

yapilincaya kadar -80°C dipfrize alinmuistir.

3.3. Biyokimyasal Analiz

3.3.1. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in 180 uL pargalama (digestion) ¢oOzeltisi eklenerek bir gece
bekletilmistir. Ertesi giin 20 pL. Proteinaz K ilave edilerek vortekslenmistir. Daha sonra 56°C
sicaklikta termomikser ile 1-2 saat inkiibe edilip, tekrar vortekslenmistir. 20 uL. Rnaz A
sollisyonu eklenip vorteksleme yapilmistir ve 10 dk sonra oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
200 uL doku yikic1 (Lysis) ¢ozeltisi eklenip homojen karigim elde edene kadar 15 saniye

boyunda ve bunun iizerine 400 pL %50’lik etanol eklenip vortekslenmistir.

Kit igerisinde bulunan filtreli tiiplere 600 uL alimip 1 dk 6000xg’de santrifiij edilmistir.
Tiipiin dip kismina biriken soliisyon ayrilip atilmistir. Yikama soliisyonlarini hazirlamak i¢in
kit igerisinde bulunan iki ayr1 yikama soliisyonu siselerine ayr1 ayri1 30 mL %96’°lik etanol
eklenerek sise lizerine gerekli isaretlemeler yapilmistir. 500 puL yikama tamponu (Wash
Buffer) I eklenerek 1 dakika 8000xg’de santrifiij edilip, dip kisminda biriken sivi dokiildii.
Tekrar eppendorf lizerinde 500 pL yikama tamponu (Wash Buffer) II ilave edilerek 3 dk
12000 xg’de santrifiij edilip alt kismindaki sivi1 tiiple birlikte atilip yeni tiip kullanilmstr.
200 pL Elution Buffer eklenip 1 dakika 8000 xg’de santrifiij edilmis ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Son olarak, iist kissmdaki filtreli tlipler atilip altta biriken
pelet yeni eppendorf tiiplere alinarak etiketleme yapilmistir. Kolon tiipler atilarak eppendorf

tiiplerinde toplanan DNA miktarlari nanodropta (spektrofotometre vb.) 6l¢lilmiistiir.

3.3.2. DNA hidrolizi

50 pL. eliisyon soliisyonu icindeki DNA ornekleri 3 dakika 95 °C’deki 1sitic1 blokta
bekletilip buz lizerinde sogutularak tek sarmallt DNA’lar elde edilmistir. DNA 6rneklerinin
tizerinde 100 pL. 2mmol/L DFAM, 100 uL 20 mmol/L asetat soliisyonu (pH=5) eklenmis
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ve c¢oOzelti DNA igerigi i¢in 260 nm’de spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.
Sonrasinda 20 — 500 pg DNA, 20 mmol/L asetat tamponu (pH=5) eklenmis ve 65°C’de
10 dakika hazirlanan 4 plL-3,3 mg/mL niikleaz P1 siispansiyonu ile inkiibe edilerek,
niikleotidlere hidrolize edilmistir. 20 pL, 1 mol/L Tris-HCL tamponu (pH=8,5) karigimi
eklenmis, 4 uL, 1 U/L alkalen fosfotaz, 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek, niikleosidlere
hidrolize edilmistir. 20 uL, 3 mol asetat tamponu (pH=5) hidrolizata edilerek, 20 uL, 50
mmol/L. EDTA (10 mmol/L DFAM ig¢inde) soliisyonu ile devam edilmistir. Karigim, 0,22
pum milipore filtre iinitesinden filtre edilmis, (eppendorf tiiplerinin i¢indeki filtreler)
4°C’de, 20 dakika 10000xg’de santrifiij edildikten sonra dérnekler SOHAG analizi i¢in hazir

hale getirilmistir.

3.3.3. SOHdG analizi

8-hidroksideoksiguanozin (80OHdG), oksidatif DNA hasarinin bir biyolojik belirtecidir [81].
80HdG ol¢timii Agilent LC-MS/MS cihaz1 (Cizelge 3.2., 3.3.) kullanilarak elektrosprey
iyonizasyon (ESI) metodu ve pozitif iyon modu ile yapilmistir. Calismada ACE C18 (50
mm x 4,6 mm x Sum) kolonu kullanilmistir. Kolon firin sicakligi 40 °C’ye ayarlanmustir.
Mobil faz olarak solvent A distile su igerinde 10 mM Amonyum Asetat + %0.01 Formik

Asit ¢ozeltisi, solvent B olarak metanol i¢inde %0,01 Formik Asit ¢ozeltisi kullanilmistir.

Calismada izokratik metot kullanilmustir. %70 A faz1 %30 B faz1 olacak seckilde
diizenlenmistir. Akis 0,4 mL/dakika olacak sekilde kullanilmistir. 8OHAG ana kiitle / yiik
(m/z) degeri 284,1, bundan elde edilen Q3 m/z degerleri ise 167,9, 150,9, 139,8 ve 116,7
olarak bulunmustur. Fragmentor voltaj 90 V olarak uygulandi. Numune ve standartlar 10
mikrolitre cihaza enjekte edilmistir. SOHdG ana stok standart1 %0.01 Formik Asit / Distile
su i¢inde 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Bu stok standarttan %50 Metanol igerisinde
seri diliisyonlar hazirlanmistir. Bu standartlar 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 ng/mL 7
seviyeli olacak sekilde analiz edilerek kalibrasyonu (Sekil 3.1) yapilmis ve r? degeri 0,997

olarak saptanmustir.



Cizelge 3.2. Agilent 6420 LC-MS/MS o6zellikleri

Cihaz

Agilent 6420 LCMS/MS

Kolon
Kolon sicakhf

Mobil faz

izokratik Tablosu

Akis iz
Enjeksiyon hacmi

Siire

ACE C18 (50mm x 4.6 mm x Spum)
40°C

Solvent A (distile su iginde 10 mM Amonyum Asetat+ %0,01

Formik Asit ¢dzeltisi)

Solvent B (metanol iginde %0,01 Formik Asit ¢ozeltisi)
Zaman Solvent A Solvent B
0 %70 %30
5dk %70 %30

0,4 ml/dk

10 pl

5dk

Cizelge 3.3. LC-MS/MS cihaz parametre 6zellikleri

Cpd Prec lon Prod lon Dwel Frag(V) CE(V) Cell Acc Polanty

Name MS1 MS2 (V)

8OHdAG 284.1 167.9 100 90 8 7 Pos
150.9 100 90 34 7 Pos
139.8 100 90 38 7 Pos
116.7 100 90 8 7 Pos

Parameter Value (+)

Gas Temp (°C) 250

Gas Flow (/min) 10

Nebulizer (psi) 25

Capillary (V) 4000

24
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Sekil 3.1. Kalibrasyon egrisi
3.4. Istatistik Degerlendirme

Akut toksisite sonuglart EPA probit analiz yontemi, DNA hasar1 ise Graphpad programinda

Tukey Kramer Coklu Karsilastirma Testi ile istatistik olarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

27

Bu calismada ekotoksikolojik c¢alismalarda model organizma olarak kullanilan zebra

baliklarinda (Danio rerio) akrilamidin akut toksik etkisi ve subletal konsantrasyonlarinin

DNA iizerinde yarattigi hasar incelenmistir. 96 saatlik LCso degeri 98,60 mg/L (84,47-

111,28 mg/L-%95 giliven aralig1) olarak saptanmistir. Bu ¢alisma dahilindeki 96 saatlik LCso

degerleri belirlenmistir ve bu degerler Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. Ayrica probit degerleri

ve regresyon grafigi de Sekil 4.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Akrilamidin zebra balig1 iizerindeki 96 saatlik LCso degeri

Nokta Konsantrasyon (mg/L) %95 Giiven Sinirlari
LC1 51,76 30,65-65,44
LC5S 62,52 41,83-75,40
LC 10 69,13 49,26-81,49
LC 15 73,99 54,93-85,99

LC 50 98,60 84,47-111,28
LC 85 131,40 116,05-161,17
LC 90 140,63 123,19-178,69
LC 95 155,52 133,87-209,27
LC 99 187,84 155,06-284,05
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LEd) LEln 125 L5d 175 L4l Liegy

Sekil 4.1. Yetiskin zebra baliklarinda (Danio rerio) 96 saatlik akrilamid i¢in hesaplanan
probit degerleri ve regresyon grafigi



50 mg/L | 10 mg/L Kontrol

Resim 4.1. Akrilamide maruz kalmis baliklarin ylizme seviyeleri

Resim 4.1°de goriildiigii gibi 24 saat baliklara verilen akrilamid dozu arttik¢a dipte durma

egiliminde artis gorilmiistiir.

24 ve 96 saat siire ile 10 ve 50 mg/L akrilamide maruz kalan zebra baliklarinda ve kontrol
grubunda ortalama 8OHdG (ng/100 mg doku) degerleri Sekil 4.3.’te gosterilmektedir.
Sekilde goriildiigii tizere, Ortalama 8OHAG degerleri 24 saat kontrol grubunda 4,90 + 1,55
ng/100 mg doku, 10 mg/L akrilamide maruz kalan grupta 5,94 + 2,24 ve 50 mg/L’de ise
6,91 + 2,61 ng/100 mg doku olarak saptanmistir. 96 saatlik degerler kontrol grubunda
4,84+0,82, 10 mg/L akrilamide maruz kalan grupta 8,82 + 3,33 ng/100 mg doku ve 50
mg/L’da ise 8,57 £ 3,24 ng/100 mg doku olarak belirlenmistir. Degerlere bakildiginda doz
ve siireyle dogru orantili olarak 8OHdG seviyelerinde artis gorildiigii saptanmigtir
(Cizelge 4.2.). Fakat en yliksek deger 96 saat ve 10 mg/L akrilamid verilen deneklerde
gorlilmiistiir (Sekil 4.3.). Bu da diisiik doza uzun siire maruz kalmanin DNA hasari

olusumu i¢in daha uygun bir kosul olusturdugunu diisiindiirmektedir.

Tukey Kramer Coklu Karsilastirma Testi ile p<0.05 olarak bulunmustur. Bu da gruplar aras1

farkin 6nemli oldugunu gostermektedir.



Cizelge 4.2. 8OHAG (ng/100 mg doku) sonuglari

30

Sure Kontrol 10 mg/L 50 mg/L
24 saat 4,90+0,67a* 5,94+0,76b 6,91+0,51c
96 saat 4,84+0,82a 8,83+0,52d 8,57+0,64d

* Ayni satir ve siitunda kiiciik harfler arasinda fark istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05)

8OHdG (ng/100 mg doku)

d d
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b - T
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*Grafikte kiiguk harfler arasinda fark istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05)

Sekil 4.3. B0OHAG sonuglar1 grafigi
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5. TARTISMA

24 saat siireli 6n deneylerde 1, 1/10, 1/100, 1/1000 gibi genis konsantrasyon araliklari
kullanilarak ana deneyin konsantrasyonlarini saptandi. %100 oliim goriilen en diisiik
konsantrasyon ve %0 6lim goriilen (6lim goriilmeyen) en yiiksek konsantrasyon araligi
belirlenmistir. Deneyin yapildig: sekil ve sartlarla birlikte yiiriitiilen iki farkli kontrol grubu

kullanilmastir.

Bu calisma da ise 96 saatlik LCso degeri 98,60 mg/L (Cizelge 4.1.) olarak bulunmustur.
Yetigkin zebra baliklarinin embriyolara gore akrilamide kars1 daha dayanikli oldugu ¢ikarimi
yapilabilir. Yani zebra baliklarinda 6zelinde yasam evresi ilerledik¢e akrilamide karsi
dayaniklilikta artmaktadir. Bu ¢alismada, akrilamidin zebra baliklar1 {izerinde DNA hasar1

olusturdugu saptanmastir.

Zebra balig1 embriyolarinda yapilan 96 saatlik ¢alisma sonucunda elde edilen LCso degeri
156,4 mg/L bulunmustur [45]. 72 saatlik siirelerde ise embriyo ve larvalarda sirasiyla 191,9
ve 167,1 saptanmustir [45]. Bu daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da LCso degerleri {izerinden

dogrulanmaktadir.

Denizel ortamda ekotoksikolojik ¢alismalarda biyoindikator canli olarak bilinen ve slizerek
beslenen Akdeniz midyesi, Mytilus galloprovincialis’in 96 saatlik LCso degerinin (411
mg/L) yiiksek olmas1 zebra baligina kiyasla kabuklu deniz canlilarinin akrilamide kars1 daha

dayanikli oldugunu gostermektedir [43].

Maniere ve digerlerinin, 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ratlara oral yolla viicut agirlig
basina 18, 36 ve 54 mg/kg akrilamid verilmistir. Calisma sonucunda testis, beyin ve
karacigerde karsinojenite tespit edilmis ve DNA hasarmin gozlendigi belirtilmistir.
Calismada akrilamid maruziyetinin genotoksisitenin basit bir biyolojik belirteci olabilecegi

de vurgulanmistir [76].

Nixon ve digerlerinin 2012’de erkek farelerde yaptiklar1 calismalarda farelerin sularinin
icine 0,001, 0,01, 0,1, 1 ve 10 pg/mL’lik dozlarda akrilamid bir y1llik bir siire ile eklenmistir.

1, 3, 6 ,9 ve 12. Aylarda erkek germ hiicreleri takibe alinmis ve ozellikle 6 aylik maruz
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kalma sonucunda DNA hasarinda 6nemli bir artis oldugu goézlemlenmistir. 12 aylik siire
sonrasinda da 0,01 pug/mL kadar diisiik dozlarda bile hasar artisinin goriildiigii belirtilmistir
[77].

Ansar ve digerlerinin 2016°da 5 giin yaptiklar1 caligmada ise akrilamid ve quercetin ile
wistar sicanlar1 lizerindeki DNA hasar1 incelenmis ve sadece akrilamid kullaniminda (50
mg/kg viicut agirligi) karaciger dokularindaki 8OHAG seviyesini yiikselttigi gdzlemlenmis
ve DNA hasar1 olustugu, ayrica her ikisi birlikte kullanildiginda (50 mg/kg viicut agirhigi
akrilamid + 10 mg/kg viicut agirlig1 quercetin) ise quercetin ilavesinin DNA hasarinin

sadece akrilamid uygulanan gruba gore daha az oldugunu gostermistir [78].

Alturfan ile digerlerinin yaptiklar1 calismada, akrilamide maruz kalan ratlar {izerinde
resveratrol (dogal antioksidan) tedavisinde DNA hasarina kars1 degisimleri incelenmistir. 10
giin siiren bu deneyde sadece akrilamid (40 mg/kg viicut agirligi) kullanilan grupta DNA
hasar1 gdzlenmigtir fakat akrilamid ve resveratroliin (40 mg/kg viicut agirlig1 akrilamid + 30
mg/kg viicut agirligi resveratrol) birlikte kullanildig1 durumda ise DNA hasariin azaldigi

goriilmistiir [81].

Sengiil ve digerlerinin yaptiklari ¢galigmada, 10 giin boyunca akrilamid verilen erkek ratlara
I mL salin, 38,27 mg/kg viicut agirhigr akrilamid ve 0,5-1 viicut agirligr selenyum
verilmistir. Ayrica ayni siire i¢inde 1 mL salin ve 38,27 mg/kg viicut agirlig1 akrilamid bagka
bir gruba uygulanmistir. Sonug olarak selenyum eklentisinin ratlar iizerinde akrilamidin

olusturdugu DNA hasarin1 azalttigin1 ortaya koymustur [82].

Yukarida 6zetlenen ¢aligmalarda da belirtildigi gibi akrilamidin DNA hasar1 olusturdugu
ortadadir. Son donemde yapilan DNA hasar1 ¢aligmalarinin ise olusan bu hasar1 azaltma

yollarinin belirlenmesi iizerine oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

24 ve 96 saatlik, 10 ve 50 mg/L akrilamid ile yapilan yetiskin zebra baligi izerindeki subletal
etkileri calismasinda 6zellikle akrilamid dozunun diisiik ve devamli olusunun DNA tiizerinde
daha zararli bir etki biraktig1, ayni siiredeki yiiksek dozlarin ise daha az zarar verdigi
bulunmustur. Ayrica bu ¢alismanin yani akrilamidin zebra balig1 lizerindeki DNA hasarina
dair bir ¢aligmanin literatiirde olmamasi da ¢alismay1 kendi i¢inde Oonemli kilmaktadir.
Sadece akrilamid alimi diisiiniildiigiinde, akrilamidin DN A’ya hasar verdigi deney yapilan
diger canlilarda da bilinmektedir ve yapilan bu calisma diger ¢aligmalarla paralellik
gostermektedir. Ek olarak gozlemlenebilir degisiklikler (spiral hareket, durgunluk vb.) de

ayni sekilde diger ¢alismalara benzerlik gostermektedir.

Endokrin bozucu etkileri belirlenmeye ¢aligilan akrilamidin dopamin seviyesini etkiledigi
yoniindeki calismaya ek olarak akrilamidin hiicre i¢i lipid birikimine neden olmasi
sebebiyle de canlilarda obezite olusumu [73] tizerindeki etkileri daha genis bir kapsamda
sorgulanmalidir. Ayrica zebra balig1 lizerindeki norotoksik etkileri (Parkinson hastaligi [74]
ve tlirevi ndrodavranigsal hastaliklarin iizerine etkisi) ile ilgili ¢aligmalarinin kapsaminin

artirilmalidir.
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