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OZET
Ratlarda, Akrilamid Kaynakli Oksidatif Stres ve Genotoksisite Uzerine

N-asetilsisteinin Etkilerinin Arastiriimasi

Akrilamidin yUksek duzeyleri, canlilar i¢cin genotoksik, kanserojenik ve
norotoksiktir. Gidalarin ylksek sicaklik derecelerinde pisiriimesi sirasinda
dusuk duzeylerde akrilamid olusmakta ve gidalarla birlikte vicuda
alinmaktadir. Gidalarla alinan akrilamidin insan vicudunda ne gibi hasarlar
olugturabilecegi konusu tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle, gida
kaynakli akrilamid tium insanhgi tehdit eden bir problem olarak karsimizda
durmaktadir.

Bu arastirmada erkek Wistar ratlara agiz yoluyla akrilamid verilerek,
akrilamidin ince ve kalin bagirsak, karaciger ve kan dokusunda meydana
getirebilecegi muhtemel hasarlarin incelenmesi ve bu hasarlarin N-asetil
sisteinle onlenebilirliginin test edilmesi amaclanmigtir.

Canlh agirliklari ortalama 250 gr olan 40 adet Wistar cinsi erkek ratlar
esit olarak dort gruba aynldi: Grup 1 (kontrol grubu); bu gruba normal
beslenme uygulandi, grup 2 (akrilamid grubu); bu gruba 21 glin sureyle
gavajla 25 mg/kg dozda akrilamid gunlik olarak verildi, grup 3 (N-asetilsistein
grubu); bu gruba 21 gin sureyle gavajla 250 mg/kg dozda N-asetilsistein
gunluk olarak verildi, grup 4 (Akrilamid + N-asetilsistein grubu); bu gruba 21
gun slreyle gavajla 25 mg/kg dozda akrilamid ve 250 mg/kg dozda N-
asetilsistein gunluk olarak verildi.

21 gunluk slrenin sonunda tum ratlar dekapite edildi. Malondialdehid
(MDA), redukte glutatyon (GSH), total protein, Glutatyon S-Transferaz (GST)
aktivite duzeylerinin analizi ve histopatolojik incelemeler icin ince bagirsak,

kalin bagirsak, karaciger ve kan érnekleri alindi.

Biyokimyasal veriler incelendiginde, akrilamid verilen grubun tim
dokularinda GSH (kalin bagirsak hari¢) ve GST aktivite dizeylerinin anlamli
derecede dustugu (p <0.05), ancak akrilamid+NAC grubunda ise GSH ve
GST seviyelerinin normale dondugu gorulmektedir (p <0.05). Akrilamid

verilen grubun plazma, ince ve kalin bagirsak ve karaciger MDA duzeyleri



anlamli derecede artis gosterirken (p <0.05) akrilamidle beraber NAC

verilmesi MDA’y kontrol grubu seviyesine disurmustir (p <0.05).

Gruplardan alinana kan orneklerinden izole edilen lenfositlerin Comet
analizinde, akrilamid verilen grubun lenfosit DNA’larinda ciddi derecede
hasarlanmalar gozlenirken akrilamid+NAC grubunun lenfosit DNA’larindaki

hasarlanmalarin minimal duzeyde gercgeklestigi tespit edilmistir.

Gruplarin tum histopatolojik bulgulari incelendiginde, akrilamid verilen
grubun o6zellikle ince bagirsak ve karaciger dokularinda ciddi hasarlarin
olustugu, ancak akrilamid+NAC grubundaki doku hasarlanmalarinin ¢ok

dusuk duzeyde meydana geldigi gozlemlenmistir.

Sonug olarak, akrilamidin tim dokularda genel bir GSH azalmasina
ve bunun sonucunda da oksidatif strese yol acacadi, GSH azalmasi
nedeniyle karacigerde detoksifiye edilemeyen akrilamidin ylksek derecede
genotoksik olan glisidamide donusece@i, ancak akrilamidle birlikte N-
asetilsistein verilmesinin tim bu doku hasarlanmalarini 0Onleyebileceqgi
kanaatine variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Rat, Akrilamid, N-Asetilsistein, Oksidatif stres, GST,

Comet analizi



ABSTRACT
Investigation of the Effects of N-acetylcysteine on Acrylamide-Induced

Oxidative Stress and Genotoxicity in Rats

High levels of acrylamide are genotoxic, carcinogenic, and neurotoxic
in organisms. Acrylamide could occur in food during high temperature
cooking and it can be taken up by humans via diet. Adverse effects of
acrylamide on human body are completely not known when taken up via food
chain. Therefore, dietary source of acrylamide could pose a great risk for
public health.

In this study, it was aimed to investigate the possible toxic effects of
orally administered acrylamide on the small and large intestines, blood and
liver tissues in male Wistar rats as well as whether the injury induced by
acrylamide could be prevented by N-acetylcysteine (NAC).

Forty male Wistar rats with the average weight of 250 g were divided
into 4 equal groups as follows: Group 1 (control); animals in this group
received normal diet. Group 2 (acrylamide); group 2 animals were given daily
acrylamide at 25 mg/kg via oral gavage for 21 days. Group 3 (N-
acetylcysteine); rats in group 3 were given daily N-acetylcysteine at 250
mg/kg via oral gavage for 21 days. Group 4 (acrylamide-N-acetylcysteine);
animals in group 4 received daily acrylamide at 25 mg/kg and N-
acetylcysteine at 250 mg/kg via oral gavage for 21 days.

At the end of 21 day-period, all rats were decapitated. Samples of
small intestine, large intestine, blood, and liver were collected for
histopathological examination as well as biochemical analyses to measure
levels of malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH), total protein,
and glutathione-S-transferase (GST) activity.

With respect to biochemical alterations in the treatment groups, tissue
GSH levels (except large intestine) and GST activities in acrylamide group
were significantly low (p<0.05), while these parameters in acrylamide+NAC
group were normalized (p<0.05). Plasma, liver, small and large intestine

MDA levels significantly increased in acrylamide group (p<0.05), whereas



NAC treatment significantly reduced the MDA levels to the control values in
rats treated with acrylamide (p<0.05).

Comet analysis of lymphocytes obtained from the blood samples of
the groups showed that lymphocyte DNAs obtained from acrylamide group
had severe injury, whereas the damage was minimal in acrylamide+NAC
group.

In histopathological examination, severe damage was observed
especially in the small intestine and liver of acrylamide-treated group.
However, the damage prominently reduced in acrylamide+NAC group.

In conclusion, acrylamide caused a decrease in GSH levels of all
tissues studied. Acrylamide can not be detoxified in the liver due to
decreased level of GSH, which in turn leads to the formation of genotoxic
glycidamide. However, administration of N-acetylcysteine with acrylamide

could prevent acrylamide-induced tissue alterations.

Keywords: Rat, Acrylamide, N-acetylcysteine, Small Intestine, Liver,

Oxidative stress, GSH, MDA, GST, Comet analysis, Histopathology.
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1. GIRIS

Akrilamid, tabiatta dogal olarak bulunmayan, ancak kimyasal olarak
sentez edilerek ticari kullanima sunulan kimyasal bir maddedir. Akrilamid,
arastirma laboratuvarlarinda daha c¢ok elektroforez ve kromatografi gibi
molekuler biyoloji tekniklerinde yogun olarak kullanim alani bulmaktadir.
Ayrica akrilamid, matbacilik ve tekstil sektdrinde, atik sularin aritiimasi
isleminde, losyon, deoderant gibi birgcok degisik kozmetik Granlerin
hazirlanmasi sirasinda katki maddesi olarak kullanilabilmektedir.

1970’li yillarda deney hayvanlari (zerinde yapilan toksisite
c¢alismalarinda, akrilamidin ¢ok toksik bir madde oldugu, canlilarda kansere
neden olabilecegi bildirilmigtir (1). 1980’li yillarda, bu konuyla ilgili olarak ¢ok
sayida arastirma yapilmistir. Yapilan bu deneysel arastirmalar da,
akrilamidin belli dozda ve belli sirede sistemik olarak alinmasinin,
toksikasyonlara ve kanserlesmeye neden olabilecegi rapor edilmistir (1,2).
Ancak, bu maddenin belirli alanlarda kullaniliyor olmasi, gidalara katilan bir
madde olmamasi ve bu nedenlerle canllari etkilemeyecegi dusuncesi,
akrilamidin canlilar Gzerinde meydana getirebilecedi zararli etkilerin
derinligine aragtirilmasini ve ortaya konulmasini geciktirmigtir. Daha sonraki
yillarda da, bu konuyla ilgili arastirmalar az sayida da olsa devam etmigtir.

2000-2002 yillarinda Stokholm dniversitesinden bir grup bilim
adaminin, gidalarin ylksek sicaklik derecelerinde pisiriimesi sirasinda
yuksek miktarlarda akrilamid olustugunu ortaya koymalari, akrilamidle ilgili
arastirmalar igin ¢gok dnemli bir donim noktasi olmustur. 2000 yilina kadar,
akrilamidin dogal olarak olusmadigi, ancak kimyasal olarak sentez
edilebilecegi bilgisi kabul gérmekteydi. Stokholm Universitesinden Tareke ve
arkadaslan (3,4), bu goérisi tamamen gecersiz kilmig, gidalarin ylksek
sicaklik derecelerinde pisirilmesi sirasinda bol miktarda akrilamid olustugunu
bilim dinyasina duyurmusglardir.

Bu gelismeler Uzerine, Dinya Saglik Orgiti (WHO) ve Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orguti (FAO) yetkilileri 2002 yilinda yaptiklari ortak
toplantida (5), akrilamidle ilgili tam gelismeleri degerlendirmis ve konuyle ilgili

ortak bir rapor yayinlamiglardir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (U.S. Food
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and Drug Administration; FDA) 2002 yilindaki bu gelismeler Uzerine, bu
konuyu gundemine almis ve 2002, 2003, 2004 ve 2005 yillarinda (6) gida
kaynakli akrilamidle ilgili hareket planlarini kamuoyuna agiklamiglardir. FDA
ve WHO’nun gida kaynakli akrilamidin insan sagligi icin ciddi bir problem
olugturabileceg@ini acgiklamasindan sonra, Amerikanin bazi eyaletlerinde
(6zellikle kaliforniya) tuketiciyi koruma birlikleri, eyalet yasalarina goére
kanserojen madde igeren UrUnlerin Uzerine “kanserojen madde igerir’
uyarisinin yazilmasinin zorunlu oldugunu belirtmiglerdir. Akrilamid igceren
Ozellikle patates cipslerinin Uzerine de “insan saghdi icin zararli olan
akrilamid igerir” uyarisinin yazilmasi igin kamuoyu baskisi olusturmuslardir
(7). Tum bu geligmeler arastiricilarin ilgisinin, gida kaynakli akrilamidin
canlilar Uzerinde ne gibi zararlar olugturacagr konusu Uzerinde
yogunlagmasina yol agmistir.

Son yillarda sigara icenler Gzerinde yapilan galismalar, tiutinin cok
yuksek derecede yanmasi sirasinda da akrilamid olustugunu ve ice gekilen
dumanla birlikte vicuda akrilamid alindigini ortaya koymustur (8,9). Konuyla
ilgili bilim adamlari bu bulguyu, sigara i¢enlerde ¢ok sik gelisen akciger
kanserinde akrilamidin aktif roll olabilecegi seklinde yorumlamiglardir.

Redukte glutatyon (GSH) vicudun en o©Onemli non-enzimatik
antioksidan molekuludur. GSH, serbest oksijen radikallerini (SOR) non-
enzimatik yolla detoksifiye ederek dokulari oksidatif stres’in zararh
etkilerinden korur. Cok daha énemli olan diger bir islevide, dokularin en
onemli enzimatik antioksidanlarindan olan glutatyon S-transferaz (GST) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi icin siddetle ihtiyag duyulan bir
koenzim olmasidir. Fizyolojik sartlarda tim dokularda oksidanlarla
antioksidanlar arasinda bir denge s6z konusudur. Bu oksidan/antioksidan
dengesi, vucudda dogal olarak uretilen SOR’larin etkisizlegtiriimesini ve
dokularin radikallere bagl hasarlanmalardan korunmasini saglar.

Agiz yoluyla alinan akrilamid, sindirim sistemi boyunca yeterli dizeyde
GSH'In varhginda, GST ile akrilamid-glutatyon formuna doénusturilerek
etkisizlestirilir ve kolaylikla vicud digina atilabilir. Tum vicudda bulunan

redukte glutatyonun yaklasik % 60’inin karacigerde bulunmasi nedeniyle gok



17

daha vyuksek bir kapasite ile akrilamid, karacigerde akrilamid-glutatyon
konjugatina cevrilerek buyuk oranda idrarla vicud disina atilir. Ancak, sulu
ortamlarda kolaylikla ¢ozunebilme 6zelligi nedeniyle akrilamidin bir kismida
batin vicud dokularina dagilim gosterir. Vucudun tum dokulari, GST / GSH
dizeylerine bagl olarak akrilamidi GSH ile konjuge ederek etkisizlestirebilir.
Akrilamid ayrica, karacigerde Sit P450 2E1 (CYP 450 2E1) ile okside
edilerek ¢ok daha genotoksik olan glisidamid’e donusturalir. Glisidamid
molekulide GST / GSH sistemiyle glisidamid-glutatyon sekline gevrilirek
detoksifiye edilir ve idrarla vicud disina atilir. Ancak, akrilamidin katabolize
edilmesi iglemlerinde en 6nemli sinirlayici faktér, ortamda yeterli dizeyde
GSH'in bulunabilirligidir.

Uzun sure yuksek miktarlarda akrilamidin vicuda aliniyor olmasi,
genel olarak tim vucud dokularinda bir GSH azalmasina neden olur. Bu
durum radikallerin nonezimatik detoksifikasyonu ve GSH gerektiren enzimatik
detoksifikasyon kapasitesinde dususe neden olur. Dokularin oksidan /
antioksidan dengesi oksidanlarin lehine bozulur ve dokularin hasarlanmasi
olarak ifade edilen oksidatif stres tablosu ortaya c¢ikar. Meydana gelen
oksidatif strese bagli olarak dokularin GSH dlizeyinin azalmasiyla agizdan
alinan akrilamidin yeterli dizeyde detoksifiye edilemez. Bu durumda
akrilamid karacigerde Sit P450 2E1 ile okside edilerek ¢cok daha toksik olan
glisidamid’e donustiralir. Bunun sonucunda da dokularda genotoksik etkiler
ortaya cikabilir.

Bu arastirmada; 21 gun sureyle ratlara akrilamid ve N-asetil sistein
(GSH o6ncull) verilerek, akrilamidin ince ve kalin bagirsak, karaciger ve kan
dokusunda meydana getirebilecegi hasarlanmalar histopatolojik olarak
incelendi. Bu amagla, ince ve kalin bagirsak, karaciger ve kan dokusunda
GSH, malondialdehid (MDA, en onemli lipid peroksidasyon urunu) ve GST
aktivite duzeyleri, ayrica akrilamidin lenfositler Uzerinde meydana
getirebilecedi muhtemel genotoksik etkiler Comet testiyle analiz edildi. Ayni
zamanda bu hasarlanmalarin bir GSH 6nclli olan N-asetilsisteinle

engellenebilirligi denendi.
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2. GENEL BILGILER

Akrilamid dogal olarak bulunmayan, ancak kimyasal olarak
sentezlenebilen ve oldukca toksik bir maddedir. Akrilamid, ilk olarak 1950li
yillarda 6zellikle Amerika’da, kimyasal yollarla sentezlenmig ve tekstil, kagit,
kozmetik sanayi gibi ¢ok degisik endustriyel alanlarda kullaniimaya
baglaniimistir.

Akrilamid ve bisakrilamid birimlerinin polimerizasyonu ile yuksek
molekuler agirhkh polimerik 6zelligi olan poliakrilamid olusmaktadir. Bu
polimerler, kimyasal olarak inert (tepkisiz), nontoksik ve genelliklede kararli
yapilardir. Poliakrilamidin matbaacilik alanindaki asil kullanim amaci, kagidin
dayaniklihgini artirmaktir. Poliakrilamid, atik sularin aritilmasi isleminin
yogunlastirma basamaklarinda siklikla kullaniimaktadir. Buna ilaveten
poliakrilamid; losyon, deoderant gibi bircok degisik kozmetik Urlnlere de
katilmaktadir. Poliakrilamidler, kisisel bakim UrUnlerine yagli ve yumusatici
bir 6zellik kazandirmaktadir. Poliakrilamid olusum reaksiyonlari sonrasinda,
az bir miktar serbest akrilamid (ACR) ortamda bulunmaktadir. Bu nedenle
kisisel bakim Urlnlerinin kullanimi sirasinda, ¢ok disuk seviyede de olsa
akrilamide maruz kalma s6z konusu olmaktadir. Ancak bu c¢ok dusuk
duzeydeki akrilamid ¢ok duguk oranda risk olusturmaktadir.

Son yapilan arastirmalar (3,4), gidalarin 120 °C’nin Gzerindeki sicaklik
derecelerinde pisiriimesi (6zellikle kizartma, gril, ya da firinlama) sirasinda
bol miktarda akrilamidin meydana geldigini ortaya koymustur. Pigiriime
sirasinda meydana gelen akrilamid miktari, maruz birakilan sicaklik derecesi
ve suresi ile dogru orantili olarak artmaktadir. Sharp (10), karbonhidrat ve
protein agisindan zengin olan besinlerin ortalama 248 °F (120 °C) derecede
pisirimesi sonrasi, ortalama 1 mg/kg dizeyinde akrilamid olustugunu
bildirmiglerdir. Hollanda da yapilan bir arastirmada, yuksek isida pigirilen
yemeklerle beslenen insan deneklerinin gunlik olarak vucut agirhgina bagl
olarak ortalama 0,5 pg/kg akrilamidi vicutlarina aldiklari tespit edilmistir.

Kizartma ve firinlama ile pisiriime sirasinda bol miktarda akrilamid
olusturan gidalarin (11) suda haslanarak pigiriimesi sirasinda ise akrilamid

meydana gelmedigi tespit edilmistir (12). Bu bilgi ¢cok 6nemli ve dikkat
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cekicidir. CuUnkU gida kaynakli akrilamid toksisitesinden korunmak igin,
gidalarin  kizartilarak veya firinlanarak pisiriimesi yerine haslanarak
pisiriimesinin tercih edilmesi yeterli olacaktir.

Akrilamid, gidalarin yuksek sicaklik derecelerinde pisiriimesinin dogal
bir sonucu olarak olusan bir madde olmasi nedeni ile bu tur gidalarin
yasaklanmasinin muidmkin olamayacagi goérilmektedir. CUnku insanlar
tarafindan tluketilen gidalarin tamaminin bilesiminde az ya da ¢ok
karbonhidrat ve protein bulunmaktadir. Ancak, akrilamidin saglik Uzerinde
meydana getirebilecegi riskler dikkate alinarak, gidalarda izin verilen
maksimum akrilamid seviyeleri ile ilgili yasal limitler getirilebilir. Henuz yeterli
bilimsel veri olmamasi nedeniyle gidalarla alinan akrilamidin potansiyel saglik
riskleri ile ilgili olarak kesin bir yargiya varmak mumkun degildir. Bu nedenle,
s6z konusu calismalar tamamlanana kadar, Dinya Saglik Otgiti (WHO);
gidalarin ¢ok yuksek sicakliklarda ve wuzun surelerde pigiriimemesi,
kizartilmig ve yagh gidalarin olgulu tuketilmesi yonunde tavsiyelerde
bulunmaktadir (5). Diger yandan, gidalarin pigiriimesi sirasinda olusan
akrilamid miktarinin azaltiimasi veya akrilamid olusumunun énlenmesi ile ilgili
calismalar da yogun bir sekilde strdurtlmektedir.

Gida kaynakli akrilamid konusu, Nisan 2002'de, isvegli bilim
adamlarinin yuksek 1s1 iglemine tabii tutulan ve yuksek nisasta iceren
gidalarin 6nemli seviyelerde akrilamid icerdigini agiklamalari ile gindeme
gelmis (3), bunun ardindan dinya bilim ¢evrelerinde gida kaynakli akrilamidin
neden olabileceg@i saglik risklerinin belirlenmesi amaciyla ¢ok sayida ¢alisma
baglatilmistir. Cesitli arastirma kuruluglar tarafindan ge¢mis yillarda fareler
Uzerinde yapilan deneylerde akrilamidin deney hayvanlarinda koétu huylu
timor olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Glnlik gida yoluyla alinan
akrilamid miktarinin, insan sagligi uzerine olumsuz etki edebilecek dizeylerin
500-1000 kat altinda oldugu bilinmektedir. Ancak akrilamidin bu seviyelerde
ve uzun sureli alinimi sonucu olusabilecek sadlik riskleri ile ilgili ise kesin bir
bilgi henuz bulunmamaktadir. Bu konuda, pisiriimis gidalarin akrilamid icerigi
yaninda, insanlarin beslenme sekli ve gida tuketim aligkanliklari da énemli rol

oynamaktadir.
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Uluslararasi Kanser Arastirmalari Kurumu (The International Agency
for Research on Cancer, IARC), akrilamidi “insanlar icin potansiyel
kanserojen madde” olarak siniflandirmaktadir. Akrilamid, gida maddelerine
katilan bir katki maddesi degil, pek ¢ok gida grubunda dogal bilesen olarak
bulunan karbonhidrat (glukoz) ve proteinlerin (6zellikle asparajin amino asidi)
yuksek sicaklik kosullarinda tepkimesi sonucunda olusan bir maddedir. Bu
nedenle karbonhidrat ve proteince zengin, yuksek isi iglemine tabii tutulmus
urtnler arasinda ozellikle firincilik Granleri ve kizartmalar dikkat cekmekte ve
arastirmalara konu olmaktadir (13,14). Avrupa’da yapilan c¢alismalar (15),
gunluk tuketim miktarlarinin yUksekligi dikkate alinarak ozellikle kahve,
patates Urunleri ve ekmegin gida kaynakli akrilamid aliminda ilk siralarda yer
aldigini ortaya koymustur.

Akrilamidin toksik Ozellikleri ve potansiyel bir kanserojen madde
oldugu aslinda yillardir bilinmekteydi. Ancak isil islemler sonucu gidalarda
olusabildigi 2002 yili baglarinda anlasiimistir. Akrilamid, ozellikle kizartilmis,
kavrulmus, 1zgara veya firinda pisiriimis gidalarda 120 °C’nin Ustlndeki
sicakliklarda olugsmaktadir. Buna kargin haslanarak pigirilen gidalarda
akrilamid olusumu meydana gelmez. Gidalarin yapisinda bulunan bazi seker
ve amino asitlerin ylksek sicakliklardaki reaksiyonu sonucunda akrilamid
olustugu kanitlanmigtir (13,14). Bunun yani sira, gidalarin yapisinda bulunan
bazi yaglarin da akrilamid olusumundan sorumlu oldugu bilimsel olarak tespit
edilmigtir. Ancak, gidalarin pisirilmesi sirasinda akrilamidin nasil ve hangi
mekanizma ile olustugu henuz tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle
akrilamid olusumunu onleyici bir yontem tanimlamak su asamada mumkin
gérilmemektedir. Ayrica, gidalarin uretim yontemlerinde herhangi bir
degisiklik 6ngdrilmeden 6nce, akrilamidin farkli gidalardaki olusum
mekanizmalarinin tam olarak anlasiimasi gerekmektedir.

Simdiye kadar tamamlanan galismalarin sonuglari (15,16), akrilamidin
neden olabilecedi kanser riskinin géz ardi edilemiyecegini, ancak “gida
kaynakli dusuk duzeyli akrilamid, kanser riskini artirmaktadir” seklinde bir
tespitin de henlz yapilamayacagini ongormektedir. Cunkl gida kaynakl

akrilamidin hangi seviyelerinin risk olugturdugu, hangi seviyenin altinin insan
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sagligi icin kabul edilebilir oldugu yonunde herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu konuda tam bir belirsizlik yasanmaktadir. Bu nedenle,
riskin bilimsel anlamda dogru bir sekilde belirlenebilmesi ve gidalar icin limit
degerlerin tanimlanabilmesi igin devam eden c¢alismalarin sonuglari
beklenmektedir.

Akrilamidin toksik etkilerini ortaya koymak amaciyla genis kapsamli
¢cok sayida arastirma yapilmaktadir. Bu arastirmalar, gida kaynakh
akrilamidin ~ olusum  mekanizmalarinin  ortaya ¢ikartiimasi  Uzerine
yogunlasmis durumdadir. Yapilan ¢ok sayida arastirma (17), akrilamidin
insan ve hayvanlarda norotoksik etkiler gosterdigini, Ureme sistemi igin
toksik, germ hucreleri i¢in ylksek derecede kanserojen etkiye sahip oldugunu
ortaya koymaktadir.

Son yillarda yapilan arastirmalara gore (18,19) akrilamidin potansiyel
toksik etkisi, nuklecfillerle etkilesebilen elektrofilik 6zellikteki a,- doymamis
karbonil gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bu elektrofilik 6zellik nedeni ile
akrilamid tiyol, imidazol, alkil hidroksil, karboksil ve amin gibi biyolojik
nakleofil gruplarla kolaylikla etkilesim icine girerler. Akrilamidin hUcreler
uzerinde meydana getirdigi toksikasyonlar, akrilamidin 0Ozellikle yuksek
derecede nukleofilik olan tiyol (SH grubu) gruplariyla etkilesime girmesinden
kaynaklanmaktadir.

Gida kaynakli akrilamidin genis kitleleri etkileyen bir saghk problemi
olmasi nedeniyle, Ulusal Saglik ve Guvenlik Enstitisu (National Institute of
Occupational Safety and Health, NIOSH, 1976), WHO (1985), IARC (1986 -
1994), Amerikan Gida ve llag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA)
ve Avrupa Birligi (European Union, EU, 2002) gibi kuruluglar bu konuyu
gindemlerine almiglardir. Ozellikle US FDA ve WHO, akrilamid ile ilgili olarak
yapilmasi gereken hususlar konusunda yillik haraket planlari hazirlayarak
kamuoyuna duyurmus ve konuyu surekli gindemde tutmuslardir. Bunlardan
ayri olarak Amerikan Cevreyi Koruma Kurulusu (U.S. EPA), akrilamidin kabul
edilebilir, toksik ve kanserojen dozlari ile ilgili olarak ¢ok sayida arastirma
yaptirarak bazi referans degerler ortaya koymus ve bu bilgileri kamuoyuna

duyurmustur. igme suyu kalitesi igin, WHO’nun ydnergesine gére, bir litre
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icme suyunda 0,5 pg/L akrilamid olarak bildirilmistir (20). Avrupa Birliginde bu
rakam 0,1 ug /litre sudur (21).

Amerikan Cevreyi Koruma Ajansi (U.S. EPA) tarafindan desteklenen
bu arastirmalarin temel amaci, elde edilen yeni verileri kullanarak akrilamidin
kanser riski degerlerini belirlemek, kanserojen olan ya da olmayan toksik
degerleri bulmak ve kamuoyuna sunmaktir. Hayvanlar Uzerinde yapilan
epidemiyolojik ve toksikolojik galismalar, akrilamid etkisi ile ortaya ¢ikan
toksik etkileri belilemenin yanisira, doz oranlarini belirleyen anahtar
calismalar Uzerine yogunlasmistir. Ancak konuyla ilgili surekli veri girisine

ragmen, malesef net bir bilgi henlz ortaya konulabilmis degildir.

2.1. AKRILAMIDIN KiMYASI
2.1.1. Akrilamidin kimyasal Ozelikleri

Akrilamid doymamis cift bag iceren bir amiddir (22). 2-propenoamid,
etilen karboksamid, akrilik asit amid, vinil amid, propenoik asid amid olarak
da bilinmektedir. Sivi halde iken beyaz bir kristal gibi gorundr, kokusuzdur ve
suda yuksek ¢ozinurlige sahiptir. Erime sicakligi 84,56 °C, kaynama
sicakhgr (25 mm Hg) 125 °C’dir (atmosfer basincinda 192,66 °C) (23).
Akrilamid nukleofillerle 6zellikle tiyolat anyonlariyla reaksiyona girebilir (24).

Akrilamidin kimyasal yapisi Sekil 2.1.’de verilmistir.

Iil (o)
H2C=C—C—NH2 Akrilamid

Sekil 2.1. Akrilamidin kimyasal yapisi
Akrilamid dre (CO(NH;). ve formaldehit (HCHO) veya glioksal (CHO),,

aldehitler (RCHO), aminler (RoNH), tiyoller (RSH) gibi kuguk reaktif

molekullerle reaksiyona girebilmektedir (23).
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2.1.2. Akrilamidin kimyasal olarak olugsumu

Gida kaynakli akrilamid, 120 °C’nin Ustlindeki sicaklilarda fruktoz ya

da glukoz gibi monosakkaritlerle asparajin gibi aminoasitler arasinda

meydana gelen Maillard reaksiyonu sonucunda olusur (Sekil 2.2.) (14).

Proteinlerin yapisina giren standart 20 aminoasitten 6zellikle asparajin,

akrilamid olusumunda kilit rol oynar. Gidalarin haslanmasi sirasinda

akrilamid olusumu s6z konusu degildir (12).

CONH,
CH, N
0 R1 z . _R1
?H—NHZ \\C/ H,0 >C/ \(|:/
74 C VAN 7 TR2
OH O// \R2 O/ OH O
Asparajin Dikarbonil Yapi
'C02
4
HN R N R1
N S = e
CH C=N~
I . ||
77N\ RN
R2 Hoo R?
Amino keton
[0 R1—CO—CO—R, +
M NH, + CH,SH +
Strecker aldehid Z—C\\ H,C=CH—CHO
@)
? Akrolein
v
HN H,C=CH—COOH
FCH—CHO NH,
0] v
?\‘ H,C=CH—COO™ NH,"

H2N\ v /

C—CH=CH,

Akrilamid
Sekil 2.2. Maillard Reaksiyonu ve Akrilamid Olusumu (14)



24

Akrolein (2-propenal, CH2=CH-CHQO) Uu¢ karbonlu bir aldehittir ve
akrilamidin yapisini (CH2=CH-C(O)-NH2) animsatmaktadir. Bu nedenle
akrolein akrilamidin baslangi¢c molekullu olarak kabul edilmektedir. Temel
kimyasal tepkimelerle akrolein akrilamide donusebilir, ancak akrilamidin
alternatif olusum mekanizmalarinda akrolein gerekli degildir (Sekil 2.3.).
Ornegin, proteinler ve/veya amino asitlerin hidrolizi, dekarboksilasyonu gibi

transformasyonlar akrilamid olugumu ile sonlanabilir (23).

OH NH, H

| | |

|C:o NH (|::o NH, c|::o

i — i

CH, CH, CH,
Akrilik Asid Akrilamid Akrolein

Sekerin Karbonil Grubu

0
7o
I
H,N— CH—COOH
Asparajin

Sekil 2.3. Farkli molekullerden akrilamid sentezi

Dusuk nemli ortamlardaki asil buyuk reaksiyon asparajinle bazi seker
(glukoz, fruktoz, galaktoz gibi) molekulleri arasindaki bir Schiff bazli hareket,
akrilamid olugumunu tetikleyebilir. Belli kosullar altinda asparajinin
dekarboksilasyonuyla veya akrolein’den amonyak acgiga ¢ikmasiyla akrilamid
olustugu bildirilmistir (25). Akrolein, kizarmig yagda bulunan trigliseridlerin isi
etkisiyle bozulmasi sirasinda olusabilmektedir. Akroleine bagh bu akrilamid
olusum mekanizmasi, kizarmis patateste akrilamid olusum mekanizmasina

benzememektedir (26).
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Ornek caligmalar, akrilamid olusumunda fruktozun glukoz ya da
galaktozdan daha etkili oldugunu goétermistir. Farkli bir agiklama da erime
noktasi igin verilebilir. Fruktozun az nemli ortamda akiskanhginin arttigi ve
buna bagli olarak tepkimeye girdigi belirtiimistir (27).

Besinlerin yUksek 1sida pisiriimesi sirasindaki akrilamid olusum
mekanizmasi, 1sinin etkisiyle asparajin amino asidi ile sekerin reaksiyona
girmesine dayanmaktadir (Sekil 2.4.). Ancak isitma sirasinda ortamda
bulunan amino asid ve sekerin ¢ok kuguk bir kismi reaksiyona girerek
akrilamid olusturmaktadir. Bu oran asparajin i¢in % 0,1 — 0,3 civarlarindadir.

Surdyk (28) , ekmek hamuruna farkli miktarlarda asparajin katarak
yaptigi galismada, pisirme sonrasi ekmekteki asparjinin % 0,3’nln
akrilamide donustigunu tespit etmistir. Misir nigsastasi, bugday unu ve
patatesteki akrilamid olusumu UGzerine yapilmis diger arastirmalardaki
asparajin-akrilamid donugum oranlari biraz daha yuksekti, ancak bu oran

genel olarak % 1’in altinda bulunmusgtur (27).

Sekerin Karbonil
Grubu 'TIHZ
N~
> CH
Isi I
H,N COOH CH,
Asparajin Akrilamid

Sekil 2.4. Asparajin ve sekerin karbonil grubunun etkilesimi ve akrilamid

olusumu.

Seker, yag ve sutun yuksek sicaklikta pigirilmesiyle gerek biskuvi ve
gerekse de muhallebi gibi drunlerde maillard reaksiyonuyla akrilamid
olusmakta, bu ise sagligi olumsuz yéonde etkilemektedir. Maillard reaksiyonu
nedeniyle sutteki bazi proteinlerin yapisi bozulmakta ve karaciger uzerinde
toksik etki olusturabilmektedir (26).

Besinlerin pisirilerek hazirlanmasi sirasinda olusan akrilamid oranlari,

besinde bulunan glukoz, fruktoz gibi indirgen sekerlerin ve asparajin amino
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asidinin miktarina, uygulanan sicaklik derecesine ve uygulama suresine bagli
olarak degisiklik gostermektedir. Ornegin; 180 °C’de kizartilan patateste, 120
°C derecede kizartilan patatese gore 30 kat daha fazla akrilamid
olusmaktadir. Bu durum bize gesitli yiyeceklerin pisiriimesi, kizartiimasi veya
kavrulmasi igleminin yani sira, sicaklik derecesinin ve uygulama suresinin
akrilamid olusum orani agisindan ¢ok onemli bir rol oynadigini
gOstermektedir. Surdyk’nin (28) calismalari gostermistir ki, pisiriime
isleminden 6nce hamurda asparajin  yogunlulugunun artiriimasi, pigiriime
sirasinda ekmekte olusan akrilamid miktarini énemli derecede artirmistir.
Buna karsilik asparajin oraninin ¢ok yogun oldugu patates pigirme
isleminden Once asparajinaz enzimiyle muamele gordukten sonra
pisirildiginde, akrilamid olusumunun dustigu goérulmustar. Besinlerin indirgen
seker ve amino asit igerigine bakarak tercih edilmesi, pisirme esnasinda

olusacak akrilamidin ¢ok duguk seviyelerde kalmasini saglayabilir.

2.1.3. Akrilamid’in Hemoglobin ve DNA ile Etkilesimi

Akrilamid’in kimyasi ve matabolizmasi genis bir sekilde arastiriimigtir
(15). Akrilamid, karbon-karbon cift bagina Michael eklemeleri ile proteinlerin
yap! taglari olan amino asitlerin tiyol gruplariyla kimyasal olarak tepkimeye
girerler. Akrilamid, akrilonitril iceren diger vinil monomerlerinden daha az
tepkiseldir. Akrilamidin bu kimyasal 06zelligi sayesinde hemoglobinin N-
terminalinde bulunan valin amino asidine kimyasal olarak baglanir.
Hemoglobinin N-terminal valini ile akrilamid arasindaki bu etkilesim ve
baglanma reaksiyonu hem deney hayvanlarinda (3) hemde insanlarda
g6zlemlenmistir (29). Sigan ve farelere akrilamid verilerek yapilan deneysel
calismada, akrilamid-hemoglobin kompleksi olusum duzeyinin siganlarda
farelere gore onemli derecede yuksek oldugu ortaya konulmustur (30). Bu
durum farelerde siganlara gore, akrilamid — glisidamid donusUmunin ¢ok
daha yuksek oldugunu gostermektedir.

in vitro laboratuvar g¢alismalari, akrilamidin DNA’nin adenin ve guanin
bazlarinin amino gruplari ile de tepkimeye girdigini ve ¢ok sayida farkl

bilesigin meydana geldigini gostermektedir (Sekil 2.5.) (31). DNA Uzerinde
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meydana gelen bu genotoksik etkilerin, akrilamidden ziyade buyuk oranda
akrilamidin metaboliti olan glisidamidden kaynaklandigi ortaya konulmustur
(32). Fare ve sicanlara akrilamid verilerek yapilan deneysel galismalarda,
akrilamidden bol miktarda glisidamid olustugu ve glisidamidin bu hayvanlarin
karaciger, akciger ve bobrek DNA’larinin purin bazlari ile etkileserek

genotoksik etkiler meydana getirdigi gdézlemlenmistir (33,34).

H,N e}
HO 0 HO o “Nnz
\C|;/ \(|:// C|)
Cl)H2 HO—C|3H (|:H2
CH, NH CH, NH CHz

R IR

N1-(2-karbok3|et|l) adenin  N1-(2-karboksi-2-hidroksietil) adenin N7 (karbamoiletil) guanin

HO. o NH,
N\ Y
c” HO. O NN
| Ne” N \>
CH, | k\ =N
| CH N
i iy
NH CH, NH T
W T ¢
X SN
N~ N 07 "N HO® O
N-(2-karboksietil) adenin N1-(karboksietil) sitozin  N3-(2-karbamoil-2-hidroksietil) adenin
H,N e} HO 0]
HO (o) ? \C// \C//
N7
c | |
| HO—CH CH,
CH2 | |
| CH2
CH 2
x ﬁI % S
deoksmboz
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Sekil 2.5. Akrilamid ve Glisidamidin DNA ile etkilesimi sonucunda olusan
temel bilegikler (33,34).
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Glisidamid verilen yetigkin farelerde glisidamidin DNA yapisinda
bulunan purin bazlarina baglanma dizeyi, akrilamid verilen farelerden dnemli
oranda yuksek bulunmustur. Neonatal fareler Gzerinde yapilan galigsmalarda
da, yetiskin faralerde g6zlemlenen benzer sonugclar elde edilmistir (34 ).

Fare ve siganlara intraperitonal olarak akrilamid-(**C) enjekte edilerek
yapilan bir calismada, DNA Uzerinde meydana gelen degisiklikler incelenmis
ve yogun konsantrasyonda ve baskin olarak N7-(2-Karbamoil-2-hidroksietil)
guanin yapisinin olustugu tespit edilmistir. Ayrica DNA'da meydana gelen bu
degisikligin akrilamidden ziyade glisidamidden kaynaklanabilecegi ileri
surtlmastur (33).

Yapilan bagka bir arastirmada, farelere glisidamid verilmis ve DNA'da
meydana gelen degisiklikler incelenmistir. Bu galismada glisidamidin DNA ile
yogun bir sekilde etkilestigi ve baskin olarak N7-(2-karbamoil-2-hidroksietil)
guanin, N3-(2-karbamoil-2-hidroksietil) adenin ve  N1-(2-karboksi-2-
hidroksietil)-2'-deoksiadenosin seklinde baz degisikligine yol actigi ortaya
konulmustur (Sekil 2.6.) (34). Deney hayvanlari Uzerinde yapilan
calismalardan elde edilen veriler, DNA Uzerinde meydana gelen genotoksik

etkinin akrilamidden ziyade glisidamidden kaynaklandigini gostermektedir.

A{NHz Cyp 2E1 > %’/NHZ

(0] 0]
Akrilamid Glisidamid
lDNA
H,N 0]
\(|;//
HO—(|3H
0 (|3Hz
N

H,N™ °N
N7-(2-karbamoil-2-hidroksietil) guanin
Sekil 2.6. Akrilamidden glisidamid olusumu ve glisidamid’in DNA ile

etkilesimi.
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2.2. AKRILAMIDIN METABOLIZMASI
2.2.1. Akrilamidin Sindirim Sisteminden Emilimi

Yapilan galigmalar sonucu elde edilen bilgiler, akrilamidin mide ve
barsaklar yoluyla ¢ok hizli ve etkili bigcimde emildigini godstermektedir.
Bununla birlikte, tlrler arasindaki emilim seviyelerinin farkhliklarinin da alti
dnemle cizilmistir. Ornegin kopeklerde agdiz yoluyla verilen akrilamidin
gastrointestinal emilimi ¢ok hizli bir sekilde gergeklesirken domuzlarda
gerceklesen emilim kopeklere oranla oldukca yavastir (35).

Akrilamidin emilim oranlari, uygulama yontemlerine (damar igi, sonda
ve beslenme aliskanliklari), zamana ve canl tlrine gore énemli derecede
degisiklik gosterebilmektedir. Akrilamidin farelerdeki emilim orani, akrilamidin
sondayla uygulandigi durumlarda % 32-50, besinlerle verildiginda ise % 23
olarak hesaplanmigtir. Siganlardaki emilim orani ise, akrilamidin sondayla
uygulandiginda % 60-90 ve besinlerle verildiginde ise % 28-47 olarak
hesaplanmigtir (36-41)

Twaddle ve ark. (41) ile Doerge ve ark. (38) yaptiklari ¢calismalarinda
fare ve siganlara oral yolla 50 mg/kg dozda akrilamid tatbik ettiler. Her iki
calismada da maksimum plazma yogunluguna akrilamidde 30 dakikada,
glisidamidde ise iki saatte ulasiimistir. Doerge ve ark. (37,38), yaptiklar
deneysel calismalarinda benzer protokolleri kullanarak akrilamidin fare ve
sicanlardaki toksikokinetik 6zelliklerini incelemislerdir. Bu amacla erkek ve
disi fare ve sicanlara 0,1 mg/kg akrilamid’i damar ici, sonda ya da oral yoldan
tek doz olarak tatbik ederek akrilamidin serum ve dokulardaki toksikokinetik
Ozelliklerini incelemislerdir. Sicanlarda akrilamidin en yudksek serum
yogunluguna ulasma sduresi, uygulama teknigine bagl olarak damar igi
uygulamada 15 dakika, sondayla uygulamada 1-2 saat ve gida ile
beslenmede 2 saat olarak tespit edilmigtir. Glisidamidin en yuksek serum
yogunluguna ulagsma suresi ise, sonda ile uygulamada 2 saat, gida ile
beslenmede ise 4 saattir. Glisidamid/akrilamid orani damar i¢i uygulamada
en dugsuk, gida ile beslenmede ise en yuksek seviyelerde oldugu

g6zlemlenmistir. Fare ve siganlarda yapilan galigmalar, akrilamidin oral yolla
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uygulanmasi sonrasi buyuk oranda emilime ugradini ve ¢ok hizli bir sekilde
vucudun butun dokularina dagildigini gostermigtir.

Akrilamid’in insanlardaki emilimi konusunda, gonulli insan denekleri
uzerinde yapilmis olan sinirli sayida arastirma bulunmaktadir. Fennell ve ark.
gonullli insan denekleri Uzerinde yaptigi ¢alismada, gruplardan birine gesitli
dozlarda akrilamid igeren sudan igirmigler, diger gruba ise akrilamid
icermeyen su icirmiglerdir. Akrilamid tatbikini takip eden 24 saat iginde
idrarda yapilan tetkiklerde, uygulanan dozun % 34’Unun idrarla atildigi tespit
edilmistir. Birka¢g giin devam eden serum ve idrar tetkiklerinden elde edilen
sonuglar, akrilamid’in bir boluminun de hemoglobin ya da serum
proteinlerine baglanmis oldugunu gostermigtir. Bu sonuglar, emilimin aslinda
% 34’den ¢ok daha fazla oldugunu ortaya koymustur (42).

Fuhr ve ark. (43) insanlar Uzerine yaptiklari ¢alismalarinda, génalltlere
0,94 mg akrilamid iceren bir yemek yedirdiler. 72 saat sonra alinan idrar
orneklerinin analizi, besinlerle uygulanan akrilamidin % 60’ inin idrarla
atildigini  gostermistir.  Konunun uzmanlari, eldeki tim bu bulgulan
degerlendirerek, besinlerle alinan akrilamidin emiliminin en yiuksek dizeyde
oldugu konusunda hemfikir olmuslardir. insanlar (zerinde yapilan bu
caligmalarda, idrarla atilan akrilamid ve glisidamid metabolitleri analiz
edilerek incelenmistir. Elde edilen sonuglar, insanlarda glisidamid

olusumunun farelerden 2 ya da 4 kat daha az oldugunu ortaya koymustur.

2.2.2. Akrilamidin Deriden Emilimi

Ratlarda akrilamid’in deriden emilim karakteristigi, Sumner (44-46),
Frantz (47) ve Ramsey (48) tarafindan ayrintih olarak arastiriimigtir.
Akrilamidin gonulli insan deneklerinde, deriden emilim ¢aligmalari Fennell
(42) tarafindan yapiimistir.

Fennell yaptigi calismada, gonulli insan deneklerinden iki gurup
olusturmustur. Gruplardan biri kontrol gurubu (0 mg/kg), digeri ise 5
gonilliden olusan ve 3 mg/kg dozda % 507k akrilamid-(1,2,3-"°C)
solusyonunu uyguladigi gruptur. Bu gruba 3 gun boyunca temiz ve kuru cilt

Uzerine uygulama yapilmis ve her bir uygulama sonrasi 24 saatlik periyotlar
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halinde kan numuneleri toplanarak emilim miktari hesaplanmaya caligiimistir.
Uygulama bolgesi her uygulamadan once iyice yikanmigtir. Uygulanan total
akrilamidin %65 ile % 71’'inin yikama sivisinda ve uygulama bdlgesinde
kaldigi gorulmustar. Uygulanan akrilamidin %25 ile %29’unun (3 gunin
ortalamasi %26 ) deriden emildigi gorlilmustir. Buda bize uygulanan
akrilamidin gunlik olarak 0,73 ile 0,86 mg/kg miktarinda oldugunu ve 3
gunun sonunda toplam 2,35 mg/kg oldugunu gostermistir (42).

Sumner, radyoaktif isaretli akrilamidi 162 mg/kg dozda 4 erkek sicana
sivl i¢inde deri yuzeyine uygulamistir. Deri uygulamasi sonrasi yapilan
radyoaktivite Olgumleri, uygulamaya tabii tutulan hayvanlarda akrilamidin
deriden emilerek sistemik dolasima gecgis oraninin %14-30 arasinda
oldugunu gostermigtir (46).

Frantz tarafindan yapilan diger bir deneysel calismada, %1 akrilamid-
(**C) igeren bir ¢ozelti sicanlara deriden tatbik edilmistir. Uygulamay: takip
eden 24 saatlik periyodun sonunda, radyoaktivitenin yaklasik % 30’unun
sistemik olarak emildigi ve emilime ugrayan akrilamidin %14’nun idrarda, %
7’sinin 6lU dokuda, % 4’Unin deride, %1’den daha dusik kisminin ise diski,
plazma ve kirmizi kan hucrelerinde biriktigi tespit edilmistir. 24 saatlik
radyoaktivite Olgim  sonuglari  de@erlendirildiginde, plazmadaki (0
aktivitesinin deri uygulamasini takrip eden 10. saatte zirveye ulastigi ve
hemen ardindan hizla distigu gozlenirken, eritrositlerdeki radyoaktivitenin
akrilamid uygulamasini takip eden 24. saatte bile en yuksek seviyeye
ulasamadigi gorulmustir. Yapilan bu farmakokinetik ¢alisma, akriklamidin
plazma radyoaktivitesinin ortalama yarilanma omrandn 15 saat oldugunu
ortaya koymustur (47).

Diembeck ve ark., akrilamidin deriden emilim oranini tespit etmeye
yonelik olarak domuz derisine % 2 poliakrilamid igeren bir sivi uygulamiglar
ve tatbik edilen dozun yaklasik olarak % 1,5‘inin deri yuzeyinde, % 15’inin
sert deride, % 6’sinin epidermiste, % 44,6’sinin dermiste ve % 32,3’Unln
reseptorlerde bulundugunu ortaya konulmustur. 24 saat devam eden deri

uygulamasi sonrasi yapilan analizler, uygulanan akrilamidin yaklasik olarak
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% 32’'sinin emilerek sistemik dolagima gegctigini, % 51’inin ise potansiyel
olarak deri Uzerinde bulundugunu goéstermistir (49).

Akrilamid ve akrilamidin diger batin formlarinin (poliakrilamid gibi) ¢cok
hizli bir sekilde ve buyuk oranda deriden emilime ugradigi kanitlanmistir (49).
Akrilamidin deriden emilim oranlari, uygulandigi vucud bdlgesine gére buyuk
degisiklikler gostermektedir. Sicanlarda dermal emilim oranlari, akrilamidin
uygulandigi deri bélgesine gore ortalama +% 60 oraninda farlilik gosterirken,

insanlarda bu oran yaklasik olarak +% 25 civarindadir.

2.2.3. Akrilamidin Vucutta Dagilimi

Miller ve ark, akrilamid ve glisidamid duzeylerini incelemek icin bir
toksikokinetik calisma yapmistir. Bu c¢alismada akrilamidin yarilanma
omrunun 1,7 saat, glisidamidin yarilanma omrunun ise akrilamide gore ¢ok
daha uzun oldugu ortaya konulmustur (40).

Hashimoto ve Aldridge (50) erkek albino siganlara damar yoluyla 100
mg/kg dozda radyoaktif isaretli akrilamid-(**C) uygulayarak yaptiklari
calismada; kan, plazma ve dokularda (beyin, omirilik, siyatik sinirleri,
karaciger ve bobrek ) biriken radyoaktiviteyi 6lcmuslerdir. Analiz sonuglarina
gore en yuksek degerdeki radyoaktiviteyi kanda tespit etmiglerdir. En yogun
radyoaktivitenin kan dokusunda birikmesini, akrilamidin hemoglobinle
kompleks yapmasina dayandirmiglalardir. Clnkld, kanda her 1 mol
hemoglobine 4 mol akrilamid molekullu baglanarak tasinabilmektedir.

Diger bir deneysel arastirmada Sumner ve ark. sican ve farelerden
olusan iki gruba 6 saat boyunca 3ppm yogunlugundaki akrilamid-(2,3-'*C) ve
akrilamid-(1,2,3-"3C) karisimini solunum yoluyla uygulamislardir. 24. saatte;
uygulanilan toplam radyoaktivitenin yaklasik olarak % 56’sinin siganlarin
vucud dokularinda, % 46’sinin ise farelerin vicud dokularinda biriktigi tespit
edilmistir. Sigan dokularinda oOlg¢llen radyoaktivite dlzeyleri en ylksekten en
dusuge dogru; kan > testis > deri > karaciger > bobrek > beyin > dalak >
akciger > epididimis > yag seklinde siralanmigtir. Fare dokularinda dlgulen
radyoaktivite dlzeylerinin siralamasi ise; testis > deri > karaciger > bobrek >

epididimis > beyin > akciger > kan > yag seklinde gergeklesmistir. Bu
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sonuglar, akrilamidin sican ve fare dokularina dagiiminin ¢ok farkli oldugunu
acikca gostermistir (46).

Sumner ve ark., 24 saatlik bir strecte Ustu bir bezle ortulen yaraya 162
mg’lik akrilamid-(**C) tatbik ederek erkek siganlardaki akrilamid dagilimini
Olgcmeye calismistir. Deri ylzeyindeki uygulama bdlgesini hari¢ tutarsak tim
vicuttaki en yuksek radyoaktivite kan hucrelerinde (1umol/g) goralmustar. En
dusuk radyoaktivite yogunlugu yagda gorulurken deri, karaciger, dalak, testis
ve bdbrekte ise bu yodunluk orta seviyede bulunmustur (46).

ikeda ve ark., ufak domuzlar ile tazilar arasindaki akrilamid-(**CYin
doku dagihimini kiyaslamiglardir. Uygulamanin 6. saatinde domuzlardaki en
yuksek radyoaktivite duzeyi kaslarda ve gastrointestinal dokularda
goOzlenirken, kopeklerde en vyuksek radyoaktivite kas ve karaciger
dokularinda olgulmustir. Hem kopeklerde hemde domuzlarda en dusuk
radyoaktivite degeri ise safra ve beyin dokularinda tespit edilmistir. Képeklere
akrilamid uygulamasinin 6. saatinde gastrointestinal dokularda ¢ok dugsuk
dizeyde radyoaktivite Olgilmus olmasi, kdpeklerde akrilamidin oral yoldan
uygulanmasini muteakiben sindirim sisteminden emiliminin ¢ok hizl
oldugunu dusundurmektedir. Buna kargilik akrilamidin oral uygulanmasini
takip eden 2. gunde yapilan radyoaktivite olgumleri, domuzlarin sindirim
sistemi dokularinda yUksek dizeyde radyoaktiviteye rastlandiini ortaya
koymustur. ikeda ve ark. bu durumu, domuzlarda akrilamidin sindirim
sisteminden emiliminin oldukga dusuk duzeyde gerceklestigi seklinde
yorumlamiglardir (35).

Erkek ve gebe farelere sonda yoluyla 120 mg/kg duzeyde radyoktif
isaretli akrilamid-(**C) tatbik edilmis ve akrilamidin zamana gére doku
dagilimi takip edilmistir. Elde edilen veriler, akrilamidin sindirim sisteminden
emiliminin uygulamayi takip eden 3. saatte buyuk oranda gergeklestigini
ortaya koynustur. Erkek farelerde uygulamayi takip eden 24. saatte yapilan
Olgimler akrilamidin karaciger, pankreas, testis, beyin ve safra gibi dokulara
dagildigini gostermistir. Erkek farelerin Greme sistemindeki radyoaktivite
Olgumleri, uygulamayi takip eden 1. saatte radyoaktivitenin artmaya

basladigini, 9. saatte Ureme kanallarinda ve epididimis basinda yuksek
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duzeylere ulastigini gostermistir. Uygulamanin 3. ve 24. saatlerinde gebe
fareler dekapite edilerek oldurtlmus, disi fare ve fetusun cesitli dokularinda
radyoaktivite olgumleri yapilmigtir. 17,5 gunlik fetisun derisindeki yuksek
radyoaktivite duzeyi hari¢ tutulursa, fetusun diger dokularinda olgulen
akrilamid duzeyleri anneye ait dokulara yakin degerlerde bulunmustur.
Arastirmacilar bu caligmalarin sonuglarina dayanarak, akrilamidin sindirim
sisteminden (mide dahil) ¢ok etkili ve hizl bir bigimde emildigini ve ardindan
karaciger, bobrek ve pankreans yoluyla atiliminin gergeklestigini
soOylemiglerdir. Ayrica gebe farelerde akrilamidin plasentayl kolaylikla
gecerek fetusun dokularinda da biriktigi konularinda fikir birligine varmislardir
(51).

Plasenta zarinin akrilamide kargi gegirgenliginin arastiriimasi amaciyla
yapilan bir galismada; gebe sigan, tavsan, tazi ve minyatir domuzlara agiz
yoluyla radyoaktif akrilamid uygulanmis ve her bir tirin fetus dokularinda
akrilamid duzeyleri olgulmustur. Arastirma sonuglari dort tur arasinda ¢ok
onemli bir farkin olmadigini gostermistir. Ancak domuz fetuslarinin beyin
dokularinda olgllen akrilamid duzeylerinin, kdpek fetuslarinda tespit edilen
dizeylerden ¢ok ylksek oldugu tespit edilmistir (52).

Miller ve ekibi (40); akrilamidin sicanlardaki doku dagilimi Uzerine
yaptiklari calismada, 10 mg’lik akrilamid-(**C) ¢dzeltisini damar ici yolla erkek
siganlara tatbik etmislerdir. Uygulama sonrasi yapilan dlgumler, akrilamidin
doku dagiliminin en yuksek oldugu dokularin; kas (%48), deri (%15), kan
(%12) ve karaciger (% 7) seklinde siralandigini gostermistir. Olgiimiin her
evresinde beyin, omurilik ya da siyatik sinirlerdeki akrilamid oraninin surekli
%1‘in altinda oldugu g6zlemlenmistir.

Sicanlara agizdan ve damar ici yolla gesitli dozlarda akrilamid-(**C)
verilerek yapilan bir c¢alismada, kirmizi kan hucrelerinde en yuksek
radyoaktivite yaklasik olarak uygulamayi takip eden 6. ve 12. saat araliginda
Olcliimustir. Uygulamin 48. saatinde ise bu oran ilk 6lgime goére 90:1
olmustur. Sicanlarin kan digi dokularinda olgllen radyoaktivite dizeyleri,
kirmizi kan hucrelerine gore daha dusuk olarak olgulmustur. 4-5 gun sureyle

akrilamid uygulamasi sonrasi gunluk radyoaktivite olgimleri, kirmizi kan
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hicrelerindeki radyoaktivite dizeylerinin 1-400 ug/g-doku akrilamid oldugunu
ortaya koymustur. incelenen diger dokularda en vyiiksek radyoaktivite
karaciger, epididimis ve bobreklerde gorulmustir. Buna karsilik daha dusuk
radyoaktivite olgumlerine ise beyin ve siyatik sinirlerde rastlanmigtir. En
dusuk radyoaktivite dizeyleri deri ve plazmada olgtlmuastir. Arastirmacilar,
sicanlarin akrilamidi hizla katabolize ederek idrar yoluyla vucud digina
atmalari nedeniyle, akrilamidin toksik etkilerinden diger hayvanlara gore ¢ok

daha az etkilendikleri konusunda fikir birligine varmiglardir (48).

2.2.4. Akrilamidin Vicutta Metabolize Edilmesi

Akrilamid metabolizmasi fare, sigan ve insanlar Uzerinde yapilan
calismalarla incelenmistir.  Akrilamid  nuUkleofillerle  6zellikle  tiyolat
anyonlariyla, a-p doymamig amid, imid ve nitrillerle (érnegin akrilonitril, N-etil
maleimid) reaksiyona girebilir. Tiyol gruplari birgcok biyolojik proteinlerin
aktivite gostermesi igin gereklidir. Ayrica dnemli indirgeyici ajan ve hucresel
antioksidanlardir. GSH hucrelerin baslica tiyol reaktantidir (24).

Akrilamidin temel metabolik yollari sekil. 2.7°’de verilmigtir. Akrilamidin
glisidamide donusumu ve sonrasinda her iki yapinin katabolizmasi
glutatyona bagimh enzimatik yolla gerceklesmekte ve idrarla vicud digina
atilmaktadir. Akrilamidin baslica atilim metaboliti, N-asetil-S-(3-Amino-3-
okzopropil) sistein yapisidir. Akrilamidin glutatyonla olusturdugu bilesiklerin
orani ya da okside olmasiyla olugsan glisidamidin yuzdesi hayvan turleri
arasinda onemli farkliliklar gostermektedir.

Glisidamidin okside grubu, genellikle akrilamidin ¢ift bagina kiyasla
hemoglobin ile daha yuksek derecede etkilesim gosterir (30). Yapilan
calismalar, glisidamidin DNA ile etkilesim dUzeyinin akrilamidden 100-1000
kat daha ylUksek oldugunu ortaya koymustur (33).
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Sekil 2.7. Akrilamidin temel metabolik yollari (53 )

Akrilamid, birbiriyle rekabet eden iki farkli enzimatik reaksiyonla
yikilma ugrar. Akriamid, Glutatyon S-Transferaz tarafindan redikte
glutatyonla konjuge edilebildigi gibi, Sit P450 enzim sistemi ile de okside
edilerek glisidamide donusturulebilir. Bu iki enzimatik reaksiyon, akrilamidi
substrat olarak kullanma konusunda birbiri ile yarisirlar (54,55). Farelerde bu
reaksiyon, yalnizca sit P450 2E1 tarafindan gercgeklestirilir (45). Akrilamid,
mide-barsaktan emildikten sonra kanda 1 mol hemoglobin molekuline 4 mol
akrilamid olacak sekilde karacigere kadar tasinir ve burada iki metabolik
yoldan birine dahil olur. Ya glutatyonla konjuge edilerek toksik olmayan bir
glutatyon molekuli olan N-Asetil-S-(2-karbamoiletil) sisteine ddnusurek
zararsiz bir sekilde idrarla atilimi saglanir ya da karacigerde bulunan
sitokrom P450 enzim sisteminin CYP 2E1 enzimiyle oksidasyona ugrayarak
daha toksik olan glisidamide donusur. Olusan bu glisidamid kanda
hemoglobine bagl olarak dokulara kadar tasinabilir ve dokularin DNA’larina
baglanarak mutasyonlara sebep olabilir. Akrilamid glisidamide donustukten
sonra redukte glutatyon (GSH) ile reaksiyona girerek glutatyon metabolitleri

olan N-asetil-S-(2-hidroksi-2 karbamoiletil) sistein ve N-asetil-S-(1karbamoil-
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2-hidroksietil) sistein metabolitleri seklinde detoksifiye edilir ve idrarla atilimi
saglanir. Glisidamidin izleyecegi diger bir yol ise epoksid hidrolaz (EH)’la
daha stabil bir metabolit olan 2,3-dihidroksipropionamid (gliseramid)’e
donugerek vucud disina atilmasidir (Sekil 2.8).

Kirman ve ekibi tarafindan olusturulan modele goére akrilamid ve
glisidamidin metabolizmasi karacigerde gerceklesmektedir. Hepatik akrilamid
metabolizmasi 2 ana yolda gergeklesmektedir (56).

1. Akrilamidin sitokrom P-450 enzimiyle glisidamide oksidasyonu

(michaelis-menten kinetigine uyar).

2. Glutatyon-S-transferaz (GST)In akrilamidi redikte glutation (GSH) ile

konjuge ederek N-asetil-S-(3-amino-3-oksopropil)-sisteine
donustirmesi.
| Sitokrom P440 0
Il CYP2ET A
H,l=C—[—NH, ——® H,0—CLH—L—NH,
Akrilamid Glisidamid
H,0
GAH N GEH
Glutatyon §-Transferaz Glutatyon 3-Transferaz Epoksi Hidralaz
[G5T) [G5T] [EH]
L4 Y
Glutatyon Glutatyon  Gliseramid
Metabolitleri Metabolitleri

Sekil 2.8. Akrilamidin temel metabolik yollari

Fennel ve ark. (42), yaklasik 3 mg/kg akrilamid-(**C) iceren suyu
gonulll kisilere agiz yoluyla tatbik ederek yaptiklari arastirmalarinda idrarla
atilan akrilamid metabolitlerinin diizeylerini incelemislerdir. ik 24. saatte,
uygulanan dozun % 34’Unin idrarla atildidi tespit edilmistir. idrarla atilan bu

metabolitin % 86’sinin akrilamid-glutatyon kompleksi, %13,5’inin glisidamid-
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glutatyon kompleksi ya da hidroliz metabolitleri, % 3‘Unin ise serbest
glisidamid oldugu ortaya konulmustur.

Sit P450 2E1 geni eksik olan erkek farelere 1 hafta sureyle 50
mg/kg’lik dozda akrilamid-(**C) verilerek yapilan bir calismada (45),
hayvanlar metabolik kafeslere konularak 24 saat boyunca idrar ornekleri
toplanmig ve akrilamidin atilim drdnleri olgulmustur. Uygulanan akrilamidin
gunluk olarak % 50-70Q’inin idrarla atildigi tespit edilmistir. Akrilamide maruz
kalan Sit P450 2E1 geni eksik olan farelerin idrarindaki metabolitlerin gok
blayUk kisminin akrilamid-glutatyon kompleksi seklinde atilan metabolitlerden
olustugu gozlenmistir. Clnku, Sit P450 2E1 eksik olan hayvanlarda
akrilamidin glisidamide oksidasyonu meydana gelmemektedir.

Ghanayem ve ark. (57), benzer bir galismada; normal ve Sit P450 2E1
eksik olan iki grup fareye akrilamid tatbik ederek Sit P450 2E1’in akrilamid
metabolizmasindaki rolint arastirmistir. Akrilamid, her iki gruba 50 mg/kg ‘lik
tek bir dozda damar igi yolla tatbik edilmistir. Akrilamid ve glisidamidin fare
gruplari arasinda plazma seviyeleri bakiminda énemli farklar tespit edilmistir.
Sit P450 2E1 bakimindan normal olan farelerin plazmalarinda, Sit P450 2E1
eksik olan farelere gore ¢ok daha yuksek duzeyde glisidamid dizeyleri
gozlemlenmistir. Yine DNA ve hemoglobinle etkilesim acisindan da ¢ok
onemli farklar ortaya ¢ikmigtir. Akrilamid-hemoglobin kompleksinin duzeyleri,
Sit P450 2E1 eksik farelerde, Sit P450 2E1 normal olan farelere goére, ¢ok
daha yuksek oranda gozlemlenmistir. Glisidamid-hemoglobin ve glisidamid-
DNA kompleksinin olusum orani ise Sit P450 2E1 normal olan farelerde gok
yuksek duzeyde tespit edilmistir. Bu iki g¢alismanin sonuglari, Sit P450
2E1’nin akrilamidin yikiliminda rol alan en 6nemli enzim oldugunu ortaya
koymustur.

Fare ve sicanlara oral olarak 50 mg/kg dozda akrilamid-(**C)
uygulanarak yapilan bir arastirmada (54), idrarla atilan akrilamid ve
akrilamidin temel oksidasyon urunleri incelenmistir. Metabolik kafeste bakilan
hayvanlardan 24 saatlik idrar ornekleri toplanmig ve temel atilim metabolitleri
analiz edilmigtir. Sigan ve farelerde, akrilamidin temel atilim Grdninuin

akrilamid-glutatyon kompleksi oldugu tespit edilmistir. Sicanlarda idrarla
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atilan metabolitlerin yaklasik % 67’si, farelerde ise % 41’i akrilamid-glutatyon
kompleksinden olugsmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak yapilan diger
arastirmsalarda da benzer sonugler elde edilmistir (58). Akrilamidin ileri
enzimatik basamaklarda oksidasyonu ile olusan temel oksidasyon urunleri
ise N-Asetil-S-(3-amino-3-oksopropil) sistein, N-Asetil-S-(3-Amino-2-hidroksi-
3-oksopropil) sistein, N-asetil-S-(3 amino-2-hidroksietil-3-oxopropyl) sistein,
glisidamid ve 2,3-dihidroksipropionamid oldugu tespit edilmigtir. Akrilamidin
glisidamid’e dontusum orani turler arasinda farkhliklar géstermektedir.

Akrilamidin glisidamide doénusim orani, diger hayvanlara gore
farelerde en yiiksek oldugu bildirilmistir. insanlarda, akrilamidin glisidamide
donusum oraninin ¢ok dusuk oldugu goérulmastir. Sigan, fare ve insanlar
Uzerinde yapilan arastirmalar, akrilamidin oksidasyonu sonucu olusan en
baskin metabolitin, N-asetil-S-(3-amino -3-oksopropil) sistein oldugu ortaya
konulmustur (40). Glisidamidin oksidasyonundan kaynaklanan ve idrarla
atilan metabolitlerin glisidamide oraninin siganlarda % 33, farelerde % 59
oldugu gosterilmigtir. Oral yoldan uygulanan akrilamidin siganlarda yaklagik
% 59u, farelerde % 40’1 ve insanlarda % 86’sI idrarla vicud disina
atilmaktadir (42,54).

Farelere oral yoldan 100 mg/kg akrilamid veriimigs ve 2 ile 4.
saatlerden hayvanlar dekapite edilerek c¢esitli dokularin redikte glutatyon,
Glutation S-transferaz (GST) aktivite ve aril hidrokarbon hidroksilaz (AHH)
aktivite Uzeyleri ile deri ve karacigerin protein yogunlugu olgtlmustar (59).
Uygulamay! takip eden 2. saatte dekapite edilen hayvanlarin deri ve
karaciger redukte glutatyon seviyelerinin, kontrol gruplariyla kiyaslandiginda,
% 37 ve % 61 oraninda dustugu gosterilmis, GST aktivite dizeylerinde ise bir
degisiklik meydana gelmemigtir. Yine 4. saatte yapilan olgimler de, deri ve
karaciger redukte glutatyon duzeylerinin kontrol grubuna gore % 59 ve % 80
oraninda azaltigi, GST aktivitesinin deride % 35, karacigerde % 21 oraninda
dustugu, AHH aktivitesinin ise deride % 73 ve karacigerde % 58 oraninda

inhibe oldugu ortaya konulmustur.
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2.2.5. Akrilamidin Vucuttan Atilimi

Hayvanlar Uzerinde yapilan caligmalarla, akrilamidin vlcuttan en
yogun ve kolay atim yolunun idrar oldugu ortaya konulmustur. Akrilamid
cesitli yollarla hayvanlara uygulandiginda, akrilamid ve akrilamid Grtnlerinin
% 40-70Q’inin idrarla, % 5-6’sinin digkiyla, % 6’sinin solunum yoluyla ve %
15’inin safrayla atildi§i gorilmustar (48).

Sumner ve ark. (46), erkek fare ve siganlara 3 ppm yogunlugundaki
akrilamid-(**CYi burundan teneffiis yoluyla 6 saat boyunca ya da 162 mg/kg
dozda akrilamid-(**C)’i dermal yoldan uygulamislardir. 24 saat boyunca idrar
ve digkl drnekleri ve solunum havasi bir tupte toplanmistir. Total akrilamid-
(**C) degerleri kiyaslandiginda, sicanlardaki degerlerin farelere gore 2,8 kat
daha dusuk oldugu goérulmastir. Bu uygulama slrecinde siganlara verilmis
olan tim dozun yaklasik % 42’si idrar ve diskida, % 2’si solum havasinda ve
% 56 ‘sinin ise tUm vidcut dokularinda biriktigi gézlenmistir. Farelerde ise
uygulanan dozun % 51'i idrar ve digkida, % 3’0 solunum havasinda ve %
46’s1 ise vlcut dokularinda tespit edilmigtir. 24 saat sonra yapilan
radyoaktivite dlgumleri, en yuksek duzeylerin % 53 ile vicut dokularinda ve
% 36 ile idrarda oldugunu ortaya koymustur. Bu arastiricilar, siganlara
teneffius yoluyla verilen akrilamidin yaklasik % 50’sinin  emildigini
belirtmiglerdir.

Gunde 500 gr patates kizartmasi ya da ekmek kizartmasi tuketen
insanlarda yapilan analizler, idrarla atilan akrilamid miktarinin 5 mg’a kadar
yukseldigini gostermektedir. Ancak bu ¢alismada, 500 gr patates kizartmasi
ya da ekmek kizartmasinda ne kadar akrilamid bulundugu bilgisi
verilmemigtir (60).

Miller ve ark. (40), siganlarda akrilamidin idrar ve diskiyla atilimi
Uzerine yaptigi calismada, agizdan ya da damar yoluyla uygulama
yapildiktan 24 saat sonra idrarda gozlemlenen oran % 62 iken, 7. gunde bu
oran % 71 olarak 6lgiilmistir. idrardan alinan sonuglara gore oral ve damar
yolu uygulamalarinin her ikisinde de gozlemlenen oranlar birbirine ¢ok
yakindi. AkriIamid—("‘C) uygulamasini takip eden birka¢ saat i¢cinde alinan

diski drneklerinde dlgiilen akrilamid-(**C) diizeyi cok diisik; 24. saatte % 4,8
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ve 7. guinde ise % 6 seviyelerinde idi. Akrilamidin % 2’sinden daha azinin
batunligu bozulmadan idrar yoluyla atildigi tespit edilmigstir. Uygulamayi takip
eden ilk 6 saatte, solunum havasinda herhangi bir radyoaktiviteye
rastlanmamistir.

Kadry ve ark. (58), akrilamidin vicud digina atiimi konusunda erkek
sicanlar Uzerinde yaptiklari arastirmada, akrilamidin atilimini hesaplamaya
calismislardir. Plazmada en yuksek akrilamid seviyesine, uygulamadan 28
dakika sonra ulasiimistir. Akrilamidin plazmadaki yarilanma émru 15,6 saat
olarak hesaplanmistir. Kandan temizlenmesi ise bir yayillma fazi ( t2 = 7.93
saat) ve bir de ayrilma fazi (t2 = 374 saat) olmak Uzere iki basamakli bir
model olarak tanimlanmigtir. Akrilamidin kanda uzun sure varhgini
surdirmesi, hemoglobin  molekilindeki  sdlfhidroksil  pargaciklariyla
reaksiyona girmesinin bir sonucudur. ilk 12 saatte elde edilen idrar
orneklerinin analizi, idrarin akrilamidin digari atilmasinin en temel yolu
oldugunu géstermistir. idrar ve digkiyla atilan akrilamidin yaklagik olarak %
61 ve % 4 oraninda oldugu gozlemlenmistir.

Sumner ve ark. (54); ratlara ve farelere damar ic¢i yolla akrilamid
uygulamiglar, uygulanan akrilamidin % 62’si 24 saat i¢inde idrarla vicud
digina atilmistir. Bu oranin % 7°si glisidamid ve glisidamid metabolitlerinden
kaynaklanmigtir. Ayni arastirmada, akrilamidin deriden uygulamasini takip
eden ilk 24 saatte alinan idrar érneklerinde ise atilim oraninin % 1,5 oldugu
belirtiimigtir. Glisidamid olarak disari atilan metabolitlerin ylzdesi ise % 17
seviyesinde bulunmustur.

Yapilan bagka bir calismada, akrilamid cesitli dozlarda agdizdan
uygulanmis ve 72 saat slreyle toplanan idrar érneklerinin analizi yapilmigtir.
Analiz sonuglari, uygulanan akrilamidin yaklasik % 60’ inin idrarla vicud
digina atildigini gostermektedir. Ayni arastirmada, akrilamid hem damar igi
hem dermal yoldan uygulanmis ve kandaki radyoaktivitenin yarilanma
Omrunun 2 saat, tamamen vicuddan temizlenme suresinin ise 10 saat

oldugunu tespit edilmistir (48).
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2.3. AKRILAMIDIN TOKSIK ETKILERI

Akrilamid’in hayvanlarda kansere sebep oldugu ve belli dozlarin
uzerine c¢ikildiginda, insan ve hayvan sinir sisteminde norotoksisiteye yol
actigi bilinmektedir. Farelerde yapilan arastirmalar; akrilamidin, gidalarin
pisiriimesi sirasinda olusan diger kanserojenlere benzer bir etkiye sahip
oldugunu géstermektedir. insanlar icin, gidalardan kaynaklanan kanserojen
ajanlarin etkileri ¢ok iyi bilinmemektedir. Akrilamidin diyette, diger gida
kaynakl kanserojenlere nazaran daha ylksek duzeylerde bulunmasi,
akrilamidin kanserojen olabilecegi suphesini ciddi derecede artirmistir (61).

Laboratuvar hayvanlari Uzerinde yapilan galismalar da, monomerik bir
yapliya sahip olan akrilamidin hem sinir hemde Ureme sistemlerinde hicresel
hasara neden oldugu ve 0Ozellikle hormonal duyarlligi olan dokularda timor
gelisimini artirdigi  gdsterilmistir  (2,62). insanlar Uzerinde yiritilen
epidemiyolojik ¢alismalarda (63-70), gida kaynakl akrilamide yodun olarak
maruz kalan toplumlarda noérotoksisitenin dnemli oranda ilerlemis oldugu

ancak kanser riskinde bdyle bir artisin olmadigi ileri surtlmagtur.

2.3.1. Akrilamidin Norotoksisitesi

Hem insanlar hem de laboratuvar hayvanlari Uzerinde yapilan
deneyler, akrilamidin norotoksik oldugunu gostermektedir (71-73). Elde
edilen bulgular, akrilamidin sinir dokusunda etkiledigi ilk yapinin aksonlar
oldugu ve bozulan iglevlerden dolayi sinir gegislerinin zarar gordugunu ortaya
koymaktadir. Akrilamidin elektrofilik dogasi geredi, sinirlerin yapisinda
bulunan belli bagh proteinlerdeki nukleofilik sulfidril gruplar ile etkileserek
sinirlerde ileti bozukluklari meydana getirir. Ayrica akrilamidin tiyol gruplari ile
etkilesiminden kaynaklanan doku hasarlanmalari, Ureme sorunlarina ve
kansere yol agan patofizyolojide aktif olarak rol oynar.

Akrilamidin noérotoksik etkilerini inceleyen c¢alismalar sigan, fare,
maymun, képek ve kediler Gzerinde yogun olarak surdurtlmektedir (74-76).
Bu calismalar, akrilamidin farkli doz protokollerinin 6zellikle oral ve damar igi
uygulanmasi ve meydana gelen doku hasarlarinin mekanizmalarinin ortaya

cikartiimasina yonelik olmaktadir. Bazi g¢alismalarda sinirsel dokulardaki
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morfolojik ya da biyokimyasal degisiklikler incelenirken, bazi ¢alismalarda
sadece norotoksisite incelenmigtir. Birka¢ calismada ise akrilamid toksininin
zamanla degisimi, biyokimyasal ve morfolojik parametreler Uzerindeki etkileri
arastiriimistir.

Fullerton ve Barnes (74) siganlara akut ve subakut dozda akrilamid
vererek yaptigi calismada, akrilamidin norotoksik etkilerine bagl olarak arka
ayaklarda zayiflik, arka ayaklari sdrikleme ve kismi felglere neden
olabilecegini gozlemlemislerdir. Bu ¢alismada disi siganlara 100 mg/kg ya da
203 mg/kg (LD50) dozda akrilamid verilmistir. 203 mg/kg akrilamid uygulanan
grupta 48 saat boyunca bir titremenin acgik¢ca goruldugu ve ayrica bu
sigcanlarin ya hemen iyilestikleri ya da 2-3 gun iginde oldukleri belirtilmistir.
Diger grupta ise verilen ilk 100 mg/kg’lik dozdan sonra siganlarda titreme
baslamis ve 24 saat sonra uygulanan ikinci dozdan sonra blinyede zayiflik,
halsizlik ve devaminda da 3 gun iginde olumle sonuglanan bir tablo ortaya
citkmistir.

Fullerton ve Barnes (74) ayni arastirmada, erkek ve disi sicanlara 15
glin boyunca sonda yoluyla 50 mg/kg akrilamid uygulamiglardir. Bu islem ¢gok
ciddi bunye zayifigina yol acmis ve siganlar o6lmustir. Doz azaltilarak
haftanin 5 gunu 25 mg/kg akrilamid 20 seans uygulandiktan sonra bacak
kaslarinda gozle gorulur bir zayiflik belirmis ve ardindan 28. dozdan sonra
ise vucudun her yerinde ciddi zayifliklar gdézlenmistir. Tam bir iyilesme ancak
uygulama bittikten 4 hafta sonra gerceklesebilmistir. 3 disi sicana 10 mg/kg
dozda akrilamidin 116 seans uygulanmasini takiben norotoksisiteye ait higbir
belirtiye rastlanmamistir.

Akrilamidin norotoksik etkilerini ortaya koymak amaci ile yapilan son
30 yillik arastirmalarin ortaya ¢ikardigi morfolojik bulgular, erken gelisen ve
sinir terminallerinin hasariyla sonuglanan patolojik surecgte akrilamidin ciddi
sekilde rol alabilecegini disundurmektedir.

Goldsitein ve ark. (77) elektrofizyolojik c¢alismalarinda, akrilamidin
kedilerde neden oldugu bozuklugun en erken belirtisinin  sinir

transmisyonunun zarar gormesi ve sonrasinda sinaptik anormallige yol
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acmasi seklinde oldugunu belirtmislerdir. Akrilamidin norotoksik etkisinin
primer olarak sinir terminallerinde yogunlastigi tespit edilmigtir.

LoPachin (78), akrilamidden kaynaklanan sinir tahribatini ortaya
cikarmak icin gumus boyama teknigini kullanmistir. Farelerden elde edilen
glmus boyama bulgulari, gunlik 50 mg/kg akrilamid uygulanmasi sonrasi
ciddi norotoksisite bulgularinin ortaya ¢iktigini, omirilik, beyincik ve beyindeki
sinirlerin terminal uglarinin 6nemli derecede hasarlandigini tespit etmigtir.

Gold ve ark. (79), siganlara akut ve subakut dozda akrilamid
uygulayarak aksonlardaki degisimi incelemiglerdir. Bu ¢alismada, agir sinir
ileti bozulmasinin gen¢ hayvanlarda daha hizli olmasi nedeniyle 3 haftalik
siganlar kullanilmigtir. Sicanlarda klinik olarak norotoksisiteye dair belirgin
higbir bulguya rastlanmamigtir. Akrilamid uygulandiktan 7 gun sonra
hayvanlar kesilerek incelenmis ve akrilamide maruz kalmis siganlarin
vucudunun on alt kisminda merkeze yakin bolgelerinde miyelinli aksonlarin
sayl ve yogunlugunun artmis oldugu, kuguk olan aksonlarin g¢aplarinin ise
oldukga blyumus oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik merkezden uzak
bdlgelerde ise akson ¢aplarinda herhangi bir degisiklik gdézlenmemistir. Sinir
ileti calismalarina bakildiginda, akrilamide maruz kalmis hayvanlarda sinir
iletisinin zamana gore kat ettigi mesafe anlaminda 6nemsenmeyecek
derecede bir digus gozlenmistir.

Hem labaratuvar hayvanlari hem de insanlar Uzerinde yapilan
calismalarda akrilamidin norotoksik etkilerinin  kaslarda koordinasyon
bozuklugu ve zayifigi seklinde de ortaya ¢iktigi gorulmuagtur (80-83).
Hayvanlar Uzerinde yapilan calismalar, akrilamidin hem toksik etkisinin
hemde kanserojenik etkisinin insan saghgini  6nemli derecede
etkileyebilecegini gostermektedir. Buyuk insan kitlelerini saglik yonunden
etkilemesi beklenen gida kaynakli akrilamid sorununa ¢are bulmak amaciyla
20. Uluslararasi Norotoksikoloji Konferansinda bu konu derinligine
tartisiimistir (84). Bu kongrede akrilamidin nérotoksik etkileri ve neden oldugu
noropatinin  mekanik anlamdaki mekanizmasi tartismalarin odak noktasi
olmustur. Akilamidin ve norotoksisitenin insan sagligi agisindan kanitlanmig

bir risk olup olmadigini arastiran ¢ok sayida epidemiyolojik ¢alismanin
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sonuglari  sunulmustur. Yapilan bu tartismalarda, deneysel ACR
norotoksisitesinin  kimdulatif ve Haberin kuralina uygun bir yapida
gerceklestigi  sonucuna  varilmistir.  Ayrica  akrilamidin,  ndronlarin
fonksiyonunu bozdugu ve bunun sonucunda da sinir terminallerini etkileyerek
tahribat yaptigi fikri kabul gérmustar.

Yapilan bir ¢alismada; 3-4 aylk disi sigcanlara sondayla 100 mg/kg
dozda akrilamid farklhh zaman araliklarinda uygulanmig, erken donemde
hayvanlarin arka ayaklarinda gevseklik ve tutmama gibi belirtiler ortaya
cikmigtir (74). Uygulanan doz araligi uzadiginda belirtilerin daha gec¢ gelistigi
tespit edilmistir. Hayvanlar, ilag verme islemi kesildikten 3 hafta sonra
iyilesmeye baslamiglardir. Ayni arastirmacilar akrilamidin norolojik etkilerinin
yasla baglantisini incelemigler, 5 ve 8 haftalik sigcanlar hafif derecede
etkilenirken (bacak zayifligi gibi ) 26 haftalik siganlar ciddi sekilde ve en yaslh
(52 haftalik) sicanlar ise ancak 3 hafta sonra ciddi olarak etkilenmislerdir.

Hasimoto ve ekibi (85), akrilamide maruz birakilmis farelerde meydana
gelen norotoksik etkileri arastirmak igin ¢alismalar yapmislar ve nérotoksisite
belirtilerinin 2-3 hafta icinde olustugunu not etmiglerdir. Akrilamid verilen
hayvanlarda ortaya cikan arka ayak zayifigi ve kaslardaki koordinasyon
bozuklugu fenobarbital verilmesiyle tamamen ortadan kaldirilmigtir.

Akut akrilamid uygulanan hayvanlarin rotor performansini incelemek
icin yapilan arastirmada Schotman (86), yluksek dozda akrilamid uygulanan
hayvanlarin rotor performans sonuclarinin 6nemli derecede dlsus
gosterdigini  ortaya koymustur. Daha dusuk dozlarda akrilamid
uygulandiginda ise herhangi bir etki gézlenmemigtir

Hayvanlarda yapilan calismalara ek olarak mesleki ya da farkh
zehirlenme vakalariyla akrilamide maruz kalmis iscilerde de norotoksitite
gorulmastur (82,87). Hayvanlarda gorulen norotoksitite (arka ayaklarin egriligi
ya da rotor performansinda degisiklik gibi), biyokimyasal degisimler (iyon
seviyelerinin, bazi sinirlerde bulunan enzimlerin ya da noérotransmitterlerinin
azalmasi gibi) ya da morfolojik degisimler (histopatolojik incelemelerde

gorulen degisiklikler) incelenmigtir. Akrilamid, benzer dozlarda ve surelerde
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test edildiginde insanlarda da benzer norotoksik bozukluklar olusturdugu
anlasiimistir (76,88-90).
Fare ve siganlara periton i¢i akrilamid verilerek yapilan galismalarda

da benzer sonugclar elde edilmistir (86).

2.3.2. Akrilamidin Genotoksisitesi

Akrilamid ve metabolitleri hem genotoksik (mutajenik) hemde
kanserojendir. Bu iki etkisiyle ilgili olarak memelilerde yapilmis olan ¢ok
sayidaki arastirma da, akrilamidin memeliler igin genotoksik ve kanserojen
oldugunu ortaya koymaktadir (91,92). insanlarda glisidamid olusumunun ¢ok
dusuk duzeylerde gerceklesmesi nedeniyle akrilamidin insanlar Gzerindeki
mutajenik etkisi hayvanlara gore olduk¢a dusuktur.

Akrilamidin insanlarda 2A grubu bir kanserojen oldugunu belirten
Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC), bu kararini akrilamidin
kemirgenlerin Ureme ve somatik hicrelerinde yaptigi kromazomal
anormalliklere ve gen mutasyonlarina dayandirmigtir (93). Ayrica
labaratuvarda hucre kuiltirinde yapilan c¢alismalarda da akrilamidin gen
mutasyonlari ve kromazomal anormallikler yaptigi goralmustar (94).

Son zamanlarda yapilan birgcok calisma (34,45,92), akrilamid’in
canlilarda genotoksik oldugunu ve genotoksisitesinin akrilamidden ziyade
glisidamidden kaynaklandigini ortaya koymustur. Hayvanlara verilen
glisidamidin ayni dozdaki akrilamidden daha mutajenik oldugu tespit
edilmistir. Yapilan bir ¢alismada glisidamid ya da akrilamid ile muamele
edilen hucreler, kendiliginden mutasyona ugrayan kontrol hicrelerinden daha
fazla A>G gecisleri ve G>C tranversion’lari gostermiglerdir. Glisidamid ile
muamele edilen hicrelerde G->T transversion’lari ¢ok daha yuksek
duzeylerde gerceklesmistir. Bilim adamlari, akrilamidin insan ve fare
hicrelerindeki mutajenitesinin, akrilamid metabolitleri ve glisidamidin DNA ile
yaptiklart  promutajenik  baglanma  kapasitesinden  kaynaklandigini
belirtmislerdir (34,95).



47

2.3.3. Akrilamidin Kanserojenik Etkisi

Akrilamid, fare ve siganlar i¢in kanserojendir. Akrilamidin icme suyu
veya diger yollarla uzun sure verilmesi, her iki turde de gesitli organlarda
tumor gelismesine neden olmaktadir (2,62,96). Akrilamid, farelerde alveol
kaynakli akciger timorlerinin gelisim oranini artirir. Dermal uygulamadan
sonra deri tumdrlerinin olusumunda da bir artis gézlenmistir. Sicanlarda
yapilan bu akrilamid uygulamasi testis, tiroid ve memeyle ilgili tumor
olusumunu tetikledigini ortaya koymustur.

Siganlar Uzerinde yapilan bir galismada (62); hipofiz ve klitoral salgi
bezlerinin adenomasi, agiz boslugunun papillomasi, rahmin
adenokarsinomasi ve bobrekustu bezine ait tumorlere rastlanmistir.

Deney hayvanlarinda agizdan alinan akrilamidin énemli bir boluma,
kimyasal olarak tepkisel ve genotoksik olan glisidamide ddénusur.
Glisidamidin kanserojen oldugunu tam olarak ortaya koyan bir arastirma
bulunmamaktadir, ancak bu bilegikle ilgili ¢alismalar yogun sekilde devam
etmektedir.

Akrilamid iceren gidalarla beslenen toplumlar ve mesleklerinden dolayi
akrilamide maruz kalan isciler Uzerinde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda,
akrilamidin insanlarda kanser riskini arttirdigina dair tutarli ve kesin bir delil
bulunamamistir (63,65,67). YUksek miktarda akrilamide maruz birakilan
iscilerde pankreas kanseri insidansi ikiye katlanmisg, fakat tutarli bir maruz
kalma-etki iliskisi saptanamamistir (65) .

Cesitli avrupa Ulkelerinde kanser oranlari Uzerine yapilan ¢alismalar,
akrilamid iceren yiyecek ve igeceklerin tuketimi ile bobrek, kalin bagirsak,
idrar kesesi, agiz boslugu, yutak, girtlak, yemek borusu, gégus ve yumurtahgi
kapsayan c¢esitli yerlerdeki kanser oranlari arasinda direkt bir iliski olmadigini
gostermistir (68,70,97) .

2.3.4. Deney Hayvanlarinda Yapilan Kanserojenite Caligmalari
Farelerde ve siganlarda akrilamid’'in kanserojenitesi ile ilgili birgok
calisma 1980’lerde yayimlanmistir. Siganlarda iki yillik bir ¢alismayi ve

farelerde daha kisa sureli birgok calismayi iceren bu deneylerde akrilamid,
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cesitli yollarla sistemli bir sekilde verildigi zaman hem farelerin (1,98), hem de
siganlarin (2) gesitli dokularinda timaorlere neden olmustur.

Akrilamid, vucuda girdikten sonra oksidasyona ugrayarak genotoksik
bir metabolit olan glisidamide (55) donasturalar.  Akrilamidin - memeli
dokularinda genotoksik bir metabolit olan glisidamide doénuastiriimesi ve
fareler ile siganlar Uzerinde yapilan ¢alismalarda cesitli dokularda timor
olusturmasi akrilamidin 1994°’te Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
tarafindan “muhtemelen insanlar icin kanserojen (Grup 2A)” olarak
degerlendiriimesine neden olmustur (94).

Yapilan calismalar, énce akrilamidin hayvan yemlerinin (3) yulksek
sicaklikta pigirilmesi esnasinda 6nemli miktarlarda olugtugunu daha sonra ise
insan yiyeceklerinde de ylksek iIsida pigirilen kizartma ve firincilik
artnlerinde yuksek miktarlarda ortaya ciktigini tespit etmistir. Svensson ve
ark. yaptiklari bu ¢alismada, yuksek sicaklik derecelerinde pigirilen gidalarda
bol miktarda akrilamid olustugunu ortaya koymus ve kanserojenik risk
degerlendirmelerine yeni ve beklenmedik bir boyut kazandirmistir (99).

Yapilan bir calismada, yiyeceklerin pisiriimesi esnasinda 6zellikle bir
amino asid olan asparagin ile glukoz gibi sekerler (13,14) arasindaki Maillard
reaksiyonu sonucunda akrilamidin olugtugu gosterilmistir. Gida kaynakli
akrilamidden dolayi insanlarda olusabilecek olasi kanser risklerini saptamak
icin genis toplum kesimini igine alan ¢ok sayida epidemiyolojik c¢alisma
planlanmig ve bir kismida yapilmaya baslanmistir.

Akrilamidin akciger tumoru gelisimi Uzerine etkisini arastirmak
amaclyla yapilan bir calismada, erkek ve disi farelere sondayla cesitli
dozlarda akrilamid verilmig, hayvanlar yedi ay sonra dekapite edildiginde,
akciger adenoma’ll farelerin sayisinda ve fare basina akciger adenomalari
sayisinda doz ile alakali 6Gnemli bir artig oldugu saptanmistir (96).

Yapilan bagka bir ¢alismada, 8 haftalik 16 erkek ve 16 disi fareye
vicut agirliklarina goére cgesitli dozlarda akrilamid uygulanmistir. Uygulama
periton igine sekiz hafta boyunca haftada ¢ defa olacak sekilde yapilmistir.
Ayrica bir de kontrol grubu olusturulmustur. Akrilamid uygulamasi, en yuksek

doz seviyesinde (60 mg/kg) hayvanlarda néropati ve duslik hayatta kalma
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yuzdesine neden olmasindan dolay! bitirildi. Diger gruplardaki hayvanlar
uygulamay! takip eden 6. aya kadar yasadilar, ancak 6. ayin sonunda
dekapite edildiklerinde erkeklerdeki akciger adenoma gelisim oranlarinin
doza bagli olarak arttigi tespit edilmistir (96).

Yapilan bagka bir calismada 5—6 haftalik erkek ve disi siganlara, iki yil
boyunca igme suyunda akrilamid verilmis ve ¢calismanin sonunda en yuksek
dozu alan heriki cinsiyetten hayatta kalan hayvan sayisi olduk¢a azalmistir.
Erkeklerde tiroid bezi ile testis timoérlu oranlarinda ve digilerde meme,
merkezi sinir sistemi, tiroid bezi, agiz boglugu, rahim ve klitoral salgi bezi
timorlerinin oranlarinda da énemli artislar tespit edilmistir (2).

Yang ve ark. (61), akrilamid verilen sigcanlarin testislerinde meydana
gelen toksik etkileri arastirmis ve akrilamidin sperm kalitesini etkiledigini ve
sperm konsantrasyonunu azalttigini goérmuslerdir. Ayrica histopatolojik
incelemeler de, testislerde ¢ok sayida histopatolojik degisiklik sekillendigini
ve toksik etki nedeniyle ¢cok sayida Leyding hucresinin oldugunu, sperm
noksanliklarinin ve cesitli histopatolojik anormalliklerin meydana geldigi

ortaya konulmustur.

2.3.5. Gida Kaynakh Akrilamide Maruz Kalan insanlarda Yapilan
Calismalar

Akrilamidin besinlerle vicuda alinigi konusunda isveg:, Hollanda,
Norvec ve diger avrupa Ulkelerinde ¢ok sayida galisma yapilmig ve sonuglari
yayinlanmigtir (99-101). Bu g¢alismalar, yiyeceklerdeki akrilamid miktarinin
urine ve hazirlama sekline goére buylk degisiklikler gdsterdigini ortaya
koymustur.

Hollanda’da 344 yiyecek maddesi Uzerinde yapilan bir arastirmada,
yiyeceklerin icerdigi akrilamid miktarinin 30-3100 mg/kg arasinda degistigi
tespit edilmistir (100). Gida kaynakli akrilamidin vicuda alinim miktarlar
konusunda yapilan arastirmalar, bir ¢ok toplumda yetigkinlerde gunluk
ortalama 0.5 mg/kg akrilamidin vicuda alindigini gostermektedir (99,100).

Cesitli yiyecek ve igeceklerin tuketimiyle alinan gunlik akrilamid
miktarlari ve gesitli organlarda kanser gelisim riskini inceleyen ¢ok sayida

c¢alisma yayinlanmigtir. Akrilamid kaynakli kanser gelisim riski olan organlar;
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bobrek, kalin bagirsak, idrar torbasi, agiz boslugu, yutak, yemek borusu,
girtlak, gégus ve yumurtaliklar oldugu belirtilmistir (62,102).

Mucci ve ark, 591 kalin bagirsak kanseri, 213 idrar torbasi kanseri,
133 bobrek kanseri ve 538 saglikli kontrolleri igeren 51-77 yaslarindaki
isvecli kadin ve erkekten olusan denekler (izerinde bir calisma yapmislardir.
Bu kontrol galismasi, aslinda kizarmis yiyeceklerde agiga cikan heterosiklik
aminler tarafindan olusturulan kalin bagirsak ve Uriner sistem kanserleri
arasindaki olasi bir iliskiyi arastirmak igin yapildi. isve¢ Ulusal Yiyecek
Yonetimi tarafindan besinlerle alinan akrilamidin seviyeleri degerlendirilmis
ve yuksek (300-1200 mg/kg) veya ilimh (30-299 mg/kg) akrilamid iceren
gidalarin bu kanserlerden herhangi biri igin yuksek bir risk tagimadigi ileri
surdlmustur (103).

Hagmar ve Tornqvist (104), Mucci ve digerlerinin (103) buldugu
sonuglarin guven verdigini soylemiglerdir. Ancak bu konuda bir hata
yapmamak adina, onemli miktarlarda akrilamide maruz kalan insanlar
Uzerinde vyapilan c¢alismalarin sonuglarini degerlendirmede ¢ok dikkatli
olunmasi gerekti§i konusundaki kaygilarini  vurgulamiglardir. Cunku
yiyeceklerin hangi siklikta tuketildigi ve yiyeceklerdeki akrilamid miktarlari ¢gok
iyi bilinmemektedir. Ustelik glnlik olarak alinan akrilamid miktarinin tam
olarak tespit edilmesinin gok gii¢ olmasi bu kaygilari artirmaktadir. Ornegin,
yiiksek oranda akrilamid iceren yiyecekleri tiiketen isve¢ niifusunun tahmini
% 2’lik kisminda kanser riskiyle ilgili bir artigin tespit edilmesi bu kaygiyi
desteklemektedir.

Pelucci ve ark. (105) italya ve isvigre’de 1991-2000 vyillari arasinda
yuruttikleri ¢alismalarinda, kizarmig/haglanmis patatesin kanser riski ile
iligkisini incelemislerdir. Yapilan c¢alismada takip edilen ve kanser gelisme
olasihgi olan dokular; agiz boslugu ve yutak (749 olay, 1772 kontrol), yemek
borusu (395 olay, 1066 kontrol), girtlak (527 olay, 1297 kontrol), kalin
bagirsak (1225 kolon ve 728 rektum olayi, 4154 kontrol), meme (2569 olay,
2588 kontrol) ve yumurtalhik (1031 olay, 2411 kontrol) idi. Yapilan bu
calismada, dusunulen butin kanser cesitlerinin olusmasi bekleniyordu.

Akrilamid girisi en dusuk olanindan (0 porsiyon/hafta) en yuksegine(>1
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porsiyon/hafta) kadar tim olasilik oranlari 0,8 ve 1,1 arasinda ayarlandi. Yas,
cinsiyet veya alkol ve tutun kullanimiyla ilgili etkilesime dair higbir kanit
bulunamadi. Pelucci ve ark. (105); elde ettikleri verilerin 1s1ginda, kizarmig ya
da haslanmis patates tuketimi ve kanser riski arasinda onemli bir iligskinin
olmadigini ve daha o6nce yapilan c¢alismalarda elde edilen bulgular
dogruladigini soylediler.

Beer ve ark. (106), Pelucci ve ark. (105)'nin yaptidi calismadaki
sinirhiliklara dikkat ¢ekmigler, 6zellikle toplam akrilamid giriginin tahmininde
kizarmis/haslanmis patateslere farkli yiyeceklerin dahil ediimemesi ve
pisirme esnasinda patateslerin hazirlanmasinda esmerlesme derecesinin
tanimlanmasinin ihmal edildigini belirtmislerdir.

isvigre’deki calismalar, kahvenin glnlik akrilamid giriginin %36’ sini
olusturabilecegini, dolayisiyla disuk miktarda kizarmis patates tuketen agir
bir kahve tiryakisinin, hi¢c kahve icmeyen ama haftada iki porsiyon kizarmig
patates tuketen birinden onemli ve yluksek akrilamid girisine sahip olabildigini
goOstermigtir. Derin yagda kizartilmis patateslerde olusan akrilamidin miktari
kKizarmis patatesin rengi ile dogru orantilidir ve 20-1000 mg/kg arasinda
degisebilmektedir.

Mucci ve ark. (107) tarafindan isve¢ halki (izerinde yapilan bébrek
hicre kanseri c¢alismasinda; vyiyeceklerin alinim sikhgr verileri, ulusal
yiyecekler ile kahve, gevrek ekmekler ve kizarmis patatesler gibi ylUksek
oranda akrilamid iceren yiyecekler ¢aligmaya danhil edilerek gunlik akrilamid
girisini hesaplamiglardir. Tahmin edilen gunluk akrilamid girisi ve kanser riski
arasinda higbir iliski bulunamamigtir. Bu arastirmacilar ¢alismanin
sonuglarini, bobrekle ilgili hlicre kanseri riski ve beslenmeyle ilgili akrilamid
arasinda higbir iligkinin bulunmadigi seklinde yorumlamiglar ve daha onceki

calismalarla (103,105.) paralellik gosterdigini belirtmiglerdir.

2.3.6. Akrilamide Mesleki Acidan Maruz Kalan insanlar Uzerindeki
Caligsmalar
Akrilamid, 6nemli endustriyel bir monomerdir ve 1950’lerin ortasindan

beri ¢cok genis bir ticari kullanim alani bulmustur. Akrilamid, bayuk bir dlgekte
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imal edilmektedir (1990’larin basinda Japonya, ABD ve Avrupa’da yillik
50000-77000 ton). Bu bilesik, mesleki yonden baska bir monomer olan vinil
kloride (1) maruz kalan fabrika isgilerinde olagan digi kanserlerin, 6zellikle
1970’lerin baslarinda karacigerin anjiyosarkomasinin rapor edilmesinden
sonra, deney hayvanlarinda kanser c¢alismalarinda kullaniimaya
baglaniimigtir.

Mesleki acidan akrilamide maruz kalan iscilerdeki kanser riskinin
epidemiyolojik degerlendirme sonugclari 1980’lerde ortaya ¢ikmistir. Monomer
uretiminde ve polimerizasyon endustrisinde akrilamide maruz kalan isgiler
arasinda iki buyuk grup olusturuldu ve bu iscilerdeki kanser riski
degerlendirildi. Bu igcilerde, kanser olusumu ile akrilamide maruz kalma

arasinda bir baglanti bulunamamistir (63,108).

2.3.7. Kanserojenik Risk Degerlendirmeleri

Genis kapsamli yapilan kanser ¢alismalarinda; akrilamid miktarlari ile
hemoglobinin yapisinda bulunan valin amino asidi ile akrilamid ve glisidamid
baglanmalari  arasindaki doz-etki iligkileri ve kanserojenik  risk
degerlendirmeleri konusunda bir takim bilgiler elde edilmigstir (42). Genelde
genotoksik kimyasallar i¢in (109) ve belirli yerlerde akrilamid igin (110,111)
kanser riski tahminine yonelik c¢esitli modeller Onerilmistir. Yapilan
caligmalarda, akrilamidin glisidamide metabolik donusumud kanserojenik
suregte kritik bir adim olarak kabul edilmekte ve bu dontsumun akrilamidin
genotoksik etkileri igin gok 6nemli oldugu sdylenmektedir.

Ruden (112), 1976-2002 vyillari arasinda cesitli uzman gruplar
tarafindan yapilan 14 kanserojenik risk degerlendirme c¢alismasinin
sonuglarini  karsilastirmistir.  Bu basarili ¢alismalardan bazilari sdyle
siralanabilir; Alman MAK Komisyonu tarafindan 1985 ve 1990 yillarinda
yapilan 2 calisma, Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan
1986 ve 1994'te yapilan 2 calisma (93,113), Amerikan Devlet Endustri
Hijyenistleri Birligi (ACGIH) tarafindan 1991 ve 2001’de yapilan 2 calisma
(114,115), The Arbetsmiljdinstitutet Kurumunca (AMI) 1992 yilinda yapilan 1

calisma, ve Avrupa Komisyonunun 2002’de yaptirdigi 1 calismay! ornek
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olarak sayabiliriz. Bu 14 degerlendirmede adi gecen alti kurulus ile isvec Milli
Kimyasal Kontrol Otoriteleri (116) ve Molak (117), su sekilde bir sonuca
varmiglardir: Akrilamid deney hayvanlarinda kanserojendir ve insanlarda da
kanserojen oldugu muhtemeldir. Amerikan Cevre Koruma Ajansi tarafindan
icme suyundaki akrilamid igin yapilan degerlendirmeler (118), Amerikan
Ulusal Toksikoloji Programi tarafindan akrilamidin “insanlar i¢cin muhtemelen
kanserojen” olarak listelenmesi (119), Norveg Yiyecek Kontrol Otoritesi (120)
ve Dybing ve Sanner ile Konings ve digerlerinin kanser risk degerlendirme
sonuglari da, yukarida adi gegen 14 kurulugsun yaptigi degerlendirmeyle
paralellik gostermistir (100,101).

Akrilamidin  kanserojenik bir tehlike oldugu konusunda birgok
uluslararasi duzenleyici kurumun hemfikir olmasina ragmen, FAO ve
WHO’nun ortak gérisi ise: insan risk miktarlarini hesaplamak icin kullanilan
teorik modeller ve 06zellikle de herhangi bir pozitif epidemiyolojik bulgu
olmadan akrilamidin kanserojen oldugu kanisina varmanin mumkin

olamayacagidir (5).

2.4. GIDALARDA AKRILAMID OLUSUMUNU ETKILEYEN FAKTORLER
Halen, akrilamidin gidalarda nasil olustuguna dair bilgi ve anlayis ¢ok
azdir ve bilinen su ki; 120 °C’nin Uzerindeki sicaklik derecelerinde pisiriimis
veya islem gérmus bazi gidalarda tabii olarak olugsmaktadir. Gidalarda
akrilamid olusumunu etkileyen faktorler; sicaklik derecesi, yuksek sicaklikta
bekletme suresi ve ortamin pH’si olarak siralanabilir. Gidalarin igslem goérdugu
sicaklik dereceleri ve bekletme sureleri ile olusan akrilamid miktarlarinin artis
gOsterdigi rapor edilmistir (121). Bu konuyla ilgili olarak patatesin; 160 °C’de
4 dk., 170 °C’de 4 dk., 180 °C’de 4 dk. kizartiimasi isleminde sirasiyla 27, 70
ve 326 ppb dizeyinde akrilamid olustugu tespit edilmistir (Sekil 2.9.). Ayrica
180 °C’de 3.5, 4, 4.5 ve 5 dk slreyle kizartilan patateslerde sirasiyla 12, 46,
227, 973 ppb dizeyinde akrilamid olustugu tespit edilmigtir (Sekil 2.10.).
Sicaklik derecesi ve bekletme suresi arttikga olusan akrilamid miktarida artis

gOstermektedir.
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Bugune kadar yapilan gida analizleri, en yuksek akrilamid olugsumunun
nisastall (patates ve misir gevregi, patetes kizartmasi, tost edilmis ekmek,

biskuvi, kraker ve cips gibi) urinlerde meydana geldigini gostermistir.

160°C; 4 min 170°C; 4 min 180°C; 4 min
27 ppb 70 ppb 326 ppb

Sekil 2.9. Patatesin, farkh sicaklik derecelerinde bekletiimesi ve akrilamid

olusumu (121)

180°C; 3.5min  180°C: 4.0min  180°C: 4.5min 180°C; 5.0 min
12 ppb 46 ppb 227 ppb 973 ppb

Sekil 2.10. Patatesin 180 °C’de farkh surelerde bekletiimesi ve akrilamid

olusumu (121)

2.5. AKRILAMIDIN GIDALARDAKI SINIR DEGERLERI
Akrilamid, toksik etkilerinin baglangi¢ konsantrasyonlarinin tam olarak

blinemedigi kimyasallar grubunda degerlendiriimektedir. Akrilamidin de yer
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aldigl bu grup kimyasal maddeler, ¢cok dusuk konsantrasyonlar da dahi bir
risk tagirlar ve bunlar igin tamamen zararsiz denmesi mumkun degildir.
Viucuda alinan akrilamid miktar arttikga ve maruz kalinan sure uzadikca
olusan hastalik riskide o oranda artis gostermektedir.

24 Nisan 2002'de Isve¢ Ulusal Yiyecek Ajansi ve Stockholm
universitesi 120 °C’nin Uzerindeki sicaklik derecelerinde kizartiimis veya
pisirilmis yiyeceklerde yogun miktarlarda akrilamid olustugunu dunyaya
duyurduktan sonra ¢ok sayida kurulus kendi ulkelerinde gidalarin akrilamid
dizeylerini ve sinir degerlerini tespit etmek Uzere ¢alisma bagslatmiglardir.

Amerikan gida ve ilag¢ dairesi (U.S. FDA) 2002 yilindan beri peryodik
olarak her yil piyasadan ornekleme seklinde aldigi gida maddelerinde
akrilamid Olgumleri yapmakta ve bu sonuglari kendi Web sitesinden
kamuoyuna duyurmaktadir (6). Ornek olmasi bakimindan Tablo 2.1'de

FDA’nin 2002 yilinda yapmis oldugu gida analizlerinin sonuglari verilmigtir.

Tablo 2.1. Cesitli gidalarda bulunan akrilamid degerleri (6)

URUN ADI AKRILAMID (ppb)
Gerber Tender Harvest Organic Sweet Potatoes 121
Bebek Gidalar Beech Ngt Stage 2 Vegetablgs & Chicken 75
Gerber Finger Foods Biter Biscuits 130
Nabisco Arrowroot Biscuit (baby food) 113
Arby's french fries 252
Burger King french fries (¢esitli Grinleri) 197-369
Patates Checkers french fries (¢esitli Grlnleri) 257-407
Kizartmasi
KFC french fries (gesitli Uriinleri) 117-313
McDonald's french fries (¢esitli Grdnleri) 155-497
Good Health Natural Foods Olive QOil Potato Chips Plain 385
Lay's Classic Potato Chips (cesitli Grlnleri) 257-549
Patetes Cipsi | Kettle Chips Lightly Salted Natural Gourmet Potato
Chips 1265
Lay's WOW! Original potato chips 415
Checkers Chicken Pieces 22
Proteinli Gidalar | Boca Burgers Grilled Vegetable burgers (baked) 116
Worthington Veja-Links (microwaved) ND
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Tablo 2.1. Cesitli gidalarda bulunan akrilamid degerleri (6)

devami

URUN ADI

AKRILAMID (ppb)

Pepperidge Farm Dark Pump Pumpernickel

(toasted) 364
Ekme[I_j( ve If'r'.nc“'k Pepperidge Farm Original White Bread (toasted) 216
runien Sara Lee Plain Mini Bagels (toasted) 343
Boboli Italian Pizza Crust (not baked) 33
General Mills Cheerios 266
General Mills Lucky Charms 176
Tahillar Kellogg's Corn Flakes 7
Kellogg's Corn Pops 71
Kellogg's Raisin Bran 156
Good Health Natural Foods Honey Dijon Mustard
Cerezler (Cips Julienne Potato Stix 1168
digindakiler) Snyder's of Hanover Veggie Crisps 832
Terra Stix 990
Heinz Home Style Savory Beef Gravy (canned) ND
Salga ve McCormick Turkey Gravy Mix ND
Baharatlar Colgin Natural Hickory Liquid Smoke 54
Colgin Natural Pecan Liquid Smok 151
Blue Diamond Roasted Salted Almonds 236
Findiklar Blue Diamond Smokehouse Almonds 457
Planters Smoked Almonds 339
Red Oval Farms Mini Stoned Wheat Thins 26
Kraker Dare Breton Thin Wheat Crackers 300
Keebler Town House Crackers Reduced Fat 130
Wasa Original Crispbread Fiber Rye 504
Droste Cocoa ND
. - Ghirardelli Unsweetened Cocoa 316
Cikolatali Uriinler Hershey's Cocoa 909
Nestle Nesquik Chocolate Flavor 45
Maxwell House Slow Roast (ground, not brewed) 209
Kahve Super G Instant Coffee (powdered, not brewed) 188
Folgers Classic Decaf Coffee Crystals (crystals, not
brewed) 351
Dondurulmus Hanover Premium Petite Asparagus Spears <10
Sebzeler Hanover Blue Lake French Style Green Beans <10
Kurutulmus Knorr Taste Breaks Soup Chicken Noodle Flavor 22
Gidalar Lipton Asian Side Dishes Teriyaki Noodles 34
Lipton Recipe Secrets Onion Soup & Dip Mix 1184
Siitlii Urii Grace Sweetened Condensed Milk ND
ttlii Uriinler - . —
Carnation Malted Milk Original 43
Dié . Fuddruckers Onion Rings 13
igerleri . . ; .
Kraft Quick Cooking Minute Tapioca <10
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Turkiye’de ¢ok dar gercevede de olsa benzer bir calisma yapilmistir.
Bilimsel ve Teknik Arastirmalar Kurumu'nun (TUBITAK) Marmara Arastirma
Merkezi arastiricilarindan Hilya Olmez ve ekibi tarafindan yapilan bu
arastirmada (122) tesadufi yontemle ev yemekleri, kavrulmus cerezler,
ekmek ve firinciik mamdlleri, cipsler, kahve, bisklvi, kraker, cikolata, bebek
mamalari, patetes kizartmalari, geleneksel Turk tathlari, pekmez, 1zgara,
kebap, doner ve kofte gibi geleneksel gidalardan 6rnekler alinmigtir. 9 ay
suren c¢alismasinin sonunda bu gida UrUnlerinin akrilamid duzeyleri tespit
edilmis ve dikkat gekici sonuclar ¢ikmistir. Dr. Hillya Olmez’in yaptidi bu

arastirmanin sonuglari Tablo 2.2'de verilmigtir.

Tablo 2.2. OImez ve ark.’nin gida kaynakl akrilamid analiz sonuglar

GIDA MADDESI AKRILAMID (ug/kg)

Piring pilavi Olglilebilir degerin altinda
Tahin helvasi Olglilebilir degerin altinda
Kebap,doner,i1zgara Olglilebilir degerin altinda
Cavdar Ekmegi Olgllebilir degerin altinda
Beyaz ekmek (kabukta) 40-160
Kizarmis ekmek (hazir) 200

Hazir corbalar 40-60

Tulumba tatlisi 40-45

Bebe biskuvisi 400-600

Biskuvi 70-130

Kraker 70-200
Kahvaltilik gevrekler 80-350

Ekmek 40-160
Kizarmis ekmek 90-1430

Sade kek 150-400
Zencefilli kek 1070-1410
Biskuaviler 260-1450
Krakerler 180-420

Cesitli firincilik Grunleri 230-3200
Kahvaltilik tahillar 30-1400

Bebek bisklvileri 150-610

Patetes kizartmasi 330-3700

Kahve (bir bardakta) 25
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Cips, kraker, kahvaltihk gevrekler, bisklvi ve bebe biskuvileri ile
patates ve ekmek kizartmalarinda yuksek miktarlarda akrilamid maddesi
tespit edilmigtir. Tulumba tathsi ve beyaz ekmegin kabugunda da kayda
deger miktarda akrilamid bulundugu ortaya konulmustur. Ancak ekmegin i¢
kisminda, 1zgara, déner, tahin helvasi, cavdar ekmegi, baklava ve pilavda ise
akrilamid duzeyleri olgulebilir degerlerin altinda bulunmustur. Dr. Hulya
Olmez ve ark., yiiksek diizeyde akrilamid iceren gidalarin insan saghgini
tehdit etmesi nedeniyle yasaklanmasi ya da bu gidalarin ambalajlarina “insan
saghgina zararl akrilamid maddesi igerir” uyari yazisinin konulmasi gerektigi

yonunde gorus bildirdiler (122).

2.6. GIDA KAYNAKLI AKRILAMIDDEN KORUNMA YOLLARI

120 °C’nin Uzerindeki sicaklik derecelerinde kizartilmis veya pisirilmis
yiyeceklerde yogun miktarlarda akrilamid olustugu tam olarak ispat edilerek
ortaya konulmustur (10). Ancak, 120 °C’nin altindaki sicakliklarda haslanarak
hazirlanmis gidalarda ise akrilamid olusmadigi tespit edilmigtir (12). Bu
nedenlerden dolay! gidalar hazirlanirken uzun sure ¢ok yuksek sicakliklara
maruz birakilmamali ve asiri derecede kizartiimamalidir. Ancak bilhassa et
ve et urunleri, gida zehirlenmelerine sebep olan bakterileri oldurmeye
yetecek sartlarda pisirilmelidir. Akrilamid konusunda yapilan caligmalarin
sonuglarina dayanarak Diinya Saghk Orgitit (WHO) ve Dinya Tarim Orguiti
(FAQO), insanlar1 akrilamid toksikasyonlarindan korumak igin ylksek sicaklik
derecelerinde kizartiimis ve yagh gidalarin (akrilamid icerigi yiksek) mimkin
oldugunca tuketiimemesini, beslenmede sebze ve meyve agirhgmnin
artinimasi gerektigini tavsiye etmektedirler (5).

Avrupa Saghk Komisyonu (European Commission Health and
Consumer Protection Directorate-General) akrilamid konusunda yapilan
arastirmalarin sonuglarini da géz onune alarak, gidalarin akrilamid icerigini
azaltmak amaciyla uretici ve tuketicilere bazi tavsiyelerde bulunmustur (123).

Yuksek sicakliklarda kizartilarak tiketilen patates, gidalar icersinde en

yuksek akrilamid iceren Urun olarak bilinmektedir. Patates kizartmalarinda
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akrilamid olusumunu artiran en 6nemli faktor patatesin seker igerigidir. Bu
nedenle patates urunlerinin hazirlanmasinda;

1- Seker igerigi dusuk yeni patates turlerinin geligtiriimesi,

2- Kizartma isleminden Once patateslerin beyazlatilmasi, pH seviyesinin
dusurtlmesi ve nem oraninin yukseltiimesi,

3- Evde yapilan patates kizartmalarinda, patateslerin kahverengi yerine altin
sarisi renk alana kadar yagda bekletiimesi ve bu amagla sicakhigin 175
°C’nin altinda tutulmasi tavsiye edilmistir.

Tahil UrUnleri asparajin amino asidi bakimindan ¢ok zengin olan
gidalardir. Tahil Granlerinde akrilamid olusumunu etkileyen en dnemli faktor
asparajin duzeyidir. Bu nedenle tahil Granleri hazirlanirken 120 °C’nin
altindaki sicaklik derecelerinin tercih edilmesi ve asparajin duzeyleri dusuk

tahil tarlerinin segilmesi dnerilmigtir.

2.7. TEZ GALISMASINA DAHIL EDILEN PARAMETRELER HAKKINDA
GENEL BILGI
2.7.1. Glutatyon Metabolizmasi

Glutatyon non protein tiyol olup hlcrenin antioksidan savunmasinda
gorev alir. Aktif gurubu sistein kalintisindaki tiyol (-SH) grubudur (Sekil 2.11.).
Tum organlarda Ozelliklede karacigerde sentezlenir ve tum memeli
dokularinda bulunur (124).

o O o)

H
M
H M H
H

NHz

Sekil 2.11. GSH’in molekuler yapisi

Memeli hucrelerinde bulunan GSH, milimolar konsantrasyonda iken
(0,5-10 mM) plazmada bu oran mikromolar konsantrasyonda’dir. Total
GSH'In ¢odu sitozolde (%85-90) bulunurken geri kalani ise (%10-15)
mitokondri ve diger organellerde bulunur. Bazi durumlarda mitokondride

sitozoldeki oranlara ulasildigi goérilmustir (125). Mitokondride GSH
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sentezleyen enzimlerde eksiklik olugtugunda sitozolden alinarak devamliligi
saglanir (126).

Hucrelerde total glutatyon, serbest veya proteinlere bagl (%15) olarak
bulunur. Serbest glutatyon ¢ogunlukla redukte formda bulunur ve oksidatif
stres aninda okside forma donusturulur. Hiucrelerde redoks halinde okside ve
redukte formlarin orani (GSH/GSSG) kritik Gneme sahiptir. Normalde memeli
hacrelerinde, glutatyon redoks ¢ifti 1-10 mM konsantrasyon araliginda
bulunur ve redukte glutatyon, okside forma gdre daha Ust seviyededir. Hicre
dinlenme halindeyken bu oran 100’UG asarken oksidatif stres modellerinde bu
oran 10 ile 1 mM’a duser (127).

Organlar arasi GSH sirkulasyonunun devamliligini saglayan en énemli
organlar karaciger ve bobrektir. Fakat dalak, lens, eritrosit ve I0kositler
tarafindan da kismen saglanir (128). Geri donisumi olmayan hilcre hasari
meydana geldiginde, hicredeki GSH icerigi devamhligini kaybeder. Biyolojik
kompartmanlarda GSH'in c¢esitli degerlerde Olgulmesi ¢esitli patolojik
durumlarin anlasilimasi i¢cin 6nemli bir parametredir (129).

Glutatyon, birincil olarak ROS’a karsi engelleyici olarak goérev alir. Bu
amagcla serbest radikalleri stpuriur ve H,O,'yi azaltir.

Hucrelerde oksidatif stresin etkisiyle olusan hidrojen peroksid (H202),
glutatyon peroksidaz (GSH Px) enzimi ve GSH’in etkisiyle suya yikimlanir.
Ancak redukte glutatyon (GSH), okside glutatyona (GSSG) dénugsur. Okside
glutatyon daha sonra glutatyon rediktaz (GR) ile GSH’a donustartlar.

2GSH + HyOy! » GSSG +2H)0

GSSG+NADPH+H" 2 GSH + NADP"

Glutatyon badimli  enzimler, hucrelerin  korunmasindaki ikinci
basamagi olustururlar. Bunlar serbest radikallerin yayillmasini engelleyecegi
gibi ROS tarafindan uretilen dGrtnlerin detoksifikasyonunu da saglarlar. GSH
bagimli proteinlerin gogu antioksidan ajanlar tarafindan indiklenerek oksidatif
stres aninin asilmasini saglarlar. Glutatyon S-Transferaz enziminin birgok

pro-oksidan ajan tarafindan induklendigi gorulmustar (130).
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Glutatyon hicrede alti enzim serisinin katalizledigi reaksiyonlarda, vy-
glutamilsistein sentetaz (GCS) ve Glutatyon sentataz (GS)'in etkisiyle
sentezlenir. Bu reaksiyonlar y-glutamil dongusu (131,132) olarak isimlendirilir
(Sekil 2.12.).

NH

2

I
RCHCOOH
Amino asid

v-Glutamil-sistenil-glisin
R (Glutatyon)

| ADP + Pi
(|:O—NHCHCOOH GH,SH b)

(<|3Hz )2 H,NCHCO—NHCH,COOH ATP
?HNHz Sistenil-glisin (I:HZSH
COOH 0 00 —NHCHCOOH

y-Glutamil-amino asid N,HCH,COOH (?Hz ),
© Glisin (|)HNH2

,TIHZ (I:HZSH COOH
RCHCOOH  H,NCHCOOH. y-Glutamil-sistein
Amino asid Sistein x
H COOH ADP + Pi
' (a)
(0]
CH H (CH,)
COO | 272 ATP
5-Okzoprolin (d) CHNH,
COOH
Glutamik asid

ATP  ADP + Pi
Sekil 2.12. Glutatyon metabolizmasi. (a) Glutamilsistein sentetaz; (b)
glutatyon sentetaz; (c) y-glutamil siklotransferaz; (d) okzoprolinaz; (e) y-

glutamil transpeptidaz; (f) peptidaz (133).

Glutatyon, merkezi sinir sisteminin fonksiyonu igin énemlidir. y-glutamil
dongusunde defekt olan hastalarda zeka geriligi ve diger beyin defektleri
meydana gelmektedir (124).

Glutatyon sentezlenmesindeki birinci basamak vy-glutamil sistein

sentetaz enziminin katalizledigi reaksiyon olup hiz sinirlayici basamaktir.



62

Glutatyon konsantrasyonuna bagli olarak feedback inhibisyonla kontrol edilir.
v-GCS, heterodimer yapida olup katalitik aktiviteden sorumlu agir subunite
(katalitik sublnite, GCSh) ve enzimin glutamat i¢cin Km’inin dizenlenmesi ve
feedback inhibisyondan sorumlu hafif subunite (regulator subunite, GCSI)
olmak Uzere iki Uniteden olusur. Heriki subunite pro-oksidant ajanlar (tert-
butilhidroquinon ve B-naftoflavon) tarafindan induklenir.

ikinci basamak y-glutamil sistein dipeptidine glisin eklenmesiyle
gerceklesir ve glutatyon sentetaz tarafindan katalizlenir. Bu basamakta urtn
inhibisyonu yoktur, fakat doku spesifik salinim sz konusu olup encgok
bobrekte bulunmusgtur.

Glutatyon, y-glutamil transpeptidaz enzimi araciliiyla enzime bagl
olarak belli hucrelere taginir. y-glutamil transpeptidaz enzimi, y-glutamil amino
asit ve sisteinil glisin olusumuna onderlik eder. Daha sonra ise dipeptidaz ile
sistein ve glisine ayrilir. y-glutamil amino asitleri, intraseluler enzim y-glutamil
siklotransferaz enziminin subsrati olup bu enzim tarafindan serbest amino
asitlere ve 5-okzoprolin’e dénusturular. 5-okzoprolin, glutamat olusturmak icin
tekrar donguye doner. 5-okzoprolin ve glutamat arasindaki denge notral
pH'da dongunuin devamliigr yonundedir, ancak bunun igin enerjiye
gereksinim vardir (134,135).

v-glutamil transpeptidaz enzimi, dokularin epitellerinde bulunur ve
cogunlukla transportta (nefron, koroid pleksus, jejunum) goérev alir (136). Bu
enzim hucre membran ylzeyinin dis kisminda lokalize olurken glutatyon
intraseluler (137) olarak bulunur. Bu nedenle glutatyonun transportu v-
glutamil dongusunin onemli bir basamagini olugturur.

Transpeptidaz inhibitorlu verildigi zaman plazma glutatyon seviyesi
yukselir. Plazma glutatyonunun c¢ogu karaciger tarafindan karsilanir.
Glutatyon plazmadan transpeptidazlarin aktivitesiyle uzaklastirilir ve bu
enzim ¢ogunlukla bobreklerde lokalize olmusgtur.

Bobreklerde kullanilan glutatyonun buyuk kismi organin kendi i¢
doéngusunden, bobrek hicrelerinden tubullere transfer edilerek karsilanirken

geri kalan miktar plazmanin glamerular filtrasyonuyla kargilanir (138).
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Glutatyon birgok fizyolojik role sahiptir ve hlicre fonksiyonunda énemli
gorevleri vardir. Amino asitlerin transportu, proteinlerin ve nukleik asitlerin
sentezinde, enzimlerin aktif formlarinin devamliliginda, heksoz mono fosfat
yolunun duzenlenmesinde, radyasyon ve endotoksinlere maruz kalmalarda
bunlara karsi koruyucu etkisi vardir. Ayrica septik ve kardiyojenik sokun
onlenmesinde de gorevlidir. Glutatyon transhidrojenasyon reaksiyonlarina
katilarak diger molekullerin (Koenzim A, cesitli enzimler ve proteinlerin)
sulfidril gruplarinin devamliligini ve yapisinin korunmasini saglar. Birgok
reaksiyon igin redikte kapasiteye sahiptir ve hidrojen peroksit, diger
peroksitler ve serbest radikallerin detoksifikasyonunda 6nemli rol oynar.
Cesitli ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda goérevli olup bunlarla etkileserek

markapturik asit olarak diski ve idrarla atilmasini saglarlar (130).

2.7.2. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz (GST) enziminin izoenzimleri bakterilerden
insana kadar butun organizmalarda bulunmaktadir. Glutatyon S- transferaz
enzim sistemleri, ksenobiyotikler ile hucrelerde olusan endojen toksinlerin
yok edilmesinde veya degisime ugratilmasinda onemli rol oynayan Faz I
metabolizmasi enzimlerindendir (139). Hucre sitozolunde bulunan GST
enziminin primer yapisini olusturan amino asit zincirine gore alfa, mu, pi,
sigma, theta, zeta ve omega olmak Uzere yedi izoenzimi bulunur. Ayrica
memeli hlcrelerinde bunlardan farkli olarak mitokontriyal GST olan kapa
izoenzimi de bulunur (140).

Glutatyon  S-transferaz  enzimi, farkh  bilesiklerin GSH ile
konjugasyonunu saglamaktadir. Bu 06zelligini spesifik olmayan hidrofobik
substrat baglanma bdlgesinin varligina ve ¢ok sayida izoenziminin
bulunmasina borg¢ludur. Bu sayede GST enzimi; birgok kanserojenik bilesigi,
cevresel Kkirleticileri, ilaglari ve diger bircok bilesigi substrat olarak
kullanabilmektedir. GST, ksenobiyotik i¢cin ve GSH icin birer baglanma
bdlgesi tasiyan iki protein alt birimine sahip bir dimerdir (141).

GST'nin yedi izoenzimi, birbirinden farkli aktivitelere ve tepkime

turlerine sahiptirler. Bu enzimler, kataliz ettigi substrat bilesiginin elektrofilik
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merkezi ile GSH'In sulfir atomu arasinda bir tiyoeter bagi olusturarak
konjugasyon tepkimesi meydana getirir. Bu tepkimenin yani sira, GSH-
bagimli tepkimelerde organik hidroperoksitleri de katalize ederler. Bu
enzimler, karsinojenlerin detosifikasyonu, birgok hidrofobik ligandin hicre igi
tasinimi ve sinyal ileti sureclerinin modulasyonu gibi non-enzimatik islevler de
yapabilmektedir.

Son yillarda yapilan galismalarda GST'nin Pi izoenziminin akciger
tumorogenezinde dnemli roll oldugu ortaya ¢ikmistir ve insan akcigerinde en
fazla bulunan GST izoenzimidir. GST Pi1 engok insan akcigerinin bronsiol
epitelyumundaki Clara hucrelerinde bulunur (142). Ayni sekilde GST Pi1’in
fare akciger dokusuna lokalize oldugu gorulmustiur (143). GST Pi1’in, sigara
tutininde bulunan kimyasallari (polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi)
detoksifikasyona ugrattigi gortulmastir (144,145). Ayrica sigaranin sitotoksik
etkisini inhibe etmek icin insan akciger fibroblastlarinda GST Pi1 sentezinde
cok fazla miktarda artis oldugu gorulmustur (146). Yapilan bir epidemiyolojik
calismada bilinen akciger subtiplerinde GST Pi1 geninde polimorfizm oldugu
gOsterilmistir (147,148).

Glutatyon S-transferaz, faz Il ksenobiyotik metabolizmasinda ¢ok
onemli rol oynamaktadir. Genelde GST'nin aktivitesi, Sit P450’nin
katalizledigi tepkimeleri takip etmektedir. Bu enzimler, akrilamid gibi
elektrofilik merkezli ksenobiyotikler ile nukleofilik GSH'1 konjuge ederek bu
maddelerin detoksifikasyonunu gerceklestirirler. GSH ile molekuller olarak
isaretlenen bu ksenobiyotik konjugatlar, ilag tasiyici proteinler araciligiyla
hicreden uzaklastiriimak Gzere faz Ill metabolizmasina dahil edilirler. Hicre
digina atildiktan sonra ksenobiyotik-GSH konjugatinin y-glutamil ve glisin
reziduleri, y-Glutamil Transpeptidaz (y-GT) ve Sisteinilglisin Dipeptidaz ile
yapidan uzaklastirilir. Ksenobiyotigin agiga c¢ikan bu sisteinil formu, N-
asetilasyon tepkimelerine ugrar ve ksenobiyotigin idrarla atilan formu olan
markaptlrik aside donusturular (149).

GST'nin ksenobiyotikler ile GSH't konjuge etmesi ile baslayan ve
sonrasinda  markapturik asit olusturan  reaksiyonlarin  tamamina

detoksifikasyon tepkimeleri adi verilmektedir. Fakat bazi bilesikler, GSH ile
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konjugasyon olusturduktan sonra ¢ok daha aktif bir forma doénutsur ve
omurgalilarda 6zellikle bobrek dokusunda ana bilegige oranla ¢ok daha ciddi
hasarlar olusturabilmektedir (150).

GST, hidroksialkenaller, bazi propenaller (lipid peroksidasyonu yikim
artnleri) ve hidroperoksitler gibi endojen bilesikleri de detoksifiye ederek
antioksidan etki gostermektedir. GST’'nin peroksidaz aktivitesi selenyum-

bagiml degildir, fakat GSH’a giddetle gereksinim duymaktadir (149).

2.3.3. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu c¢ogunlugu reaktif elektrofillerden olusan cesitli
kompleks UrUnler agiga ¢ikarir. Bu Urunlerin gogunlugu DNA ve proteinlere
baglanarak toksik ve mutajenik etkiler meydana getirirler (151).

Uzun zincirli doymamis yag asitleri bir veya daha fazla ¢ift bag iceren
metilen gruplar icerirler. Metilen gruplar oksidan ajanlara karsi yuksek
reaktiviteye sahiptir. Uzun zincirli doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla
olusan ilk urtin peroksil radikalleridir.

Serbest radikaller diger molekullerle birgok yolla reaksiyona girerler
(152,153). Eger iki radikal ajan bir araya gelirse elektronlarini paylasirlar ve
kovelent olarak birbirine baglanirlar. Hucrelerde bulunan birgcok molekul
radikal degildir. Ancak radikaller ile elektron aligverisinde bulundugunda
kendileride radikal bilesiklere donusurler. Lipid peroksidasyonu buna uyumlu
en iyi ornektir.

Hidrojen atomu bir proton ve bir elektrona sahiptir. Bu nedenle radikal
olarak isimlendirilir. Yiksek reaktif radikaller (OH gibi) siklikla biyolojik
molekullerin hidrojenlerini ayiracak sekilde saldirirlar. Lipid
peroksidasyonunun agiga c¢ikarilma mekanizmalarindan biride budur (153).

L-H + OH —— HO + L

Bilinen serbest radikaller 6zellikle O, ve diger reaktif oksijen tirleri
(H20, gibi) vicutta devamli olarak Uretilirler. Organizmalar bunlara karsi

yalniz antioksidan koruyucu sistemle degil ayni zamanda oksidatif hasar
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yapici molekullerin birikmesini engelleyici tamir sistemiyle bu bilegiklere kargi
koruma saglarlar (152).

‘OH radikali ¢ok reaktif bir tirddr, batlin biyolojik molekiillere
saldirabilir ve bodylece serbest radikal zincir reaksiyonunu baslatir (152,154)
OH' radikali organizmada iki sekilde olusur. Ya H,O, ile metal iyonlarinin
transisyon reaksiyonuyla ya da suyun iyonize radyasyonla fizyona
ugramasiyla olusur (155).

O, ve H,O; radikalleri OH radikaline gore daha az reaktiftirler
(152,155). Fakat tamamen zararsiz da degillerdir. Eger fazla miktarlarda
olusursa belli hiicrelerde direk hasara sebeb olabilirler. Buna ilave olarak O3,
bircok hucre tarafindan (Ozellikle fagositler ve damar endotel hucreleri)
uretilen NO (Nitrik oksid) ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna sebep
olurlar (156). Peroksinitrit toksik etkiye sahip olmasinin yani sira (-SH
grubunun guc¢li oksidanidir) ayni zamanda OH™ vermek tzere ayrigir (157).

Aerobik organizmalarda fazla O,’nin slperoksit dismutaz (SOD)
enzimi tarafindan O, ve H>O,’ye donustiralmesi onemli bir fizyolojik
antioksidan koruma mekanizmasidir (155). H,O, birgok metabolik fonksiyona
sahiptir. H,O, hlicre membranini kolaylikla geger ve spesifik proteinlerin tiyol
guruplarini okside ederek hucre ici olaylarin baglamasini tetikler (152).

Uzun zincirli doymamis yag asitleri (6zellikle arasidonat ve lipidler),
serbest radikaller tarafindan saldirlya ugrayarak okside olurlar ve lipid
peroksidlerini olustururlar. Doymus yagasitleri serbest radikal saldirilarina
karg! direnclidir. Lipid peroksidleri toksiktir ve ¢ogu hucre igin hasar yapma
kapasitesine sahiptirler.

Lipid peroksitleri, yiksek i1sida hos olmayan tat ve kokuya sahip
artnler (keton, asitler ve aldehitler) olusturmak Uzere ayrisir (158,159).
Yuksek sicaklikta lipid peroksidlerinin ayrismasi insan kanindaki proseslerde
mumkun degildir. Cunklu ¢ogu lipid peroksidi 37 °C’de metal iyonlarinin
yoklugunda stabildirler.

Peroksidatif yol boyunca reaktif ara trlnler yoluyla aldehitler (MDA ve
4-hidroksinonenal), pentan ve etan, 2,3 trans konjuge dienler, isoprostanlar

ve Kkolesteroloksidler gibi son drunler sekillenmektedir. Aldehitler, lipid



67

hidroperoksidlerinin yikimi sirasinda daima olugurlar ve birgogu biyolojik
olarak aktiftir. Bunlardan en iyi bilinenleri MDA ve 4-hidroksinonenal’dir (160).
Olusan bu urunler kolayca difuze olarak hucrenin diger bolimlerinde hasara
yol agarlar. Olusan bu aldehitlerden MDA, membran doymamis yag
asitlerinin oksidasyonunun bir isareti olup, lipid peroksidasyonunun en énemli
gOstergesi olarak kabul edilir (161). MDA ve 4-hidroksinonenal gibi aldehitler,
hicrede bulunan DNA ve proteinlerle ¢apraz baglar olusturarak onlarin

fonksiyonlarini bozarak bir takim bozukluklara sebep olurlar.

3. GEREG ve YONTEM
3.1. Geregler
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Bu arastirmada, analitik saflikta olan N-asetilsistein, redikte glutatyon
(GSH), glutatyon reduktaz, glutatyon S-transferaz, ksantin oksidaz, ksantin,
5,5, ditiyo 2-nitrobenzoik asit, laktat dehidrojenaz (LDH), redikte NADP, FAD,
nitro blue tetrazolyum (NBT), 1-kloro 2,4 dinitrobenzen, sigir serum albumini
(BSA), triton-x, brij-35, low melting point agarose (LMP), normal melting point
(NMP) agarose, calcium chloride, dimetilsulfoksid (DMSO), ethidium bromide,

N-laurilsarkozil kullaniimigtir.

3.1.2. Kullanilan Aletler

Aragtirmanin laboratuvar analizlerinin yapilmasi sirasinda gilson
marka ( 10, 100 ve 1000 uL) otomotik pipetler, cenco whirlmix vorteks, libor-
AEG 320 marka hassas terazi, hermle marka sogutmali santrifij, LKB
biochrom ultraspec marka UV/visible spektrofotometre, hanna marka pH
metre, clifton marka manyetik karistirici, IKA ultra turrax T 25 basic
homojenizatoér, biorad marka agaroz elekroforez tanki ve gug¢ kaynagi

kullaniimistir.

3.1.3. Ratlarin temini ve Bakimi
Bu arastirma igin canli agirhgi ortalama 225-250 gram olan 40 adet

erkek Wistar rat, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
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Biriminden temin edildi. Ratlar; her grupta 10 rat olacak sekilde 4 gruba
ayrilmistir. Grup 1; kontrol grubu, grup 2; gavajla 25 mg/kg/gun akrilamid
uygulanan grup, grup 3; gavajla 250 mg/kg/gun N-asetilsistein uygulanan
grup, grup 4; 25 mg/kg/gun akrilamid ve 250 mg/kg/gun N-asetilsistein
uygulanan grup. Akrilamid ve N-asetilsistein ¢ozeltileri serum fizyolojikte
hazirlanmistir. Akrilamid ve N-asetilsistein uygulamasina 21 gun sureyle
devam edilmigtir. Ratlar sicakligin 21°C ve ortam neminin % 55-60 oldugu,
12 saat 1sik (08:00-20:00 saatleri), 12 saat karanlhk uygulanan odalarda
bakildi.

3.2. Yontemler
3.2.1. Gruplarin olusturulmasi

1. grup kontrol grubu olarak kullanildi. Hergliin 1 ml serum fizyolojik
gavajla uygulandi. 2. grup; akrilamid uygulanan grup. 80 mg akrilamid 10 ml
serum fizyolojikte ¢ozuldikten sonra her sigana 1 ml’lik ¢ozelti (8 mg/ml
akrilamid) gavajla gunltik olarak verildi. 3. grup; N-Asetil sistein uygulanan
grup. N-asetil sistein, mL'de 80 mg olacak sekilde serum fizyolojikte ¢ézuldu
ve her rata 1 ml ¢Ozelti gunluk olarak gavajla verildi. 4.grup; akrilamid ve N-
asetil sistein uygulanan grup. 1 ml serum fizyolojik icinde 80 mg NAC ve 8
mg akrilamid bulunduran ¢ozeltiden her rata 1 ml hacimde gunlik olarak
gavajla uygulandi. Uygulamalar hergin ayni saatlerde olmak Uzere duzenli

olarak 21 gun sureyle devam ettirildi.

3.2.2. Numune alinmasi ve hazirlik iglemleri

Slrenin sonunda ratlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda laparatomi
yapilarak kalp i¢cinden heparinize tuplere kan alindi. Daha sonra, tum ratlar
dekapite edilerek ince ve kalin bagirsak, karaciger doku 6rnekleri alindi, doku
ornekleri serum fizyolojikle yikanarak fazlalik kanin uzaklastiriimasi saglandi.

Dokularin bir kismi histopatolojik incelemeler igin alkolle tespit edildi.
Geriye kalan dokular ise Tris-HCI tamponu i¢cinde homojenize edildi. Doku
homojenatlarinin 5000 rpm’de 20 dakika santriflj edilmesinden sonra elde

edilen supernatantlarda glutatyon S-transferaz (GST) aktivite duzeyleri ile
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redukte glutatyon (GSH), malondialdehid (MDA) ve protein dizeyleri dlguldu.
GST, GSH, MDA ve Protein duzeyleri, spektrofotometrik 6lgim yontemleri ile
analiz edildi. Heparinize kan ornekleri 1500 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi,
elde edilen plazma numuneleri GSH ve MDA analizi i¢in, buffy-coat tabakasi
ise akrilamidin genotoksik etkilerini incelemek amaciyla Comet analizinde
kullanildi.

3.2.3. Redikte Glutatyon (GSH) analizi

GSH analizi, Ellman’in tarif ettigi (162) metoda gore yapildi. Metodun
GSH 0olgim prensibi, analiz tipinde bulunan glutatyonun 5,5-ditiyobis 2-
nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek sari-yesgilimsi renk vermesi ve olusan
bu rengin 1sik siddetinin 410 nm dalga boyunda oldugu spektrofotometrede

okunarak redukte glutatyon miktarinin tayin edilmesi seklindedir.

3.2.3.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Gruplardan alinan karaciger, ince bagirsak ve kalin bagirsak
numunelerine %10’luk homojenat olusturacak sekilde distile su ilave edildi ve
buz icinde 1-2 dakika streyle 12000 devir/dakika homojenize edildi. Doku
homojenatlari 5000 rpm’de, +4 derecede, 20 dakika santrifuj edildi. Elde
edilen sUpernatanta TCA c¢ozeltisi ilave edildi, karistirildi ve tekrar 3000
rom’de, +4 derecede, 20 dakika santriflj edilerek proteinlerin ¢ékmesi

saglandi. Acik renkli sipernatant numuneleri GSH analizinde kullanildi.

3.2.3.2. Kullanilan Reaktifler

1.% 10’luk triklor asetik asit

2.% 1’lik trisodyum sitrat

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

4.0.3 molar disodyum hidrojen fosfat
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3.2.3.3. GSH duzeylerinin tayini

Numune Kor
%10'luk Homojenat 500l | -
Na,HPO4 (0,3M) 4 ml 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
Distlesu | —mmeemen 500 pl

Yukardaki tabloda belirtilen calisma semasina gore deney tupleri
hazirlandi,  ¢Ozeltilerin  iyice  karigmasi i¢in  tupler  vortekslendi.
Spektrofotometre kor ile 410 nm’de sifir absorbansa ayarlandi. Oda i1sisinda
5 dakika bekletilen numunelerde olusan rengin siddeti spektrofotometrede
410 nm’de okundu ve glutatyon standard grafiginden yararlanilarak pmol/L
cinsinden GSH duzeyleri bulundu (Sekil 3.1.). Serum GSH duzeyleri

mikromol/L, doku GSH duzeyleri ise nmol/gr yas doku olarak ifade edilmigtir.

o
[{e]
]

0 ‘ T \

0 10 20 30 40 50 60
Mikromol/L

Sekil 3.1. GSH Standard Grafigi

3.2.4. MDA analizi
Lipid peroksidasyonunun en dnemli gostergesi olan MDA, Ohkawa ve
ark (163)'nin tarif ettigi metoda gore analiz edildi. Analizin temel prensibi,

ortamda bulunan MDA’nin asit ortamda tiyobarbutirik asit ile i1sitildiginda
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reaksiyona girerek pembe renkli bir kromojen olusturmasina dayanmaktadir.

Pembe rengin siddeti, numunedeki MDA konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

3.2.4.1. Numunelerin hazirlanmasi

Karaciger, ince ve kalin bagirsak numunelerine %10’luk homojenat
olusacak sekilde %1.15’lik KCI ¢dzeltisi ilave edildi ve 15000 devir/dakikada,
1-2 dakika sureyle buz iginde homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar
MDA analizinde kullanild1.

3.2.4.2. Kullanilan reaktifler

1. % 8,1’lik sodyum dodesil sulfat (SDS)
2. % 20'lik asetik asit

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

4. 2 mmol/L 1,1°,3,3 tetraetoksipropan

3.2.4.3. MDA diizeylerinin tayini

Numune Kor
Homojenat o0 | -
% 8,1 SDS 200 pl 200 pl
% 20'lik asetik asit 1500 pl 1500 pl
% 0,8'lik TBA 1500 pl 1500 pl
Distile su 700 pl 800 pl

Hazirlanan ¢ozeltiler yukaridaki ¢alisma tablosunda belirtildigi sekilde
deney tuplerine eklendi, ¢ozeltilerin karismasi igin iyice vortekslendi. Tupler
kaynar suda (en az 95 derecede) 1 saat bekletildi, akan gesme suyunda
sogutuldu ve 5000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Spektrofotometre 532
nm’de korle sifir absorbansa ayarlandi. Pembe renkli sUpernatantlarin
absorbanslari 532 nm’de okundu ve 1.1°,3,3’ tetraetoksipropanla hazirlanan
standart grafiginden yararlanilarak umol/L cinsinden MDA dizeyleri bulundu
(Sekil 3.2.). Serum MDA duzeyleri mikromol/L, doku MDA duzeyleri ise

nmol/gr yas doku olarak ifade edilmigtir.
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Sekil 3.2. MDA standart grafigi

3.2.5. Glutatyon S-Transferaz aktivitesinin analizi

Glutatyon S-transferaz, elektrofilik bilesiklerin GSH’In -SH grubu ile
tepkimesini katalizleyerek bu bilesiklerin detoksifikasyonunu saglar. GST
aktivitesi, Habig ve ark.’nin (164) tarif ettigi metoda goére tayin edilmigtir. GST
aktive duzeyleri, 340 nm dalga boyunda 1-kloro 2,4 dinitrobenzen (CDNB)’nin
GSH ile konjugasyonu sirasinda meydana gelen absorbans artiglarinin takip
edilmesi ile olcullr.

Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de GSH ve CDNB kullanilarak
dakikada olusan S-2,4 dinitrofenilglutatyonun 1 ymol’'unu katalizleyen enzim
miktarinin dlgulmesiyle belirlenir.

GST
CDNB + GSH ——» S-2,4 dinitrofenilglutatyon + HCI

3.2.5.1. Numunelerin hazirlanmasi

Karaciger, ince ve kalin bagirsak numunelerine %10’luk homojenat
olusacak sekilde distile su ilave edildi ve buz iginde 1-2 dakika sureyle 12000
devir/dakika homojenize edildi. Doku homojenatlari 5000 rpm’de, +4
derecede, 20 dakika santriflj edildi. Elde edilen stupernatantlar, GST aktivite

duzeylerinin tayininde kullanildi.
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3.2.5.2. Kullanilan reaktifler

1. 100 mM Tris Tamponu (pH 7.4)

2.1 mM 1-kloro 2,4 dinitrobenzen (CDNB)
3. 5 mM Redukte Glutatyon

3.2.5.3. GST aktivite duzeylerinin tayini
Glutatyon S-transferaz aktivitesini dlgmek icin ¢ozeltiler kor ve Ornek

olmak Uzere farkl kivetlere asagidaki sekilde eklenir.

Numune Kor
Tris Tamponu 1050 pl 1100 pl
CDNB 50 pl 50 ul
GSH 50 pl 50 pl

Taplere alinan g¢ozeltiler iyice karigtirihir

Homojenat 50ul | -

Numune kuvetine GST kaynag! olan supernatant numunesinden 50 pl
ilave edildi, hafifce karistirildi ve 340 nm’de 3 dk boyunca meydana gelen
absorbans artiglari olguldi. 3 dakika sonunda Olgllen absorbans 3'e

bolinerek dakika bagina disen absorbans degeri tespit edildi.

3.2.5.4. GST aktivite diizeylerinin Hesaplanmasi

Ticari preparat olarak satin alinan liyofilize GST serum fizyolojik icinde
¢ozulda ve mL’de 5, 3.75, 2.5, 1.25 ve 0.63 Unite GST olacak sekilde seri
enzim standartlar hazirlandi. Bu standartlarin her biri, yukarida GST g¢alisma
tablosunda gosterildigi sekilde numune gibi ¢alisildi ve her enzim standardi
icin absorbans oélgimleri yapildi. Daha sonra GST standart grafigi hazirlandi
ve slipernatant numunelerinin GST aktivite diizeyleri bu grafikten U/mL
olarak hesap edildi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. GST standart grafigi
GST'nin U/mL aktivite dlzeyleri asagida verilen formiille spesifik
aktiviteye cevrildi. Doku suUpernatant numunelerinin protein duzeyleri, sigir

serum albimin’inin standart olarak kullanildigi bidret metoduna goére olg¢uldu
(165).

GST (U/mL)

GST Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =
Protein (mg/mL)

3.2.6. Comet analizi

Ksenobiyotikler (viicuda disaridan alinan ve vicud icin zararli olan
kimyasal maddeler) vicuda alindiktan sonra hucrelerin karbonhidrat, protein,
lipid ve DNA gibi makro mokullerinde c¢ok farkli hasarlanmalar meydana
getirebilirler. Bu molekullerdeki hasarlanmalar 6ncelikle oksidasyon seklinde
baglar, daha sonra Ug¢ boyutlu yapinin bozulmasi, DNA zincir kiriklari, enzim
inhibisyonu seklinde sonuglanabilmektedir. Comet analizi, oksidan
maddelerin hucre DNA’sinda meydana getirdigi zincir kiriklarinin duzeyini
(genotoksisite) kalitatif olarak ortaya koymak amaciyla yapilan elektroforetik
bir tekniktir. Bu teknik ¢ok kolay, guvenilir, tekrarlanbilirligi yuksek ve ucuz
olmasi nedenlerinden dolay! genotoksisite galismalarinda ¢ok yaygin olarak
kullaniimaktadir. Bizim bu galismamizda da akrilamidin rat lenfosit DNA’sinda
meydana getirdigi genotoksik hasarlari tespit etmek amaciyla, Singh ve ark

(166) ‘nin tarif ettigi comet analiz metodu kullaniimistir.
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3.2.6.1. Lenfosit numunelerinin hazirlanmasi

Her gruptan 4’er hayvandan alinan heparinli kanlar ticari histopak-
1077 ¢Ozeltisi (sigma) ile tabakalandirildi ve santrifuj islemleri sonrasi lenfosit
sedimenti elde edildi. Lenfosit sedimenti PBS’le ¢ozuldu, CBC cihazinda
hiicre sayimi yapildi ve hiicre sayisi 2x10°/uL olacak sekilde PBS ile

sulandinldi.

3.2.6.2. Kullanilan reaktifler

1. % 0.7 low melting point agar (LMP), PBS ile hazirlandi

2. % 0.7 normal melting point agar (NMP), PBS ile hazirlandi

3. Lizis ¢ozeltisi: icerisinde 2.5 m NaCl, 100 mM EDTA, % 1triton-x ve % 10
DMSO bulunan tris-HCI tamponu (pH 10, 10 mM)

4. Elektroforez tamponu: pH 13 olan 300 mM NaOH ve 1 mM EDTA

5. Néotralizasyon tamponu: pH 7.5 olan 0.4 M tris-HCI tamponu

6. Etidiyum bromid (20 pg/mL)

3.2.6.3. Comet analizinin yapilisi

Mikroskop lamlari (75 x 26 mm) toz ve yag kalintilarindan metanolle
temizlendi ve kurumaya birakildi. 45 °C’de sivi halde olan NMP agar
cOzeltisinden 100 pL alindi ve lamin tek tarafi 1 mm kalinhginda bir agar
tabakasi ile kaplandi, + 4 °C’de 10 dk. bekletilerek agar tabakasinin
jellesmesi saglandi. Daha sonra 37 °C’de sivi halde olan LMP agar
cozeltisinden 75 pL ve lenfosit ¢dzeltisinden (2x10%/uL) 15 pL alinarak iyice
karigtinldi. Bu lenfosit agar karisimi ¢ozelti, lamin jelle kaph tarafinda 1 mm
kalinhginda ikinci bir tabaka olusacak sekilde lamin Gzerine yayildi. Yine + 4
°C’'de 10 dk. bekletilerek agarin jellesmesi saglandi. Bir tarafi iki tabaka
agarla kaplh olan lamlar 1 saat sureyle, + 4 °C’de sogutulmus lizis
¢ozeltisinde bekletilerek lenfosit membranlarinin erimesi ve DNA'nin agiga
cikmasi saglandi. Daha sonra lize edilmis lamlar, elektroforez tamponu ile
doldurulmus yatay tip agar elektroforez tankinda 20 dk stireyle 25 volt ve 300
mA’de elektroforez islemine tabii tutuldu. islemin sonunda lamlar karanlik
ortamda 5-10 dk sureyle noétralizasyon tamponunda bekletildi. Bekletme

suresince nonralizasyon tamponu 3 defa degistirildi. Hafifce kurutulan lamlar
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etidiyum bromid ¢ozeltisinde 5-10 dk bekletilerek DNA'larin  boyanmasi
saglandi. Etidiyum bromidle boyanan DNA’lar, floresans mikroskobunda
(Nikon), 515-560 filtre ile 400x buyutmede degerlendirildi ve incelenen

alanlarin fotograflari gekildi.

3.2.7. istatistiksel analizler

istatistiksel analizler SPSS programi (SPSS for Windows version 11.0)
ile yapildi. Tim sonuglar ortalamtstandat sapma (mean+SD) olarak ifade
edildi. Verilerin normal dagihm gosterip gostermedigi, Shapiro Wilk testiyle
incelendi ve verilerin normal dagim gostermedigi tespit edildi (p<0.05). Bu
nedenle gruplarin karsilastirimasinda, Mann-Whitney U testi kullanildi.

(p<0.05) degeri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR
4.1. Gruplarin plazma GSH duzeyleri

Akrilamid verilen grubun GSH dizeyleri kontrol grubuna gére 6nemli
derecede (p< 0.05) dustugul, ancak akrilamidle beraber N-asetilsistein (NAC)
verilen grupta ise GSH’in kontrol grubu degerlerine yakin bir seviyeye ulastigi
ve istatistiksel acidan énemli (p< 0.05) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Gruplarin plazma GSH duzeyleri

« kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilastiriidiginda, «~; NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, «; akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu kargilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.
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Gruplarin plazma MDA dlzeyleri
Akrilamid  grubunun MDA  seviyeleri  kontrol  grubu ile
karsilagtinldiginda istatisatiki agidan anlamli derece (p< 0.05) artis
gosterdidi, ancak akrilamidle beraber N-asetilsistein (NAC) verilen grupta ise
MDA duzeylerinin énemli derecede (p< 0.05) azalarak kontrol grubu

degerlerine yakin bir seviyeye dustugu gorilmustir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Gruplarin plazma MDA duzeyleri

« kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilastiriidiginda, «~; NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, «; akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu kargilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

Gruplarin ince bagirsak GSH duzeyleri
ince bagirsak GSH diizeyleri agisindan; kontrol / akrilamid, akrilamid /
NAC, akrilamid / akrilamid-NAC gruplari arasinda istatistiksel agidan énemli

(p< 0.05) olan farklarin bulundugu ortaya konulmustur (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Gruplarin ince bagirsak GSH duzeyleri

»; kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilagtirildiginda, =NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, =«;akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu karsilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

Gruplarin ince bagirsak MDA duzeyleri
Akrilamid verilen grupta ince bagirsak MDA seviyeleri anlamh derece
(p< 0.05) artis gosterirken, akrilamid+NAC grubunda NAC’nin MDA
dizeylerini é6nemli derecede (p< 0.05) azaltarak kontrol grubu degerlerine

yakin bir seviyeye dustrdugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Gruplarin ince bagirsak MDA duzeyleri
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+; kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilastiriidiginda, ~; NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, «; akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu kargilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

Gruplarin ince bagirsak GST aktivite duzeyleri
Gruplarin GST aktivite duzeyleri karsilastirildiginda, ratlara akrilamid
verilmesinin GST aktivitesini dnemli derecede (p< 0.05) dusurdigu, ancak
ratlara akrilamidle beraber NAC uygulamasinin GST aktivitesini anlamli
derecede (p< 0.05) artirarak normal seviyelere getirdigi gorulmustur (Sekil
4.5.).

160

:’é" %
[FRRIE
E \‘
O
o 120
£
S 1m0 4 T
*kE
£
a0 i
(U] *
- 50 4
i [
B 40
[an]
o]
O 20+
+—
D T T T T
koontrol Alkrilamid MAC Alrilamid-NAC

Gruplar
Sekil 4.5. Gruplarin ince bagirsak GST aktivite duzeyleri

« kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilastirildiginda, «;NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilagtirildiginda, «;akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu kargilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

4.6. Gruplarin kalin bagirsak GSH duizeyleri
Akrilamid uygulamasinin kalin bagirsak GSH seviyelerini istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir derecede dusurdugu, ancak NAC verilmesinin bu

GSH dusikliguniu engelledigi ortaya konulmustur (p< 0.05) (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Gruplarin kalin bagirsak GSH duzeyleri

»; NAC grubuyla akrilamid grubu kargilastirildiginda, =; akrilamid-NAC
grubuyla akrilamid grubu karsilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

4.7. Gruplarnn kalin bagirsak MDA diizeyleri

Akrilamid verilen grupta kalin bagirsak MDA seviyeleri anlamli derece
(p< 0.05) artis gosterirken, NAC verilmesinin MDA duzeylerini 6nemli
derecede (p< 0.05) azaltarak kontrol grubu degerlerine yakin bir seviyeye

dusurdugu tespit edilmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Gruplarin kalin bagirsak MDA duzeyleri
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+; kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilastiriidiginda, ~; NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, «; akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu kargilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

4.8. Gruplarin kalin bagirsak GST aktivite duzeyleri

Gruplar GST aktivite duzeyleri agisindan karsilastirildiginda, akrilamid
verilmesi kalin bagirsak GST aktivitesini disutrdigu, ancak bu dastsin
istatistiki agidan 6nemli olmadigi, akrilamidin NAC’le beraber uygulanmasinin
GST aktivite seviyelerini anlamli derecede (p< 0.05) artirdid1 goralmustar

(Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Gruplarin kalin bagirsak GST aktivite duzeyleri

»; kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilasgtirildiginda, =; NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, «; akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu karsilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

4.9. Gruplarin karaciger GSH diizeyleri

Akilamid uygulamasi karaciger GSH duzeylerini ciddi derece (p< 0.05)
dusururken, akrilamid+NAC grubunda GSH duzeyleri anlamh dercede (p<
0.05) artis gostermistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Gruplarin karaciger GSH duzeyleri

»; kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilasgtirildiginda, =; NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, «; akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu karsilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

4.10. Gruplarin karaciger MDA diizeyleri

Karaciger MDA duzeyleri agisindan; kontrol / akrilamid, kontrol / NAC,
akrilamid / NAC ve akrilamid / akrilamid-NAC gruplari arasinda istatistiksel
acidan 6nemli (p< 0.05) olan farklarin bulundugu tespit edilmistir (Sekil
4.10.).

800

L]
=
=
o
L=
% *kk
o 500 -
s ]
©
E T *%
< 400
< Il
=
g
bl
2 900 -
o
i~
N
D T T T T
Kontral Akrilamid NAC Akrilamid-MAC
Gruplar

Sekil 4.10. Gruplarin karaciger MDA duzeyleri



83

+; kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilastiriidiginda, ~; NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, «; akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu kargilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

4.11. Gruplarin karaciger GST aktivite duzeyleri

Gruplarin GST aktivite duzeyleri karsilastirildiginda, ratlara akrilamid
verilmesinin karaciger GST aktivitesini 6nemli derecede (p< 0.05) dusurdugu,
ancak ratlara akrilamidle beraber NAC uygulamasinin GST aktivitesini
anlamli derecede (p< 0.05) artirarak bu dususu onledigi gorulmastar (Sekil
4.11.).
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Sekil 4.11. Gruplarin karaciger GST aktivite duzeyleri

«; kontrol grubuyla akrilamid grubu karsilastirildiginda, «~; NAC grubuyla
akrilamid grubu karsilastirildiginda, «; akrilamid-NAC grubuyla akrilamid
grubu kargilastirildiginda sonuglar anlamli bulundu.

4.12. Gruplarin comet analiz sonuglari

Gruplarin comet analiz sonuglari incelendiginde, kontrol ve NAC
gruplarinin lenfosit DNA’larinin normal oldugu, akrilamid verilen ratlarin
lenfosit DNA’larinin ileri derecede pargcalanmaya ugradidi, hatta bazi
lenfositlerin apoptotik bir goérunum verdigi, akrilamidle beraber NAC
veriimesinin lenfosit DNA’larindaki hasarlanmalari ciddi derecede Onledigi
gorulmektedir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Gruplarin comet analiz sonuglari

4.13. Gruplarin ince bagirsak histopatoloji sonuglari

Kontrol grubunda villus yapilari ve tzerini dogseyen tek kath prizmatik
epitel normal histolojik goérinimdeydi. Akrilamid grubunda villus yapilar
bozulmug ve enterositler dokulmugtu. Villus yuzeyini kaplayan epitel
dokilmus ve lamina propriyada hiicre yogunlugu azalmisti. NAC grubunda
ince bagirsak normal goériunumdeydi. Akrilamid+NAC grubunda; villuslarin
tepe bolumleri dokulmus olmasina ragmen villuslarin lateral ylUzlerinde epitel
saglamdi (Sekil 4.13.).



85

4.14. Gruplarnn karaciger histopatoloji sonuglari

Kontrol grubunda hepatositler normal histolojik goruniumdeydi. Fakat
akrilamid grubunda, hepatositlerin sitoplazmalarinda yer alan farkh
blayuklUukteki vakuoller dikkat ¢ekti. Bazi hepatosit sitoplazmalari digerlerine
gore daha eozinofilik olarak izlendi. Eozinofilik sitoplazmali hepatositlerin
nukleuslari da heterokromatikti. NAC grubunda histolojik gérinim kontroller
ile benzerdi. Akrilamid+NAC grubunda vakuoler degisiklikler yer yer
g6zlenmesine ragmen akrilamid grubuna goére hafiflemisti. Eozinofil
sitoplazmali hepatositler akrilamid grubuna gore daha nadir olarak gozlendi
(Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Gruplarin karaciger histopatoloji sonuglari (H&E X40)



Tablo 4.1. Analiz edilen biyokimyasal parametrelerin grup ortalamalari (mean+SD)
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Plazma ince bagirsak Kalin bagirsak Karaciger
GSH MDA GSH MDA GST GSH (nmol/g MDA GST (mU/ | GSH (nmol/g MDA GST
(umol/L) | (umol/L) | (nmol/gyag| (nmol/g (mU/ mg yas doku) | (nmol/g yag| mg Protein) yas doku) (nmol/g (mU/ mg
doku) yas doku) Protein) doku) yas doku) Protein)
Kontrol (n:8) 6.5+0.7 3.5£0.6 | 781+100 |188+52 |92.4+18.2 465491 195+37 45.6+25.3 1239+200 453448 150.3+20.3
Akrilamid (n:7) 4.1+0.5 5.9+1.0 | 468161 328+60 |47.4+11.9 302+56 312+29 29.615.6 672+91 726174 81.7+16.6
NAC (n:10) 7.9+0.9 3.0£0.5 | 920+127 |168+26 |115.6+22.7 7041229 177+31 45.9+17.3 1315177 371451 181.1452.3
Akrilamid-NAC (n:7) | 6.0+0.5 3.740.6 | 663+164 |221+18 |74.4+10.0 639+206 205160 40.5+12.6 11831136 523+68 130.649.5




Tablo 4.2. Analiz edilen parametrelerin gruplararasi istatistiksel anlamhlik dereceleri (p degerleri)
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Plazma ince bagirsak Kalin bagirsak Karaciger
Gruplararasi karsilagtirma
GSH MDA GSH MDA GST GSH MDA GST GSH MDA GST

Kontrol / Akrilamid p <0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05 p>0.05 p <0.05 p>0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05
Kontrol / NAC p <0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p <0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.05 p>0.05
Kontrol / Akrilamid-NAC p>0.05 p >0.05 p >0.05 p>0.05 p >0.05 p <0.05 p>0.05 | p>0.05 p>0.05 | p>0.05 p <0.05
Akrilamid / NAC p <0.05 p <0.05 p<0.05 p <0.05 p<0.05 p <0.05 p <0.05 p<0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05
Akrilamid / Akrilamid-NAC p <0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05 p<0.05 | p<0.05 p <0.05 p <0.05 p <0.05
NAC / Akrilamid-NAC p <0.05 p>0.05 p <0.05 p>0.05 p <0.05 p>0.05 p > 0.05 p >0.05 p>0.05 | p<0.05 p>0.05
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5. TARTISMA

Ksenobiyotikler viicuda disaridan alinan ve vicud i¢in az ya da ¢ok
zararll olan kimyasal maddelerdir. Bu tur kimyasal maddeler, buayluk oranda
agiz yoluyla daha az oranda da solunum havasi ve deriden emilerek vicuda
alinirlar. Tedavi amaciyla alinan ilaglari, bir gidanin bilegeni olan kimyasal
madde/maddeleri ya da sigara dumaninda bulunan bazi kimyasal molekdlleri
ksenobiyotiklere ornek olarak verebiliriz. Ayrica hucresel ortamda bazi
makromolekullerin metabolizmasi sirasinda da bazi zararli maddeler
olusabilmektedir (Malondialdehid gibi).

Ksenobiyotikler, molekuler yapi olarak daha ¢ok hidrofobik (sudaki
¢Ozunurlugu duguk) ozellik gosterirler ve kan sivisinda ki ¢ozunurlikleri de
oldukga zayiftir. Bu tip maddeler vicuda alindiktan sonra karacigerde
detoksifikasyon reaksiyonlari ile bir takim doénlUsum ve degisimlere
(biyotransformasyon) ugrarlar. Ksenobiyotiklerin karacigerdeki metabolizmasi
faz | ve faz Il reaksiyonlarindan olugsmaktadir. Faz | reaksiyonlar
ksenobiyotiklerin, sitokrom P450 enzim sistemiyle (150’den fazla enzimden
olusmaktadir) oksidasyona ugratilarak farkli molekuler yapidaki maddelere
doénusmesi saglanmaktadir. Faz | reaksiyonlari ile bazi maddeler detoksifiye
edilirken bazi maddeler ise daha toksik bir hale donusebilmektedir
(akrilamid’in glisidamide donusimu gibi). Bu oksidasyon reaksiyonlari
molekulln yapisini az ya da buylk oranda degistirebilmekte, ancak genellikle
yeni olusan molekulin de kan sivisindaki ¢ozunurlugu oldukga dusuk
dizeyde olmaktadir. Kan sivisinda c¢ok dusuk duzeyde c¢o6zunmeleri
nedeniyle, ksenobiyotiklerin vicud disina atilma oranlari oldukga dusuktur.
Bu nedenle, faz Il reaksiyonlari ile ksenobiyotiklerin kan sivisindaki
¢ozunurltkleri artirilarak kolaylikla idrar, safra, diski veya ter yoluyla vicud
digina atilmalari saglanmaktadir. Herhangi bir ksenobiyotigin; bagirsaklar,
karaciger, bobrek ve diger organlarda GSH’la konjuge edilmesi, zararh bu
maddenin ileri dlzeydeki yikim reaksiyonlarinin baslamasini yada hucre
disina atilmalarini hizlandirmaktadir (167-170).

Akrilamid, endustri alaninda sik olarak kullanilan ve insanlarin

istemeden maruz kalabildikleri ancak henuz genetik riskleri tam olarak
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belirlenememis bir ksenobiyotiktir (91). insan sagligi icin esas tehlikeli olan
akrilamid, gida kaynakh olan akrilamiddir. ClUnkU gunlik tlketilen gidalarla
vucuda surekli olarak akrilamid alinmasi s6z konusudur. Gidalarda akrilamid,
120 C’den yuksek sicaklik derecelerinde hazirlanan gidalarda ylksek 1sinin
etkisiyle bazi amino asitler ile sekerler arasinda meydana gelen Maillard
reaksiyonu ile olusmaktadir. Maillard reaksiyonunda; gidalarin yuksek
sicaklik derecelerinde pigiriimesi sirasinda, asparajin amino asidinin amino
grubuyla glukozun karbonil grubunu reaksiyona girmekte ve akrilamid
olusmaktadir. Akrilamid olusumunda asparajin amino asidi ile glukoz ve
fruktoz ¢cok 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak model calismalar, akrilamid
olusumunda fruktoz'un glukoz ya da galaktoza oranla daha etkili oldugunu
ortaya koymustur (27). Yiyecek turlerinde akrilamid olusumu, gidalarin
yapilarinda bulundurduklari amino asitlerin igerigi ve duzeyleriyle direkt iliskili
olan bir olaydir. Patates yuksek oranda asparajin amino asidi icermesi
nedeniyle, yuksek sicaklik derecelerinde kizartilmis patates UrlUnleri en
yogun miktarda akrilamid igeren gidalardir Ancak haslanarak hazirlanan
gidalarda herhangi bir aklamid olusumuna rastlanmamistir (12,13,15).
insanlarin giinliik olarak gidalarla aldiklari akrilamid miktarini tespit
etmek amaci ile Amerikada vyapilan arastirmalarda; insanlarda gida
tuketimiyle alinan gunlik ortalama akrilamid miktarinin, iki yagsindan ilerleyen
yaslara kadar 0.4 ug/kg’'nin altinda olmasi gerektigini, ancak vicuda alinan
gunluk akrilamid miktarinin 2 nug/kg ve hatta 5 pg/kg’ye kadar g¢iktigini ortaya
koymaktadir (171). Yapilan bir arastirmada, saglikli gondllilere kg basina
degisik miktarlarda radyoaktif isaretli akrilamid verilerek guvenli ve tehlikeli
doz araligi tespit edilmeye calisiimistir. Bu arastirmanin sonuglari, 0.5
pg/kg’dan duguk olan akrilamid dozlarinin iyi derecede tolere edilebildigini,
0.5 pg/kg'dan yuksek olan miktarlarin ise insan saghgi icin ¢ok zararli
oldugunu gdstermistir (172). isve¢'te yapilan bir arastirmada, bir kisinin
yiyeceklerle aldigi akrilamid miktarinin gunlik olarak ortalama 35 mg oldugu
tespit edilmigtir. Yetiskin bir insanin vicud agirhginin ortalama 70 kg

oldugunu dusunursek, kg canli agirlik basina ortalama 0.5 pg akrilamidin
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gunlik olarak vicuda alindigi gortlmektedir (99). Avrupanin diger Ulkelerinde
yapilan arastirmalarda da benzer sonugclar elde edilmistir (100,101).

insanlar agisindan diger bir akrilamid kaynagida sigaradir. Yapilan
arastirmalar sigara igcenlerde sigara dumani ile yodun miktarlarda akrilamidin
akcigerler kanaliyla vicuda alindigini gostermektedir. Hatta bazi arastiricilar,
sigara igenlerde ¢ok sik rastlanan akciger kanserinin ana sebebinin, sigara ile
akcigerlere alinan akrilamid olabilecegini ileri sirmektedirler (173,174).

Akrilamid, diger ksenobiyotiklerin tersine suda iyi derecede ¢ozinmesi
nedeniyle, agiz yoluyla vicuda alindiktan sonra ¢ok hizli bir sekilde tim
dokulara dagilim gosterir. Akrilamid, sindirim kanali boyunca tUm dokularda
(6zafagus, mide, ince ve kalin bagirsak) GST/GSH sistemiyle konjuge
edilerek akrilamid-glutatyon kompleks bilesigine c¢evrilmekte ve sindirim
kanali dokularinin akrilamidin zararli etkilerinden korunmasi saglanmaktadir.
Boylece gidalarla agizdan alinan akrilamidin bir kismi sindirim kanalinda
etkisiz hale getirilmis olmaktadir. Ancak akrilamidin sindirim kanali boyunca
etkili bir sekilde konjuge edilebilmesi, buyuk oranda dokunun GST aktivite ve
GSH duzeylerine baghdir. Bu konuyla ilgili olarak Lieshout ve ark. (175),
ratlari bir sure; a-tokoferol, B-karoten, likopen, flavonoid, limonen gibi
antioksidan ve antikanserojen madde ilave edilmis diyetle beslemislerdir.
Calisma sonucunda yaptiklari analizlerde, sindirim sistemi boyunca;
Ozafagus, mide, ince ve kalin bagirsak dokularinda GST aktivitesinin 6nemli
derecede arttigini gozlemlemislerdir. Lieshout ve ark., bu sonuglar
antioksidan ve antikanserojen etkili molekuller agisindan zengin olan sebze
ve meyvelerin yeterli duzeyde tuketiminin, agiz yoluyla alinan toksik ve
kanserojen maddelerin sindirim kanali boyunca GSH ile konjugasyonunu ve
vucud digina atilimini hizlandiracagi ve bunun sonucunda da vicudu zararh
etkilerden koruyabilecegi seklinde yorumlamiglardir. Bu arastirmanin
sonuglari, gida kaynakl akrilamide maruz kalan kisilerin, yogun miktarda
antioksidan ve antikanserojen madde i¢ceren bu sebze ve meyveleri yeterince
tuketmesinin akrilamid kaynakli kanserojenik, mutajenik ve oksidatif etkileri

engelleyebilecegini disundirmektedir.
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Bagirsaklardan emilerek kana gegen akrilamid buyuk oranda karaciger
ve diger dokulara ¢ok hizli bir sekilde dagihm gosterir. Akrilamid, yarilanma
suresinin  kisa olmasi nedeniyle kandan ¢ok hizli bir gekilde
temizlenmektedir. Karacigere alinan akrilamidin bir kismi GST/GSH
sistemiyle konjuge edilerek detoksifiye edilir, bir kismi ise sitokrom P450
enzim sistemiyle okside edilerek glisidamide donustirulmektedir. Glisidamid,
akrilamidin okside edilmis formudur. Kan serumunda degisiklige ugramamis
akrilamid oraninin ise ¢ok dusuk (% 0.5) oldugu goérulmuastir. Ayrica kana
gecen akrilamidin bir kisminin, kanda bulunan proteinler ile hemoglobine
yuksek affinite gostermesi nedeniyle bu proteinlere baglandigi tespit
edilmistir (40). Glisidamidin katabolizmasi iki enzimatik yolla meydana
gelmekte ve glisidamidin etkisizlegtirilerek vicud digina atilmasi
saglanmaktadir. Birinci reaksiyonda glisidamid, Epoksi Hidrolaz (EH) ile
gliseramide okside edilerek yikima ugratiimakta ve buyuk oranda idrarla
disari atilmaktadir. ikinci enzimatik yikim yolu ise, GST’nin glisidamidi GSH
ile konjuge ederek detoksifiye etmesi seklinde gergeklesir (54). Ancak
hicrelerin glisidamidi detoksifiye etme kapasitelerinin blyuk oranda yuksek
GST aktivite ve GSH duzeylerine bagimli oldugunu agikca belitmek gerekir.

Pupel ve ark.; yaptiklari galismada, hucre i¢ci GSH seviyelerinin,
akrilamid ve glisidamidin meydana getirecedi genotoksisite duzeyleri
agisindan 6nemli bir faktor olup olmadigini test etmiglerdir. Hicre igi ylksek
dizeydeki GSH, akrilamidin GSH’la konjugasyonunu artirarak glisidamid
olusumunu azalttigi ve glisidamid kaynakli genotoksik hasarlari 6nemli
derecede engelledigi ortaya konulmustur. Bunun yani sira, GSH sentez
inhibitéra verilen hayvanlara dusik dizeyde akrilamid uygulamasi (1 mM)
bile, hicre DNA'larinda 6nemli derecede zincir kiriklari, baz kaymasi ve baz
degisikliklerinin meydana gelmesine yol acmistir. Bu sonuglar, gerek
akrilamid ve gerekse de glisidamid kaynakli genotoksik etkilerin
Onlenmesinde hicre ici GSH duzeylerinin  ¢ok o6nemli oldugunu
gOstermektedir (176).

Bizim arastirmamizda da, akrilamid uygulamasi sonrasi ratlarin ince

bagirsak ve karaciger dokularinda GSH duzeyleri ciddi derecede azalmigtir.
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Ancak akrilamidle beraber NAC uygulamasi GSH duzeylerini kontrol grubu
seviyelerine getirmistir. Puppel ve ark.’nin sonuglari bizim sonuglarimizla
paralellik gostermektedir.

Akrilamidin glisidamide okside olma orani turler arasinda onemli
farkhliklar gostermektedir. Sicanlara 3 mg/kg dozda akrilamid uygulandiginda
idrarla atilan metabolitlerin % 20’sinin glisidamid ve Urlnlerinden olustugu,
ancak ayni dozun gonulli insanlara uygulanmasi sonrasi, idrarla atilan
glisidamid ve UrUnlerinin Olgllebilecek duzeylerin ¢ok altinda oldugu
bildirilmistir (177).

Comet analizi, oksidan maddelerin hiicre DNA’sinda meydana getirdigi
zincir kiriklarinin duzeyini (genotoksisite) kalitatif olarak ortaya koymak
amaclyla yapilan elektroforetik bir tekniktir. Bu teknik ¢cok kolay, guvenilir,
tekrarlanabilirligi ylksek ve ucuz olmasi nedenlerinden dolayi genotoksisite
calismalarinda ¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir. Comet analiz teknigi ilk
defa 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan, DNA’larda meydana gelen
genotoksik hasarlari tespit etmek amaciyla kullaniimis ve standart metod
haline getirilmistir (178).

Son yillarda yapilan c¢alismalar, akrilamid ve glisidamid’in hlcre
DNA's1 Uzerinde genotoksik (mutajenik) etki meydana getirerek DNA
zincirinde kirnimalar, c¢apraz zinzir baglanmalari, baz kaymasi ve baz
degisiklikleri gibi ¢ok ciddi hasarlara neden oldugunu gdstermektedir.
Aslinda DNA Uuzerinde meydana gelen bu genotoksik etkilerin, akrilamidden
ziyade buyuk oranda akrilamidin metaboliti olan glisidamidden kaynaklandigi
bildirilmigtir. Fare ve siganlara akrilamid verilerek yapilan deneysel
calismalarda, akrilamidden bol miktarda glisidamid olustugu ve glisidamidin
bu hayvanlarin karaciger, akciger ve bobrek DNA’larinin purin bazlari ile
etkilegerek genotoksik etkiler meydana getirdigi gozlemlenmistir (32-34).

Koyama ve ark. arafindan yapilan bir calismada, akrilamid ve
glisidamidin insan lenfoblastoid hicrelerinde meydana getirdigi hasarlar
comet analizi ile incelemislerdir. Akrilamidin lenfoblastoid hUcrelerde orta
derecede genotoksik bir hasar meydana getirdigi, ancak ayni denemeyi

glisidamidle yaptiklarinda akrilamide gore ¢ok daha guglu bir genotoksik
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etkinin ortaya c¢iktig, c¢ok sayida kromozomda onemli derecede
hasarlanmalarin olustugu, hatta glisidamidden kaynaklanan bu guclu
mutajenik etkinin insanlarda kansere bile neden olabilecegi gosterilmistir
(179). Ancak, insanlarda akrilamidin glisidamide donusumunun ¢ok duguk
dizeyde olmasi nedeniyle glisidamid kaynakli mutajenik hasarin ¢ok dusuk
seviyede olacagi asikardir.

Saglikli yetigkin insanlardan alinan kanlardan izole edilen lenfositlerin
in vitro sartlarda 0.1-0.5 umol akrilamidle muamele edilmesi sonrasi yapilan
hicre ici GSH odlgimunde ve comet analizinde, akrilamidin hucre i¢i GSH
dizeyini onemli derecede dustrdiglu ve lenfosit DNA'larinda 6énemli
genotoksik hasarlanmalar meydana getirdigi ortaya konulmustur. Ayrica
hicre ortamina akrilamidle beraber antioksidan etkili N-tert-butil-a-fenilnitron
ilavesinin, akrilamid kaynakli DNA hasarini ciddi oranda azalttigi tespit
edilmigtir (22).

Mani’ere ve ark. yaptiklari galismada, ratlara kg basina 18, 36 veya 54
mg akrilamidi agizdan tek doz olarak uygulamislardir. Uygulamayi takip eden
24. saatte ratlar dekapite edilerek kan, beyin, karaciger, kemik iligi, testisler
numune olarak alinmisgtir. Comet analizi ile yapilan incelemelerde, kandan
izole edilen lenfositlerin ve diger dokularin DNA’larinda kontrol grubuna goére
ciddi genotoksik hasarlarin meydana geldigi ortaya konulmustur (180).

Rat ve farelerin germ hicrelerinde yapilan in vivo genotoksisite
caligsmalarinda elde edilen hicrelerin comet analizleri, akrilamidin germ hucre
DNA’larinda ciddi mutajenik hasarlar olusturdugunu gostermistir (181,182).

Bizim yaptigimiz arastirmada; ratlara 25 mg/kg dozda akrilamid, 21
gun sureyle agizdan verilmigtir. 21 gunluk akrilamid uygulamasinin sonunda;
ratlardan alinan kan numunelerinden izole edilen lenfositlerin comet
analizinde, akrilamid grubu ratlarda kontrol grubuna gore ciddi derecede DNA
hasarinin meydana geldigi, hatta bazi lenfositlerin apoptozise ugradidi agikca
gorulmustir (Sekil 4.12.). Ancak akrilamidle beraber 250 mg/kg dozda N-
asetilsistein (GSH o6ncult) uygulanmasinin, akrilamid grubuna gére DNA
hasarini ciddi derecede 6nledigi, apoptotik hicre sayisini dnemli oranda

azalttigi ortaya konulmustur (Sekil 4.12.).
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Tum o6karyotik hucrelerde, normal fizyolojik metabolizma sirasinda
belli dizeyde serbest oksijen radikalleri (SOR) olugsmaktadir. Bu radikallerin
baslicalari; superoksid anyon radikali (O2), hidrojen peroksid (H20,),
hidroksil radikali (*OH), singlet osijen (102) ve peroksil radikali (LOO")dir.
Ancak normal metabolizma sirasinda olusan belli duzeydeki SOR, hicrenin
antioksidan sistemlerince detoksifiye edilerek hicrenin makromolekuillerinde
(proteinler, enzimler, lipidler, karbonhidratlar, DNA ve RNA gibi) meydana
gelebilecek oksidatif hasarlari ortadan kaldirirlar. Diger bir ifade ile fizyolojik
sartlarda hdcrede olusan oksidanlarin dizeyi ile total antioksidan kapasite
arasinda bir denge bulunmaktadir. Biz buna hicrenin oksidan/antioksidan
dengesi adini veriyoruz (183,184).

Okaryot hiicrelerin total antioksidan kapasitesi, nonenzimatik ve
enzimatik  antioksidanlardan meydana  gelmektedir.  Nonenzimatik
antioksidanlar hicrenin su veya yag fazinda ¢o6zinen redukte glutatyon,
vitamin C, Urik asit, sistein, bilirubin, seruloplazmin, albumin, E ve A
vitaminleri, melatonin gibi guglu antioksidan molekullerden olugmaktadir. Bu
antioksidan etkili maddeler, hdcrenin oksidanlara kargl ilk cephesini
olusturmakta ve SOR’lari detoksifiye ederek hlicre komponentlerini oksidatif
yikimlanmadan korumaktadir. En onemli enzimatik antioksidanlar ise
superoksid anyon radikalini hidrojen perokside yikan superoksid dismutaz
(SOD), hidrojen peroksidi su ve oksijene parcalayan glutatyon peroksidaz
(GSH-PX) ve katalaz (CAT), glutatyon rediktaz ve glutatyon S-transferaz
enzimlerinden meydana gelmektedir (185).

Oksidatif stres, hucrelerde SOR’larin asiri artisi veya antioksidanlarin
dizeyinin dusmesi sonucunda oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar
lehine bozulmasi durumudur. Bu durumda, SOR’lar yeterli dizeyde
detoksifiye edilemedigi icin hucrenin lipid, protein, karbonhidrat, DNA gibi
yapisal makromolekullerinde oksidatif hasarlanmalar meydana gelir (186).
Oksidatif  stresin;  aterosklerozun, yanginin, seker  hastahgdinin,
iskemi/reperflizyon hasarinin patogenezinde, gen mutasyonunda, kanser
gelisiminde  ve ksenobiyotiklerin dokularda meydana  getirdigi

hasarlanmalarda aktif olarak rol oynadigi gosterilmigtir (185,187).
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Deney hayvanlari, insanlar ve hucre kulturleri Uzerinde yapilan
arastirmalar, akrilamid uygulanmasinin serbest oksijen radikallerinin Gretimini
artirarak oksidan/antioksidan dengeyi bozdugunu ve oksidatif strese neden
oldugunu gostermektedir. Akrilamidin hucrelerde Ozellikle GSH ve GST
aktivite duzeylerini azaltarak oksidan/antioksidan dengeyi oksidanlarin lehine
bozdugu ve bunun sonucunda da hicrelerde oksidatif hasarlanmalar
meydana geldigi bildirilmistir (22, 176,187-197).

Naruszewicz ve ark., gonulll insan deneklerine 4 hafta sireyle 157 mg
akrilamidi gida ile uygulamisglardir. 4 hafta sonra alinan kan o6rneklerinin
biyokimyasal analizlerinde; hsCRP, y-GT, ox-LDL ve IL-6 duzeylerinin dnemli
derecede arttigi, kandan izole edilen monosit, lenfosit ve grantlositlerde asiri
bir SOR Uretiminin meydana geldigi, hucre i¢ci GSH seviyelerinin ciddi
derecede azaldigi tespit edilmistir. Bu aragstiricilar, uzun sure gida kaynakl
akrilamide maruz kalan insanlarda akrilamidin; oksidatif stres, inflamasyon ve
aterosikleroz gelisimini tetikleyebilecegini bildirmiglerdir (197).

insan hepatoma hiicre kiiltiirinde yapilan arastirmalar da; akilamidin
kaltur ortamina ilave edilmesi serbest oksijen radikallerinin Gretimini artirarak
oksidatif strese ve hlcre hasarlanmalarina (gerek oksidatif ve gereksede
genotoksik hasarlanmalar) neden olur. Ancak kultir ortamina akrilamidle
beraber antioksidan Ozellik gosteren curcumin ve hidroksitirosol maddelerinin
katilmasi oksidatif stresi Onledigi ve genotoksik etkileri dnemli derecede
azalttigi tespit edilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da, NAC’nin akrilamidle
beraber uygulanmasinin ratlarda oksidatif stresi baskiladigi ve lenfositlerde
olugsan akrilamid kaynakli genotoksik hasarlanmalari ciddi derecede onledigi
gosterilmigtir (194,195).

Srivastava ve ark. ratlara tek ve tekrarlayan dozlarda akrilamid
uyguladiklari ¢alismalarinda, akrilamid’in beyin dokusunda GST aktivite ve
GSH duzeylerini 6nemli derecede azalttigini, bunun sonucunda ise akrilamid
kaynakli oksidatif hasarlanmalarin meydana geldigini belirtmiglerdir (188).

Suriye Hamsteri Embriyo (SHE) kultird kullanilarak yapilan bir
arastirmada, 0.5 molar akrilamidin 7 gin slreyle uygulanmasi sonrasi

embriyo hucrelerinde bazi morfolojik degisiklikler meydana gelmistir.
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Akrilamid ile N-asetilsistein beraber uygulandiginda morfolojik degisiklikler en
dusuk duzeyde gergeklesmistir. Bir sire butionone sulfoksimin (GSH sentez
inhibitord) uygulanan embriyo kulturine akrilamid ilave edilmesi, ¢ok ciddi
morfolojik degisikliklere neden olmustur. Bu calismada, akrilamidin hicresel
GSH seviyesini azalttigi, akrilamid uygulamasi 6ncesi kultir ortamina
butionone sulfoksimin ilave edilmesinin GSH seviyesini ciddi derecede
dusurdugu, akrilamidle NAC’nin beraber uygulanmasinin hicresel GSH
seviyesini artirdidi sonucuna varilmistir. Bu sonugclar, morfolojik degisikliklerin
derecesinin hlcresel GSH duzeyleri ile énemli bir korrelasyon gosterdigi
seklinde yorumlanmistir (191).

Bjorge ve ark. akrilamid uygulamasi sonrasi meydana gelen asiri
serbest oksijen radikallerinin, akrilamidin DNA'da meydana getirdigi
hasarlanmalarda dnemli bir rol oynadigini belirtmiglerdir. Ancak, antioksidan
vitaminlerin akrilamidle beraber uygulanmasinin, SOR’lar1 ortadan kaldirmasi
nedeniyle akrilamid kaynakli DNA hasarlarini 6nemli dercede azalttigi
sonucuna varmiglardir (190).

Yapilan bir arastirmada, akut dozda akrilamid uygulanan ratlardan
alinan karaciger numunelerinde yapilan analizlerde tiyobarbiturik asit reaktif
ardnlerinin - dizeyini O6nemli derecede artirdigi tespit edilmistir. Lipid
peroksidasyonundaki bu artisin, karaciger GSH duzeylerindeki azalmadan
kaynaklandigi belirtiimigstir (198).

Akrilamid kaynakli oksidatif hasarlanmalari ortaya koymak amaciyla
yapilan en ciddi ¢alisma, Yousef ve El-Demerdash tarafindan yapilmistir. Bu
arastirma erkek ratlara degisik dozlarda akrilamid uygulamasinin farkl
dokularda antioksidan enzim duzeyleri ve lipid peroksidasyonu Uzerine
etkilerini aragstirmak amaciyla yapiimistir. Bu amagla ratlarin igme suyuna
0.5, 5, 25, 50, 250 ve 500 ug/kg vucut agirligi olacak sekilde akrilamid ilave
edilmis ve 10 hafta slreyle uygulanmistir. Akrilamid, plazma protein
seviyelerini ve kreatin kinaz aktivitelerini onemli oranda azaltirken plazma
fosfatazlarinin seviyesini yukseltmistir. Karaciger ve testislerde transaminaz
ve fosfataz aktiviteleri ciddi anlamda duserken laktat dehidrojenaz

seviyesinde herhangi bir degisiklik olmamigtir. Akrilamid uygulanan ratlarda,
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tiyobarbitirik asit reaktifi UrGnlerinde, glutatyon S-transferaz aktivite
duzeylerinde ve plazma, karaciger, testis, beyin ve bobrek dokusu superoksit
dismutaz seviyelerinde, uygulanan akrilamid dozuyla uyumlu bir artig, GSH
dizeylerinde ise ciddi bir dusus tespit edilmigtir. Bu arastirma sonuglari,
akrilamidin toksik etkileri sebebiyle oksidatif strese ve enzim aktivitelerinde
bir dizensizlige sebep oldugunu ve bunun sonucunda da akrilamid kaynakl
doku hasarlanmali meydana geldigi seklinde yorumlanmistir (199). Bizim
yaptigimiz arastirmada da akrilamid uygulamasi sonrasi, ince ve kalin
bagirsak, karaciger dokularinda MDA dulzeyleri ciddi derecede artarken GST
aktivite ve GSH seviyeleri azalmistir. Yousef ve El-Demerdash’in yaptigi
calismada ise, akrilamid uygulamasi sonrasi dokularda GST aktivitesinin
artigi  tespit edilmigtir. Bu sonu¢ bizim bulgularimizla  uyum
gostermemektedir. Bu uyumsulugun, Yousef ve El-Demerdash’in uyguladigi
akrilamid dozlarinin ¢ok disik olmasindan ve uygulama suresinin farkh
olmasindan kaynaklandigini dusunmekteyiz.

Bizim yaptigimiz arastirmada, ratlara gunluk 25 mg/kg dozda akrilamid
21 gun sureyle uygulanmistir. Akrilamid uygulanan gruptan alinan ince
bagirsak ve karaciger doku ornekleri Uzerinde vyapilan histopatolojik
incelemeler, akrilamid kaynakli onemli doku hasarlanmalarinin meydana
geldigini gostermektedir. Ancak Akrilamid+NAC grubu ratlarin histopatoloji
sonuglari, NAC’In akriamid kaynakh doku hasarlarini énemli derecede

azalttigini ortaya koymaktadir.
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6. SONUGC ve ONERILER

Bu arastirmada; akrilamid grubu serum, ince bagirsak ve karaciger
dokusu GSH ve GST aktivite duzeylerinin kontrol grubuna goére ciddi
derecede dustugu, MDA seviyelerinin ise 6nemli derecede artis gosterdigi,
akrilamid+N-asetilsistein verilen ratlarda ise GSH ve GST aktivite
duzeylerinin kontrol grubu degerlerine yaklastigi, MDA'nin ise akrilamid
grubuna gore anlamli derecede azaldidi tespit edilmistir.

Elde edilen biyokimyasal, histopatolojik ve comet analiz sonuglari,
akrilamidin ratlarda oksidatif strese neden oldugunu agikca gdstermektedir.
Akrilamid grubu ratlardan alinan kan drneklerinden elde edilen lenfositlerde,
akrilamidin ciddi derecede genotoksik etki meydana getirdigi gorulmektedir.
Akrilamidin N-asetilsistein ile beraber verildigi ratlarda, N-asetilsisteinin
akrilamid kaynakli genotoksisiteyi 6nemli derecede azalttigi ortaya
konulmustur (Sekil 4.12.).

Akrilamid verilen ratlardan alinan dokularin histopatolojik inceleme
sonuglari, akrilamidin ince bagirsak ve karacigerde onemli derecede doku
hasarina yol actigini gostermektedir. Ratlara N-asetilsistein verilmesi, bu
doku hasarlanmalarini anlamli derecede azaltmistir (Sekil 4.13. ve Sekil
4.14.).

Bu sonugclarin 1s1ginda, gida kaynakh akrilamid toksikasyonlarindan
korunabilmek icin:

1- Gidalar 120 °C’den yuksek sicakliklarda pisiriimemelidir. Eger gidalarin
120 °C’den yuksek sicakliklarda pigiriimesi tercih ediliyorsa, pisirme islemi
uzun surede devam ettiriimemelidir.

2- Ozellikle asparajin amino asidi bakimindan zengin olan gidalarin (patates
gibi) kizartilmasi yerine haslanarak tuketilmesi tercih edilmelidir.

3- Gida kaynakli akrilamide maruz kalan insanlar, sindirim kanali
dokularinda ve karacigerde GST aktivitesini artiran flavonoidlerden zengin
sebze ve meyveleri yeterli miktarlarda ve gunlik olarak tiketmelidir.

4- Gidalar ile viicuda alinan akrilamid GSH ile konjuge edilerek viicud disina
atilirken, genel olarak hucrelerde bir GSH azalmasi meydana gelmekte ve

akrilamid kaynakh bir oksidatif stres olugsmaktadir. Ayrica GSH azalmasi,
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akrilamidin glisidamide doénudsUmuinu hizlandirmaktadir. Glisidamid yuksek
derecede mutajen olan bir molekuldir. Akrilamid kaynakli oksidatif stresin
olusumunu engellemek ve glisidamid kaynakli genotoksisiteyi azaltmak igin
insanlarin, dnemli bir GSH onculi olan sistein amino asidinden zengin
gidalari yeterli miktarlarda ve gunluk olarak tiketmesi gerekir.

5- Surekli gida kaynakli akrilamide maruz kalan insanlarin, genel olarak
vucudun antioksidan kapasitesini artiran maddeleri iceren gidalar (6zellikle
domatesin likopeni, havucun B-karoteni, siyah Uzimun resveratrolu gibi)

gunluk diyetlerinde yeterli miktarlarda tiketmelerini 6zellikle tavsiye ediyoruz.
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