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Oz: Akrilamid genotoksik etkili olup, muhtemel karsinojenler arasinda smiflandiriimistir. Endiistride kullanim
alan1 olan akrilamid, ayrica yiiksek 1sida pisirilen karbonhidrat¢a zengin gidalarda bulunmaktadir. Bu ¢alismanin
amaci, fare kemik iligi hiicrelerinde akrilamidin genotoksisitesine karsi pelargonidin ve gallik asitin etkilerini
ortaya ¢ikarmaktir. Akrilamidin genotoksik etkilerini arastirmak amaciyla kromozomal aberasyon, mikroniikleus
ve mitotik indeks testleri kullanildi. Arastirmada, akrilamidin genotoksisitesine karsi pelargonidin ve gallik asitin
antigenotoksik etkileri ayni yontemlerle ¢alisildi. Aragtirma sonucunda Akrilamidin in vivo klastojenik etkisinin
oldugu saptandi. Akrilamidin bu spesifik etkisinin doza bagli oldugu tespit edildi. Arastirmada, gallik asitin
genotoksik ve sitotoksik etkili olmadigi belirlendi. Kromozomal aberasyon, mikroniikeus ve mitotik indeks
testlerinde gallik asitin, akrilamidin neden oldugu genotoksisite frekansinda énemli derecede diisiise neden oldugu
gozlendi. Pelargonidin’in genotoksik ve sitotoksik etkileri bulunmadi. Bu arastirmada kullanilan kromozomal
aberasyon, mikroniikleus ve mitotoik indeks testleri sonucuna gore, akrilamidin genotoksik ve sitotoksik, gallik
asit ve pelergonidinin ise antigenotoksik etkili oldugu, ayrica gallik asitin pelargonidinden daha giicli

antigenotoksik etki gosterdigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Gallik asit, Pelargonidin, Kromozomal aberasyon, Mikroniikleus, Mitotik indeks

Effects of Pelargonidine and Gallic Acid as Phenolic Compounds on In-vivo
Genotoxicity of Acrylamide

Abstract: Acrylamide is genotoxic and is classified among possible carcinogens. Acrylamide, which has an area
of use in the industry, is also found in carbohydrate-rich foods cooked at high temperatures. The aim of this study
is to reveal the effects of pelargonidine and gallic acid against the genotoxic effect of acrylamide in mouse bone
marrow cells. Chromosomal aberration, micronucleus and mitotic index tests were used to investigate the
genotoxic effects of acrylamide. In addition, the antigenotoxic effect of pelargonidine and gallic acid against the
genotoxicity of acrylamide was investigated by same methods. As a result of the research, it was determined that
acrylamide had a clastogenic effect in vivo. These acrylamide-specific effects were dose-dependent. In this study,
it was determined that gallic acid was not genotoxic and cytotoxic. In chromosomal aberration, micronucleus and
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mitotic index tests, gallic acid caused a significant decrease in the frequency of genotoxicity caused by acrylamide.
The genotoxic and cytotoxic effects of pelargonidine were not found. According to the results of chromosomal
aberration, micronucleus, and mitotoic index tests used in this study, acrylamide was found to have a genotoxic
and cytotoxic effect, gallic acid and pelergonidine had an antigenotoxic effect, and gallic acid had a stronger

antigenotoxic effect than pelargonidine.

Keywords: Acrylamide, Gallic acid, Pelargonidine, Chromosomal aberration, Micronucleus, Mitotic index

1. GIRIS

Gidalarin hazirlanmasi ve dayanikh hale getirilmesi i¢cin ¢ogunlukla 90-200 C arasinda
degisen 1smnin uygulandig cesitli islemlere 6rnegin; pisirme, firmlama, kizartma, kavurma vs.
basvurulmaktadir. Is1 basta olmak {lizere uygulanan bu islemler, gidalarda toksik bilesiklerin
olugsmasia yol acabilmektedir. Gidalara 1s1 enerjisinin uygulanmasi sonucu olusan bu toksik
bilesiklerin en Onemlileri ve en iyi bilinenleri arasinda, heterosiklik aminler, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, N-alkil-N-nitrosamin bilesikleri ve akrilamid sayilabilir. Bu
maddelerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin bulundugu arastirmalarla tespit edilmistir
(Claeys ve ark., 2005).

Akrilamid 1950°1i yillardan itibaren endiistri ve laboratuvarlarda kullanilan bir
maddedir. Akrilamidin canlilara zarar verdiginin tespit edilmesi, konunun ¢ok boyutlu olarak
ele alinmasmin gerekliligini ortaya koymustur. Akrilamid ¢ogu besin maddesinde pisirilme
esnasinda olusabilmektedir. BOyle besin maddelerinin tiiketilmesiyle canlilara ulasan
akrilamid, c¢esitli mekanizmalarla karsinojenik ve norotoksik etkilere neden olmaktadir.
Mutajenik etkileri de bulunan bu madde, Uluslararas1t Kanser Arastirma Ajansi tarafindan
olas1 kanserojenler grubu olan 2A kategorisinde degerlendirilmektedir (Iarc., 1997). Bu
smiflandirma, Akrilamidin hayvanlarda kansere neden oldugunun ispatlanmasina
dayanmaktadir. Cok sayida yapilan ¢calismalarda akrilamidin hiicrelerin makro molekiilleriyle
reaksiyona girdigi, hayvan hiicreleri basta olmak {izere kromozomlarda anomaliler
olusturdugu, diger bir degisle mutasyona neden oldugu gosterilebilmistir (Okur ve Seydim.,
2004). Bu maddenin gidalarin i¢inde bulunan aminoasit ve indirgen 6zellikteki glukoz gibi
sekerlerden, maillard reaksiyonu ile meydana geldigi tespit edilmistir (Mottram ve ark., 2004;
Stadler ve ark., 2002).

Bitkilerde bulunan flavonoidlerin antiinflamatuar, antimutajenik ve antialerjik
ozellikleri bilimsel arastirmalarla ortaya konmustur (Hollman ve ark., 1996). Geleneksel halk
hekimliginde kullanilan bitkilerin bilimsel arastirmalarla onemleri anlagilmis ve tedavide

kullanilmalar1 giindeme gelmistir. Bu durum giiniimiizde fitoterapi bilim dalinin gelismesine
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neden olmustur. Bu bilim dali her gegen giin gelismekte ve 6nemi giderek artmaktadir. Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) verileri, gelismekte olan iilkelerde toplumlarin % 80’inin bu terapi
yontemlerini kullandiklarini ve diinyada 3,3 milyar insanimn tibbi bitkilerden tedavi amaciyla
faydalandigini ortaya koymustur (Celik ve Celik., 2007).

Kimyasal maddelerin mutasyona sebep olup olmadiklarmin belirlenmesi, kisa siirede
yapilabilen genotoksisite testleri ile miimkiin olabilmektedir. Kimyasal bir maddenin
genotoksik veya antigenotoksik olup olmadigmin belirlenmesinde; kromozom aberasyonu
(KA, chromosome aberration, CA), mikronikleus (MN) ve kardes kromatid degisimi (KKD,
sister chromatid Exchange, SCE) testleri kullanilmaktadir (Aksu ve ark., 2008; Anderson.,
1988; Carrano ve Natarajan., 1988; Fenech ve Crott., 2002; Gul ve ark., 2007; Hagmar ve
ark., 1994; Heddle ve ark., 1991; Tucker ve ark., 1993).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda 1s1 islemine tabi tutulmus, sanayide iiretilen, sigara
ve besinlerin genotoksik ve mutajenik etkiye sahip olan akrilamid maddesini igerdigi tespit
edilmistir. Bilimsel arastirmalar ile akrilamidin, somatik ve cinsiyet hicreleri Uzerinde
genotoksik etkileri gosterilmistir. Akrilamid gen ve kromozomlarda kalitsal hasara neden
olmaktadir. insanlarin giinliik hayatinda yaygin olarak karsilasabilecegi ve cesitli yollarla
biinyesine alacagi akrilamidin olumsuz etkilerini azaltacak hatta minimize edecek maddelerin
tespiti oldukca O6nemlidir. Bu nedenle akrilamidin in vivo ve in vitro olarak genotoksik
etkilerini engelleyecek maddelerin kesfedilmesi iizerinde arastirmalar yapilmaktadir. Bu
arastirmada kullanilan fenolik bilesiklerin bu tip etkilerinin saptanmasi, yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine 151k tutabilecegi gibi, ila¢ sanayisinde de kullanilmasinin 6niini
acacag diistiniilmektedir. Etkilerinin ve dozlarinin deney hayvanlari {izerinde gosterilmesi bu
acidan ¢ok Onemlidir. Bu c¢alisma ile, fare kemik iligi hiicrelerinde, Akrilamidin
genotoksisitesi (izerine Pelargonidin ve Gallik asitin antigenotoksik etkilerinin olup

olmadiginin saptanmasi amaclanmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1.Hayvan Materyali

Bu arastrmanin yapilmasi, Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 20.01.2010/ 07 sayili yazilar1 ile uygun goriildii. Caligmada agirliklar1 20-30 g
arasimnda degisen, 8 haftalik erkek, Mus musculus cinsi albino fareler kullanildi. Caligmada,
mikroniikleus sikligi, mitotik aktivite ve kromozomal aberasyon analizinin belirlenmesi
amaciyla toplam 136 adet fare kullanildi. Fareler 121 C’de otoklove edilebilen, polikarbon

malzemeden yapilmis kafeslere 8’li gruplar halinde yerlestirildi. Farelerin beslenmesinde
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normal fare yemi ve ¢esme suyu kullanildi. Yem ve sular ad libitum olarak verildi. Fareler,
20£2 C sicaklik, % 50 bagil neme sahip, sabah 8’den aksam 8’e kadar olan 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik 151k periyotlu laboratuvar kosullarinda barindirildi. Uygulanacak maddelerin
dozu farelerin giinlik agirliklarna gore tespit edildi ve maddeler distile suda ¢oziilerek

intraperinonal yol ile farelere verildi.

2.2.Cahsmada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada farelere uygulanan pelargonidin (CAS no: 134-04-3) Sigma Aldrich’ten,
akrilamid (Sigma, CAS No: 79-06-1), Gallik asit (Sigma, CAS no: 149-91-7), Mitomycin C
(Sigma, CAS No: 50-07-7 ) ve Kolsisin (Sigma cat. No. C9754) temin edilerek kullanild.
2.3.Metot

Kontrol A hari¢ bitiin gruplara ¢ozeltiler distile su dahil 50 pl/10 g fare dozunda
asagida planlandigi sekilde intra-peritonal (i.p) yolla enjekte edildi.
Grup 1. (Kontrol grubu, n=16). Bu grup, negatif grup olarak tutuldu. Ilk 8 fareye higbir
madde verilmedi (Kontrol A). Diger 8 fareye distile su i.p. yolla enjekte edildi (Kontrol B).
Grup 2. Pozitif Kontrol grubu (n=8). Bu grup pozitif deney grubu olarak tasarlandi. Farelere
(i.p) yolla, 24 ve 48 saat dnce 2 mg/kg dozda Mitomycin-C (MMC) enjekte edildi (4 hayvana
13. glinilin baslangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).
Grup 3. 25 mg/kg akrilamid grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 25 mg/kg dozdaki akrilamid
i.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger 4
hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).
Grup 4. 25 mg/kg akrilamid + 3mg/kg pelargonidin grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14 giin
boyunca, giinliik 3 mg/kg dozda pelargonidin i.p yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde
farelerin agirliklarina gére 25 mg/kg dozda akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana
13. giiniin baglangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).
Grup 5. 25 mg/kg akrilamid + 100 mg/kg aallik asit grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14 gin
boyunca, glinluk 100 mg/kg dozda gallik asit i.p yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde
farelerin agirliklarma gore 25 mg/kg dozda akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana
13. gliniin baslangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).
Grup 6. 50 mg/kg akrilamid grubu (n=8) Bu gruptaki 8 fareye 50 mg/kg dozdaki akrilamid
i.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger 4
hayvana da 14. giiniin baglangicinda verildi).
Grup 7. 50 mg/kg akrilamid + 3mg/kg pelargonidin grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14 gin
boyunca, giinlik 3 mg/kg dozda pelargonidin i.p yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde
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farelerin agirliklarina gore 50 mg/kg dozda akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana
13. giiniin baglangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baglangicinda verildi).

Grup 8. 50 mg/kg akrilamid + 100 mg/kg gallik asit grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14
giin boyunca, giinliilk 100 mg/kg dozda gallik asit i.p yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. gilinde
farelerin agirliklarina gore 50 mg/kg dozda akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana
13. giiniin baslangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baglangicinda verildi).

Grup 9. 100 mg/kg akrilamid grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 100 mg/kg dozdaki
akrilamid i.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda,
diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 10. 100 mg/kg akrilamid + 3mg/kg pelargonidin grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14
giin boyunca, giinliik 3 mg/kg dozda pelargonidin i.p yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde
farelerin agirliklarina gore 100 mg/kg dozda akrilamid verilip 24-48 saatlik etkisine beklendi
(4 hayvana 13. giiniin baslangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).
Grup 11. 100 mg/kg akrilamid + 100 mg/kg gallik asit grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14
giin boyunca, giinliik 100 mg/kg dozda gallik asit i.p yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde
farelerin agirliklarina gore 100 mg/kg dozda akrilamid verilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana
13. glinilin baslangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 12. 150 mg/kg akrilamid grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 150 mg/kg dozdaki
akrilamid i.p yolla enjekte edilip, 24-48 saat beklendi (4 hayvana 13. giiniin baslangicinda,
diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 13. 150 mg/kg akrilamid + 3mg/kg pelargonidin grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14
giin boyunca, giinliik 3 mg/kg dozda pelargonidin i.p yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde
farelerin agirliklarina gore 150 mg/kg dozda akrilamid verilip 24-48 saat beklendi (4 hayvana
13. giiniin baglangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 14. 150 mg/kg akrilamid + 100 mg/kg gallik asit grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14
giin boyunca, giinliik 100 mg/kg dozda gallik asit i.p yolla verildi. Ayrica 13. ve 14. giinde
farelerin agirliklarina gore 150 mg/kg dozda akrilamid verilip 24-48 saat beklendi (4 hayvana
13. gliniin baslangicinda, diger 4 hayvana da 14. giiniin baslangicinda verildi).

Grup 15. 100 mg/kg gallik asid grubu (n=8) Bu gruptaki 8 fareye 14 gin boyunca, gunlik
olarak 100 mg/kg dozda gallik asit i.p yolla verildi.

Grup 16. 3 mg/kg pelargonidin grubu (n=8). Bu gruptaki 8 fareye 14 giin boyunca, giinlik
olarak 3 mg/kg dozda pelargonidin i.p yolla verildi.
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2.3.1.Kromozomal Inceleme ve Mitotik indeksin Tespiti

Biitlin gruplardaki farelere 15. giiniin baslangicinda, 6tanaziden 2 saat 6nce 4 mg/kg
dozunda kolsisin i.p olarak enjekte edildi. Hayvanlara eter ile anestezi uygulandi. Anestezi
altindayken servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi uygulanip, femur kemikleri ¢ikartildi.
Femur kemiklerinden biri kromozomal aberasyon ve mitotik indeksin tespitinde, digeri ise
mikroniikleus testinde kullanildi. Her iki femura ait kemik iligi enjektor yardim ile santrifiij
tiiptine aktarildi (igerisinde 3 ml fotal dana serumu bulunan). Femur 6rneklerinden birine ait
tiipler, 1100 rpm’de 10 dakika santriflij edildi ve slipernatant atildi. Dipte kalan hiicreler 20-
30 dakika hipotonik ¢ozeltide bekletildi. Santrifiij isleminden sonra carnoy fiksatifinde 3 kez
fikse edilerek lamlara yayildi. Mitotik aktivite ve kromozomal aberasyon igin metafaz
preparatlar1 Preston’a gore laboratuvar ve calisma kosullarimiz g6z oniinde bulundurularak
yapildi (Preston ve ark., 1987). Yayma isleminden sonra lamlar kurutuldu ve %10’luk giemsa
ile 10 dakika boyandi. Her hayvan 6rneginden rastgele 1000 hiicre sayildi. Sayilan hiicrelerin
icerisinde metafaz sathasinda olanlarmm adetleri tespit edilerek, yiizdeleri belirlendi.

Kromozomal aberasyonu tespit etmek i¢in 100 metefaz incelendi.

2.3.2.Mikronukleus Testi

Femur kemigindeki kemik iligi enjektor yardimi ile igerisinde 3 ml dana serumu
bulunan santrifiij tiipiine aktarild1. Icerisinde kemik iligi numunesi bulunan tiipler 2000 rpm
de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar1 atildi. Dipte kalan kisim lamlara yayildi,
kurutuldu ve metil alkolde 10 dakika fikse edildi. Kemik iligi preparatlar1 ilk kez Schmid
tarafindan gelistirilip, laboratuvar ve calisma kosullarimiza gore uyarlanan bir yontem ile
hazirland1 (Schmid., 1975). Fikse edilmis preparatlar siras1 ile % 0,25’lik, % 0,125’lik May
Grunwald boyasi ile 5 dakika, giemsa boyasi ile 30 dakika boyandi. Her preparattan rastgele
1000 adet PCE (poli kromatik eritrosit) sayildi. Bunlarin icerisinde MNPCE (mikroniikleuslu

polikromatik eritrosit)’lerin sayilar1 belirlenerek, yiizdeleri ¢gikartildi.

2.4.Istatistik Analiz

Tum istatistiksel analizler Windows 95 GraphPad Instat 3.05 (GraphPad Software, San
Diego California USA) kullanilarak yapildi. Kimyasallarla muameleli gruplar ve negatif
kontroller arasinda farkliligin tespiti i¢in Dunnett t testi kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla regresyon ve korelasyon
analizleri yapildi, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulundu ve regresyon

dogrusu ¢izildi.
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3. BULGULAR
3.1.Kontrol ve deney gruplarinin fare kemik iligi hiicrelerinde kromozomal aberasyon
Uzerindeki etkileri

Farelere intraperitonal yolla akrilamid (AA), pelargonidin (PG), gallik asit (GA) ve
(MMC) enjeksiyon yapildiktan sonra, her doz grubundan elde edilen preparatlardan metafaz
sathasinda olan toplam 100 hiicre 24 saatlik etki siiresi i¢in, 100 hiicrede 48 saatlik etki siiresi
icin sayildi. Bu 100 hiicre igerisinde gdzlemlenen yapisal kromozom sayilari belirlenerek
Tablo 3.1 ve Resim 3.2” de gosterilmistir.

Akrilamidin uygulanan dozlar1 (25-50-100-150 mg/kg), 24-48 saatlik muamele
stiresinde kromozomal aberasyon yiizdesini negatif kontrole gore artirdig: tespit edildi. Bu
artisin pozitif kontrol grubundaki sayr kadar olmadig1 gézlendi. G6zlenen yapisal kromozom
anormallikleri kromozom kirigi, kromatid kirigi, fragment, disentrik kromozom ve kardes
kromatid birlesimi seklinde oldugu tespit edildi. Yapisal kromozom anormallikleri
Akrilamidin doz artigina bagl olarak arttig1 goriildii.

Farelere uygulanan pelargonidin ve gallik asitin 24-48 saatlik muamele suresinde,
negatif ve pozitif kontrolle kiyaslandiginda yapisal kromozom anormalliklerine neden
olmadig, diger bir degisle herhangi bir genotoksisitelerinin bulunmadigi saptandi.

Akrilamid ile birlikte uygulanan pelargonidinin kromozomal aberasyon yiizdesini
diistirmedigi gozlendi. Fakat akrilamid ile birlikte uygulanan gallik asit 24-48 saatlik etki
stiresince, kromozomal aberasyon yiizdesini diistirdiigii tespit edildi. Kromozomal anomaliler

Resim 3.1°de goriilmektedir.

Tablo 3.1: Kontrol ve Deney Gruplarinda 24-48 Saat Sonra Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde

Rastlanan Kromozom Anormallik Cesitleri (sayilan 100 hiicrede) ve Yiizde Toplamlari

Muamele Toplam
0,
Gruplar Stiresi Muame/lek Dozu | i Kk F DSK | KKB To[[’)lam KA *SEM(%)
(Saat) (mg/kg) (%) | (24-48
saat) (%)
Negatif A - - 1 - 2 3 3 3.07+0.04
- - - - - - - 1.01+0.00
Negatif B 24 1
48 - - 1 1 - 2
24 2 6 10 6 8 28 58
685 68.4+0.14
MMC 48 2 12 17 9 10 31 79
24 25 2 1 1 1 6 11 17
48 25 4 4 3 2 10 23 16.95+0.06™
24 50 3 2 2 3 7 17 285
48 50 5 7 4 6 18 40 ' 28.52+0.06*
24 100 3 4 2 4 8 21 325
48 100 4 9 9 7 16 44 ‘ 32.65+0.13*
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AA 24 150 5 10 3 7 7 32 195
48 150 7 10 7 18 25 67 49.57+0.04*
24 25AA+3PG 2 2 1 1 6 12 18
48 25 AA+3PG 4 5 2 2 11 24 18+0.40*
24 50AA +3PG 2 1 3 5 7 18 a1
48 50 AA+3PG 6 7 5 7 19 44 31.25+0.47*
AALPG 24 100 AA+3PG 3 3 3 5 8 22 245
48 100 AA+3PG 8 9 7 8 15 47 34.17+0.11*
24 150 AA+3PG 5 6 5 6 10 32 19
48 150 AA+3PG 8 6 13 9 30 66 48.25+0.47*
24 25 AA+100GA 2 1 - - 3 6
48 55 5.4+0.04*
25 AA+100GA 1 1 - - 3 5
24 50 AA+100GA 1 1 1 1 3 7
28 50 AATI00GA | 2 1 1 7 |1z | 135 | 13572004
AA+GA 24 100 AA+100GA 2 1 1 2 3 9 165
48 100 AA+100GA 5 3 3 3 10 24 16.5+0.07*
24 150 AA+100GA 2 2 1 6 10 21
48 150 AA+100GA 2 1 2 3 22 30 255 25.32+0.08*
oG 24 3 - - - - - - o5
48 3 - - - - 1 1 ' 0.82+0.16
A 24 100 - - - - - - o5
48 100 - - - - - 1 : 0.42+0.04

KK: Kromozom kirigi, Kk:Kromatid kirig1, F: Fragment, DSK: Disetrik kromozom

KKB: Kardes kromatid birlesmesi, * : p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark dnemli.
A

":t“'

- 40'

Resim 3.1. A:Fareye ait normal metafaz Ornegi, B: Muamele goérmiis fare kemik iligi
hiicrelerinde kardes kromatid birlesmesi, C: Muamele gérmiis fare kemik iligi hiicrelerinde
disentrik kromozom, D: Muamele gérmiis fare kemik iligi hiicrelerinde kromozom kirigi, E:
Muamele gormiis fare kemik iligi hiicrelerinde kromatid kirigi, F: Muamele gormiis fare

kemik iligi hiicrelerinde fragment (x1000)
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1 2
AA gruplari arasindaki kromozomal AA+ PG ve PG gruplari arasindaki
aberasyon oranlar1 2 kromozomal aberasyon oranlari

AA+GAve GA gruplarl arasindaki
kromozomal aberasyon oranlar1

Resim 3.2: 1:Akrilamidin deglslk dozlar1 (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarlmn fare
kemik iligi hiicrelerinde, kromozom aberasyon oranlar1 (A: N.Kontrol, B: 25AA, C: 50AA, D:
100AA, E: 150AA, F: MMC). 2:AA+ PG ve PG gruplari arasinda fare kemik iligi
hiicrelerinde, kromozom aberasyon oranlar1 (A:Pelargonidin, B:25AA+P, C:50AA+P,
D:100AA+P, E: 150AA+P). 3: AA+GA ve GA gruplar1 arasinda fare kemik iligi
hlcrelerinde, kromozom aberasyon oranlar1 (A: Gallik Asit, B: 25AA+GA, C:50AA+GA,
D:100AA+GA, E: 150AA+GA). 4:Akrilamidin fakli konsantrasyonlar1 ile kromozomal

[ L

aberasyon arasindaki regresyon (r= 0,96) ¢izelgesi

3.2. Kontrol ve Deney Gruplarinin Fare Kemik ligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite
Oranlan

Farelere intraperitonal yolla AA, PG, GA ve MMC enjeksiyon yapildiktan sonra, her doz
grubundan elde edilen preparatlardan rasgele toplam 1000 hiicre 24 saatlik etki slresi igin,
1000 hiicre de 48 saatlik etki siiresi i¢in sayildi. Bu 1000 hiicre icerisinde gdzlemlenen

metafaz sayilari belirlenerek Tablo 3.2 ve Resim 3.3 ‘te gosterilmistir.
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Tablo 3.2: Kontrol ve Deney Gruplarinda 24-48 Saat Sonra Fare Kemik iligi Hiicrelerinde

Mitotik Aktivite Oranlari

Toplam
Muamele Metafaz Metafaz hiic. M?:I?Z
Gruplar Suresi Top.Hiic hticre orani (‘;_4-48 +SEM(%)
0,
(Saat) sayisi ortalamasi (%) saat)
(%)
. 24 1000 80 8 8.1
Negatif Kontrol A 18 1000 82 82 8.140.04
. 24 1000 83 83
Negatif Kontrol B 8 1000 a5 85 8.4 8.37+0.08
24 1000 16 16 15 1.42+0,04
P.Kontrol (MMC) 2mg/kg 8 1000 12 12
24 1000 78 78 775 7.73%0.01
PG 3mg/kg 48 1000 77 77
24 1000 77 77 7.65 7.64+0.00
GA 100mg/kg 48 1000 76 76
oo/ AR 24 1000 60 6 6.05 6.04+0,00*
9/kg 48 1000 61 6.1
ComaTkaAA 24 1000 40 4 4.05 4.02+0.01*
mo/kg 48 1000 a1 41
oOmO/aAA 24 1000 30 3 29 2.77+0.06
9kg 48 1000 28 28
OmO/AA 24 1000 26 26 245 2.44%0.00"
ma/kg 48 1000 23 23
24 1000 61 6.1 6.15 6.13+0.00*
25mg/kg AA+3mg/kgPG 8 1000 2 62
24 1000 41 41 4.05 4.07%0.00
50mg/kgAA+3mg/kgPG 78 1000 70 7
24 1000 33 33 3.5 3.25+0.00*
100mg/kgAA+3mg/kgPG 8 1000 2 32
24 1000 23 23 24
150mg/kgAA+3mg/kgPG 48 1000 25 25 2.6+0.10%
24 1000 72 72 7.15
25mg/kgAA+100mg/kgGA 48 1000 71 71 7.1240.00%
24 1000 52 52 5.5
50mg/kgAA+100mg/kgGA 48 1000 53 53 5.2340.01*
100mg/kgAA+100mg/kgGA 24 1000 42 42 45
mg/kg ma/kg 48 1000 48 48 4.3+0,09*
24 1000 36 36 355
150mg/kgAA+100mg/kgGA 8 1000 35 35 3.5240.01*

* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.

18




Aksu Kiligle & Dogan / Caucasian Journal of Science 7 (1), (2020), 9-27

AA gruplar: arasindaki
mitotik indeks oranlari

AA+ PG ve PG gruplari arasindaki

2
I mitotik indeks oranlari
3 8 4
AA+GA ve GA gruplar arasindaki
; mitotik indeks oranlar: | W
, I I e

IR EEEEEEE EE I R EEE R

Resim 3.3: 1:Akrilamidin degisik dozlar1 (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarmin fare
kemik iligi hiicrelerinde, mitotik indeks oranlar1 (A:N.Kontrol, B:25AA, C:50AA, D: 100AA,
E: 150AA, F-MMC). 2:AA+ PG ve PG gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde,
mitotik indeks oranlar1 (A:Pelargonidin, B:25AA+PG, C:50AA+PG, D:100AA+PG,
E:150AA+PG). 3:AA+GA ve GA gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde, mitotik
indeks oranlar1 (A: Gallik Asit, B:25AA+GA, C:50AA+GA, D:100AA+GA, E:150AA+GA).
4:Akrilamidin fakli konsantrasyonlar1 ile mitotik indeks arasindaki regresyon (r= - 0,91)

cizelgesi

3.3. Kontrol ve deney gruplarinin fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus sikhgi
tzerindeki etkileri

Farelere intraperitonal yolla AA, PG, GA ve MMC enjeksiyon yapildiktan sonra, her
doz grubundan elde edilen preparatlardan rastgele toplam 1000 PCE (polikromatik eritrosit)
24 saatlik etki siiresi i¢in, 1000 PCE (polikromatik eritrosit) 48 saatlik etki siiresi i¢in sayildi.
Bu 1000 PCE igerisinde gézlemlenen MNPCE sayilar tespit edilerek Tablo 3.3 ve Resim 3.5’

te gosterilmistir.
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Tablo 3.3: Kontrol ve Deney Gruplarmin Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus

Siklig1

Toplam
Gruplar M%zgt{ile Toplam PCE | MNPCE (':Ar’:nF:Co/E Mgigs‘;;‘)'“ +SEM(%)

(%)

Negatif kontrol A jg 1888 28 2 3 3.220.10
Negatif Kontrol B ig 1888 2‘21 2‘21 33 3.4550.06
P.Kontrol (MMC) 2mg/kg ig 1888 ;31 331 26.1 26.47+0.13
PG 3mg/kg ig 1888 gg g; 32 3.45:0.11
GA 100mg/kg ig 1888 31 gi 31 3.27+0.08
25mg/kg AA ig 1888 38 21 4 4.25+0.10%
50mg/kgAA ig iggg gg 5(.58 5.9 5.67+0.08*
100mg/kgAA ig 1888 182 1%;)1 10.05 10.06+0.00*
150mg/kgAA ig 1888 1;? 1;:3 17.75 17.7620.00*
25mg/kg AA+3mg/kgPG ig 1888 32 4‘.11 4.05 4.06+0.00*
50mg/kgAA+3mg/kgPG ig 1888 23 2? 58 5.670.19%
100mg/kgAA+3mg/kgPG jg 1888 183 1&2 101 10.35:0.11%
150mg/kgAA+3mg/kgPG ig 1888 1;2 i;g 175 17.670.08*
25mg/kgAA+100mg/kgGA i;‘ 1888 gg 32 38 3652018
50mg/kgAA+100mg/kgGA ig 1888 ﬁ ﬁ 415 4.16£0.00*
100mg/kgAA+100mg/kgGA ig 1888 gi g:i 9.45 9.50£0.02*
150mg/kgAA+100mg/kgGA Zg 1888 122 1?4 162 16.37%0.08*

PCE: Polikromatik eritrosit, MNPCE: Mikronlkleuslu polikromatik eritrosit
* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli.

Asagidaki resimlerde PCE, NCE ve MNPCE’ler gosterilmistir (Resim 3.4).

Resim 3.4: 1: Muamele géormemis fare kemik iliginde mikroniikleuslu olmayan PCE ve
NCE’ler (x1000). 2: Deney grubu farelerin kemik iliginde MNPCE ve normal PCE ve
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NCE’ler (x1000). 3: Deney grubu farelerin kemik iligi hiicrelerinde 3 mikroniikleuslu PCE
(x1000).

1 2

AA gruplar arasindaki . AA+ PG ve PG gruplari arasindaki
mikroniikleus oranlari . mikroniikleus oranlari I

3

> AA+ GAve GA gruplari arasindaki 5 - -
3 mikroniikleus oranlari : P .

Resim 3.5: 1:Akrilamidin degisik dozlar1 (25-50-100-150 mg/kg) ve kontrol gruplarinin fare
kemik iligi hiicrelerinde, mikroniikleus oranlar1 (A:Nkontrol, B:25AA, C:50AA, D:100AA, E:
150AA, FEMMC. 2:AA+ PG ve PG gruplar1 arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde,
mikroniikleus oranlar1 (A:Pelargonidin, B:25AA+PG, C:50AA+PG, D:100AA+PG, E:
150AA+PG). 3:AA+GA ve GA gruplari arasinda fare kemik iligi hiicrelerinde, mikro niikleus
oranlart (A:Gallik Asit, B:25AA+GA, C:50AA+GA, D:100AA+GA, E:150AA+GA).
4:Akrilamidin fakli konsantrasyonlar1 ile mikro niikleus arasindaki regresyon (r=0,98)

cizelgesi

4. TARTISMA VE SONUC

Hayvanlar {izerinde yapilan bir¢ok ¢alismada akrilamidin karsinojen ve mutajen
etkilerinin oldugu belirlenmistir. Akrilamid insanlar i¢in ise muhtemel karsinojen ve mutajen
olarak tanimlanmaktadir (Besaratinia ve Pfeifer., 2005).

Isveg'te yapilan arastirmalarda, diger faktdrler de dikkate alindiginda akrilamid
almmmnm bir giinde 100 pg'a kadar cikabilecegi tespit edilmistir. Gidalar disginda da
insanlarin akrilamide maruz kalabilecegi bilinmektedir. Ornegin, ambalaj materyalinde ve

kozmetik drlnlerinde de diisiik miktarlarda akrilamid bulunmaktadir. Bir sigaranmn 1-2 pg
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akrilamid olusturdugu dikkate alindiginda, sigaranin bu agidan daha fazla 6nem arz ettigi
sOylenebilir (Burdurlu ve Karadeniz., 2006; Von Muhlendahl ve Otto., 2003).

Akrilamidin gidalarda bulunusu ve bir¢ok yolla bu maddeye maruz kalma riskinin
saptanmasi, insanlarmn akrilamide olan ilgilerini arttirmis olup, bu maddenin zararh etkileri ile
bu zararlara karsi almabilecek Onlemler {izerine ilgiyi artirmis ve bu konuda ¢aligmalarin
hizlanmasina neden olmustur. Bu maddenin zararl etkilerinin ortaya konulmasi amaciyla in
Vivo Ve invitro deneylerin yapilmasi 6nem kazanmistir.

Polifenollerin serbest radikal yakalayici bilesikler oldugu ve bu bilesiklerin
antioksidan 6zellik gosterdikleri bildirilmektedir (Delazar ve ark., 2005; Hollman ve ark.,
1996; Kukic ve ark., 2006). Bu durum ¢ok sayida arastirmayla gosterilmistir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan etkiye sahip olduklar1 bildirilmis ve daha O6nce yapilan ¢aligmalar
cesitli arastiricilar tarafindan desteklenmistir (Haznagy-Radnai ve ark., 2006; Matkowski ve
Piotrowska., 2006). Bu arastirma sonucuna gore akrilamidin kromozomlarda olusturdugu
hasar1 fenolik bilesikler engelleyebilmektedir. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda serbest
radikalleri engelleyici etkileri veya diger mekanizmalar bir rol oynayabilir. Serbest radikal
yakalayici maddelerin antioksidan enzimlerin sentezini artirdiklari, DNA iplikleri arasinda
capraz bag olusumunu engellemek suretiyle mutasyon olusumunu bloke ettikleri, DNA’nin
tamir mekanizmasini uyardiklar1 ve sitokrom P-450 gibi birgcok enzimin sentezini
dizenledikleri bildirilmektedir (Bianchini ve Vainio., 2001; Sowjanya ve ark., 2009; Khanum
ve ark., 2004).

Mutajenik ya da klastojenik etkiye sahip olan genotoksik ajanlarda doz-cevap iliskisi
arasinda dogrusal bir baglant1 s6z konusudur. Boyle mutajenik ajanlardan biri de akrilamiddir.
Bu c¢alismada akrilamidin dozunun artisiyla birlikte genotoksik etkide de bir artma
goriilmiistiir. Akrilamidin genotoksik etkisi bu ¢aligmanin disinda ¢ok sayida gergeklestirilen
diger mikroniikleus ¢aligmalar1 ile de ortaya konmustur (Paulsson ve ark., 2002; Cao ve ark.,
1993). Akrilamidin mutajenik etkilerinin gdsterilmesinde diger testlerden de yararlanilmistir.
Insan lenfosit kiiltiirii kromozomal aberasyon, mikroniikleus testi, Ames testi, SCE testi gibi
diger test sistemlerinde akrilamidin ac¢ik bir sekilde klastojenik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Abramsson-Zetterberg., 2003).

Mei ve ark. fare lenfoma hicrelerinde glisidamid (GA) ve akrilamidin genotoksik
etkilerini calismislardir. Hiicreleri 2-18 mM AA ve 0,125-4 mM GA ile muamele etmisler ve
kromozomal aberasyon gibi ¢esitli genotoksisite testleri ile sonug¢lar1 degerlendirmislerdir.

Akrilamidin metaboliti olan glisidamid ve akrilamid arasinda genotoksisite karsilagtirmasi
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yapmislardir. Sonuglarina gore, fare lenfoma hiicrelerinde glisidamid, akrilamide gore daha
mutajenik oldugunu tespit etmislerdir (Mei ve ark., 2008).

Adler ve ark. 50-150 mg/kg dozundaki akrilamidin i.p olarak verilen farelerin, kemik
iligi hiicrelerindeki mikroniikleus sikliginda uygulanan doza bagl olarak artma gozlemis ve
100 mg/kg akrilamid uygulamasindan 24 saat sonra da en yiiksek seviyeye ulastigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada da benzer bulgular gézlenmistir (Adler ve ark., 2002).

Titenko-Holland ve ark. 50 mg/kg dozundaki akrilamidi i.p. olarak farelere bes giin
boyunca uygulamislar. Akrilamidin morfolojik olarak normal ve anormal embriyolardaki
mikroniikleus iceren hiicrelerin sikligin1 negatif ve pozitif kontrolle kiyasladiklarinda 10-20
kat artisa sebep oldugunu tespit etmislerdir (Titenko-Holland ve ark., 1998).

Dobrzynska ve ark. X 1sm1 ve akrilamidi birlikte kullanarak mutajenik etkisini
incelemislerdir. Bu calismada fare kemik iligi mikroniikleus testini kullanmiglardir.
Calismanin sonucunda, akrilamidin X 1511 ile birlikte uygulanmasinin fare kemik iligi
polikromatik eritrositlerinde mikroniikleus olusumunu 6nemli derecede arttirdigini tespit
etmislerdir (Dobrzynska ve ark., 1990).

Paulsson ve ark. yaptiklari caligmalarinda, 100 mg/kg akrilamidi fare ve Sprague
Dawley cinsi sicanlara i.p. olarak uyguladiktan sonra farelerin dolasim kaninda, si¢anlarin da
kemik iliginde mikroniikleus olusum sikligini incelemislerdir. Arastirma sonucunda farelerde
mikroniikleus sikliginda artis gozlerken, sicanlarin kemik iliginde akrilamidin mikroniikleus
sikligini etkilemedigini tespit etmislerdir (Paulsson ve ark., 2002).

Abramsson-Zetterberg uygulanan akrilamidin bir seri diisiik dozunun fare periferal
kaninda mikroniikleus testi ile etkisini incelemis ve deneylerde kontrole kiyasla uygulanan
tim dozlarda mikroniikleuslu eritrositlerin sikliginda belirgin bir artis gozlemistir
(Abramsson-Zetterberg., 2003).

Yang ve ark. farelere gavaj yolu ile uyguladiklar1 akrilamidin dolasim kaninda 72.5,
100 ve 145 mg/kg dozlarinda mikroniikleus sikliginda artis gozlemislerdir. Bu artigin
istatistiksel olarak Onemli oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica sigan testislerine akrilamidin
toksik etkisini arastrmuglardir. Akrilamidin sperm kalitesini etkiledigini ve sperm
konsantrasyonunu azalttigin1 goérmiiglerdir. Akrilamidin histopatolojik doku bozukluguna
neden oldugunu bulmuslardir. Akrilamidin toksik etkisi nedeniyle leydig hiicresinin
oldiigiinii, sperm noksanliklarinin ve ¢esitli histopatolojik anormalliklerin meydana geldigini
gozlemlemislerdir (Yang ve ark., 2005).

Roy ve ark. streptozotocin ile diabet olusturulan ratlarda hiperglisemi ve oksidatif

hasara karsi pelargonidinin etkisini incelemislerdir. Ratlara ip yolla 3mg/kg dozda

23



Akrilamidi in-vivo Genotoksisitesi Uzerine Fenolik Bilesiklerden Pelargonidin ve Gallik Asidin Etkileri

pelargonidin verip oksidatif stres ve hiperglisemi yoniinden arastirmiglardir. Calismanin
sonucunda pelargonidin enjekte edilen ratlarda oksidatif stresin azaldigini ve hipergliseminin
onlendigini rapor etmislerdir (Roy ve ark., 2008).

Yener ve Dikmenli, Sprague Dawley cinsi erkek ratlara akrilamidin 125-150-175
mg/kg tek oral doz olarak uygulamislardir. Uygulamadan 48 saat sonra kemik iligi
orneklerinde MNPCE oranlarina bakmislardir. Ratlara gavaj yolu ile tek doz olarak verilen
akrilamidin kemik iligi hiicrelerinde MNPCE sayisin1 artirdigini rapor etmiglerdir (Yener ve
Dikmenli., 2009).

Padma ve ark. lindan’in neden oldugu hepatik ve renal toksisiteye karsi gallik asidin
koruyucu etkisini arastirmiglardir. Karaciger hasar1 SGOT, SGPT ve ALP gibi hepatik
serumun marker enzimleri ve histopatolojik gozlemlerle degerlendirilmistir. Bobreklerdeki
hasar histopatolojik incelemelerle ve kreatin ve iire gibi serum markerlariyla gozlenmistir.
Lindan ile uygulama, lipid peroksidasyon seviyesini arttirmistir. Lindan uygulamasiyla
birlikte karaciger ve bobrek dokularinda da histolojik degisiklikler gdzlenmistir. Gallik asitin
ayni anda uygulanmasi, lindannin neden oldugu karaciger ve bobrekteki degisiklikleri,
LPO’da, serumun marker enzim aktivitesindeki diisme ve antioksidan seviyelerinde énemli
Olciideki artisla onlemistir. Bu sonuglar, gallik asitin rat karaciger ve bobregindeki lindanin
neden oldugu oksidatif hasar iizerine koruyucu etkisi oldugunu géstermektedir (Padma ve
ark., 2011).

Alzahrani, farelerin viicut ve esey hiicrelerinde akrilamidin meydana getirdigi DNA
hasarma kars1 L-karnitinin koruyucu etkisini aragtrmistir. Fare kemik iligi hiicrelerinde,
mikroniikleus, kromozomal aberasyonuna ve sperm morfolojisi parametreleri incelenmistir.
Fareleri ii¢ gruba ayirarak, oral yolla 10, 20 ve 30 mg/kg akrilamidi uygulamis ve 24 saat
sonra fare kemik iligi numunesi alarak kromozomal aberasyon ve mikroniikleus oranlarini
rapor etmistir. Diger taraftan iki L-karnitin grubu olusturarak 1-2 hafta boyunca oral olarak
100-200 mg/kg ‘lik L-karnitin uygulamas: yapmustir. Bu siireler sonunda 10 mg/kg akrilamid
uygulamis ve mikroniikleus, kromozomal aberasyon ve sperm anomalisi parametrelerine
bakmustir. Arastirict yalnizca 10, 20 ve 30 mg/kg akrilamid uyguladig1 fare kemik iligi
hiicrelerinde doza bagl olarak hem mikroniikleus hemde kromozomal aberasyonlarda artis
saptamistir. DiZer taraftan L-karnitin verilmis gruplarda, akrilamid verilen ve kontrol
gruplarma gore mikroniikleus ve kromozomal aberasyon oranlarinda bir azalma meydana
geldigini gozlemlemistir. Ayrica akrilamid verilen gruplarda, morfolojik olarak sperm
anomalisi artarken, L-karnitin ile birlikte uygulanan akrilamid gruplarinda sperm

anomalilerinde azalma kaydedilmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar 15181 altinda,
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akrilamidin mutajenitesine karsi L-karnitinin koruyucu etkisinin oldugunu anlasilmaktadir
(Alzahrani., 2011).

Sonug olarak, degisik dozlarda akrilamid uygulanan farelerin, kemik iligi hiicrelerinde
kromozomal aberasyon sayis1 ve mikroniikleus olusumunda artig, mitotik indekste ise diisiis
yaptig1 ve akrilamidin 6zellikle yiiksek dozlarda DNA kiriklarina sebep oldugu sdylenebilir.
Calismada uygulanan pelargonidin dozlarinin akrilamidin genotoksisitesini fazla dnlemedigi,
gallik asit uygulanan dozlarin ise genotoksisiteyi Onledigi ve bu nedenle gallik asitin

akrilamidin olusturdugu genotoksisiteyi azaltmada kullanilabilecegi ileri siiriilebilir.
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