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Akrilamidin Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773) Uzerindeki Genotoksik Etkileri
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Akrilamid genotoksik etkili olup, olas1 karsinojenler arasinda smiflandirilmistir. Akrilamid, molekiiler
biyoloji laboratuvarlarinda, boya sanayiinde, yapistirici imalatinda ve kozmetikte yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica yiiksek 1sida iiretilen gidalarda ortaya ¢ikmaktadir. DNA ile etkilesime girdigi
bilinmekte olup, bu etkilesimin mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Insanlarda oldugu kadar deney
hayvanlarinda da nérotoksik ve mutajenik etkilidir. Ttim bunlara ilave olarak karsinojenik etkili oldugu da
gosterilmistir. Bu calismada, su ortamlarinda kabul edilebilir degerlerin iizerindeki akrilamidin Capoeta
capoeta tizerindeki genotoksik etkileri, mikroniikleus yontemi ile ortaya konmasi amaglanmistir. Baliklar;
negatif kontrol grubu, pozitif kontrol grubu [20 mg/kg cyclophosphamide (i.p)] ve deneme gruplari (10, 20
ve 30 mg/l) olmak tizere bes gruba ayrildi. Akrilamidin Capoeta capoeta lizerindeki genotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in mikroniikleus (MN) testi kullanilds. Istatistiksel analizler neticesinde akrilamid uygulanan
gruplarda mikroniikleus sayilarinin kontrol grubuna gore arttigi, bu artisin da konsantrasyon artisiyla
paralellik gosterdigi saptanmis olup, ¢aligma sonuclari, 6nceki ¢alismalarla benzerlik gostermektedir.
Uygulanan akrilamid konsantrasyonlarinin, negatif kontrol grubuna nazaran, konsantrasyon artisina bagli
olarak mikronukleus frekansini artirdigi, fakat bu artisin pozitif kontrol grubundaki kadar olmadigi
belirlendi. Elde edilen veriler, akrilamidin Capoeta capoeta 6zelinde olmak iizere genotoksik etkisi
oldugunu ortaya koymus olup; baliklarin insanlar i¢in temel protein kaynaklari olmasi sebebiyle de en iist
omurgali gruplarina kadar etkileyebilecegi de agiktir. Besin maddelerini bu denli etkileyen kimyasallarin
kullaniminin diizenlenmesi baglaminda gelecek caligsmalar igin 151k olusturabilecek bir veri tabani olmasi
bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
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The Genotoxic Effects of Acrylamide on Capoeta capoeta(Guldenstaedt 1773)

Abstract

Acrylamide has genotoxic effects and is classified as one of the potential carcinogens. Acrylamide is widely
used in molecular biology laboratories, dyeing industry, adhesive production, and cosmetics industry.
Moreover, it can be found in foods manufactured at high temperature. It is known to interact with DNA,
but the mechanism of this interaction couldn’t be completely explained. As well as the experiments on
humans, it has neurotoxic and mutagenic effects on animal experiments. In addition to these, it has been
shown to have carcinogenic effect. In this study, it was aimed to reveal the genotoxic effects of acrylamide
on Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773), via micronucleus test system. In this study, the fish were divided
into 5 groups as negative control group, positive control group [20 mg/kg cyclophosphamide (i.p.)] and
experiment groups (10, 20, and 30 mg/l). In order to determine the genotoxic effects of acrylamide on
Capoeta capoeta, the micronucleus test (MN) was utilized. As a result of statistical analyses, it was
determined that the numbers of micronuclei in acrylamide implementation groups in proportion to control
group, and that this increase showed parallelism with the increase in dose. The study result showed
parallelism with those of previous studies. The applied concentrations of acrylamide were determined to
increase the micronucleus frequency in proportion to negative control group depending on the concentration
increase, but this increase was not at the same level with the increase in positive control group. The data
obtained revealed the genotoxic effects of acrylamide specific to Capoeta capoeta; it is obvious that, since
the fish are fundamental protein sources for humans, this effect can expand to even highest level of
vertebrate groups. Within the context of regulating the use of chemicals, which have such effects on
nutrients, this study is of significant importance since it shed light to further studies on this topic.
Keywords: Acrylamide, Capoeta capoeta, micronucleus.



76 Genotoksik Etkileri

Giris
Gidalarin  hazirlanip, dayanikli  bir duruma
getirilmesi  i¢in genellikle 90-200°C arasinda

degisen 1s1 uygulanmaktadir. Bunun i¢in, pisirme,
firinlama, kizartma, kavurma vs. seklinde cesitli
islemlere bagvurulmaktadir. Is1 basta olmak {izere
yiyeceklere uygulanan bu islemler, gidalarda toksik
bilesiklerin olusmasina yol a¢maktadir. Yiiksek
nisasta igeren ve yiiksek 1s1l islemine maruz
birakilan gidalarda Onemli miktarda akrilamid
bulundugu rapor edilmistir (Tareke et al., 2002;
Dogan, 2016). Yiiksek 1siya maruz birakilmis besin
maddelerinin  tliketilmesiyle canlilara ulasan
akrilamid, c¢esitli mekanizmalarla karsinojenik,
genotoksik  ve  norotoksik  etkilere neden
olmaktadir. Mutajenik etkileri de bulunan bu
madde, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
tarafindan olast kanserojenler grubu olan 2A
kategorisinde degerlendirilmektedir (IARC, 1997).
Bununla birlikte diinya bilim ¢evrelerinde gida
kaynakli akrilamidin neden olabilecegi saglik
risklerinin belirlenmesi amaciyla c¢ok sayida
deneysel calisma baglatilmistir. Gidalara 1s1
enerjisinin uygulanmasit sonucu olusan 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,
teratojenik ve karsinojenik etkilerinin bulundugu
cesitli arastirmalarla ortaya konulmustur (Claeys et
al., 2005).

Akrilamid sindirim sisteminden emilip kana
geemektedir. Suda yliksek derecede ¢oziinebildigi
icin, slit ve plasenta basta olmak lizere viicutta
genis bir dagilim gostermektedir (Tritscher, 2004).
Diinya saglik Orgiiti tarafindan akrilamid
maddesinin deriden gecebildigi bildirilmektedir.
Gidalarla alinan az miktardaki akrilamidin
insanlarda kansere neden olup olmadig:1 hakkinda
kesin sonuclarin olmadigi bildirilmistir. Bu nedenle
siipheli kanserojenler grubunda yer almaktadir
(2/A). Agiz yolu ile yiikksek dozda verilen
akrilamidin laboratuvar hayvanlarinda kansere yol
acmast sebebiyle, insanlar icin potansiyel
kanserojen oldugu diisiiniilmektedir. FAO/WHO,
2002 yilinda yiiksek sicaklikta pisirilmis bazi
gidalarin 6nemli diizeylerde akrilamid i¢erdiklerini
ve bu gidalarin insan sagligi agisindan ciddi riskler
tastyabilecegini bildirmislerdir (FAO/WHO, 2002;
Zhang et al., 2006).

Baliklar gibi ¢esitli sucul organizmalar, sulardaki
kirleticileri ya dogrudan alirlar, ya da kirleticilere

maruz kalmis sucul organizmalar1 besin olarak
dolayli bir bi¢gimde biriktirirler. Bdylece
genotoksik kirleticiler sadece sucul organizmalarda
degil, tiim ekosistemle birlikte insanlarda da
birikime yol agabilir (Matsumoto et al., 2006).
Kirleticilerin biiyiikk bir kism1 sucul organizmalar
tarafindan viicuda alinmakta ve yag dokularinda
biriktirilmektedir. Pek ¢ok {ilkede oOzellikle
Japonya’da, baliklar ve kabuklu deniz iirlinlerinin
protein kaynagi olarak Onemi bilinmektedir.
Kirlenmis sucul iirlinlerin besin olarak alinmasi ve
tiiketilmesi insanlarda yan etkilere yol agabilir. Su
kaynaklarina yakin bolgelerde yasayan insanlarda,
diger bolgelerde bulunan insanlara nazaran diisiik
dogum agirligi, bebek anomalileri ve baz1 kanser
tiplerinde artig gozlenmistir (Deguchi et al., 2007).

Mikronukleus  (MN), g¢ekirdekten  ayrilmis
kromatinlerin kiiciik fragmentleridir. Kromozom
kiriklar1 veya ig ipligi bozukluklarinin gdstergesi
olarak bilinmektedir (Schmid, 1975). MN periferal
eritrositler, solungac, bobrek, karaciger ve ylizgeg
hiicreleri gibi ¢esitli balik hiicresi tiplerinde
analizleri yapilabilir (Al-Sabti ve Metcalfe, 1995).
Baliklarda periferal eritrositlerin kullanimi, MN
testi icin daha avantajlidir. Hematopoeitik
dokularin yiiksek mitotik hizlarinin var olmasindan
dolay1 genotoksik uygulamalara hizli yanit veren
periferal kan hiicrelerinde, kromozomal hasarin bir
belirleyicisi  olan  mikronukleuslar  sayilip
degerlendirilmeleri yapilabilir (Bolognesi et al.,
2006). Bu c¢alismada, su ortamlarinda kabul
edilebilir  degerlerin  {izerindeki akrilamidin
Capoeta capoeta iizerindeki genotoksik etkilerinin,
mikroniikleus yontemi ile ortaya konmasi
amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

Bu calisma Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 2014/023 sayili onayi ile
gergeklestirilmistir.

Arastirmada Kars cay’indan yakalanan Capoeta
capoeta balik tiiri kullanildi. Baliklar tutulurken
zedelenmelerini dnlemek i¢in diisiik voltajli soker
ve ¢evirme ag temin edildi. Baliklar tutulduklari
ortamdan alinir alinmaz, i¢inde bu ortamdaki sudan
bulunan bidonlara konularak, bidonlara oksijen
baglandi. Laboratuvara getirilen baliklar igerisinde
normal su bulunan akvaryumlarda 10 giin
bekletilerek ortama adaptasyonlari saglandi ve
baliklar daha sonra her grupta 10’ar adet balik
bulunan gruplara ayrildi.



1.GRUP(n:10): Negatif kontrol. Bu gruptaki
baliklar cesme suyu bulunan tankta bekletildi ve
herhangi bir uygulama yapilmadi.

2.GRUP(n:10): Pozitif kontrol. Bu gruptaki
baliklar ¢esme suyu bulunan tankta bekletildi ve
her bir baliga 20 mg/kg cyclophosphamide
intraperitonal (i.p) olarak enjekte edildi.

3.GRUP(n:10): 10 mg/L Akrilamid. Bu gruptaki
baliklar igerisinde ¢esme suyu bulunan 10 litrelik
tanklara 10mg/L akrilamid konuldu ve baliklar bu
ortamda bekletildi.

4.GRUP(n:10): 20 mg/L Akrilamid. Bu gruptaki
baliklar igerisinde ¢esme suyu bulunan 10 litrelik
tanklara 20mg/L akrilamid konuldu ve baliklar bu
ortamda bekletildi.

5.GRUP(n:10): 30 mg/L Akrilamid. Bu gruptaki
baliklar igerisinde ¢esme suyu bulunan 10 litrelik
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tanklara 30 mg/L akrilamid konuldu ve baliklar bu
ortamda bekletildi.

Calismanin  72. saatinde baliklarin  kuyruk
toplardamarindan kan 6rnekleri alinip preparatlara
yayilarak, kurumalar1 saglandi. Her gruptan on
preparat yapildi. Bu preparatlar 20 dk etanolde
fikse edildi ve %10’luk giemsa boyasinda 20 dk
boyandi. Preparatlar kuruduktan sonra her
preparattan 1000 eritrosit hiicresi sayilarak bu
hiicrelerdeki  mikroniikleus olusum  frekansi
belirlendi (Al-Sabti ve Metcalfe, 1995).

3. Sonug¢

Istatistiksel analizler neticesinde mikroniikleus
sayilarinin akrilamid uygulanan gruplarda kontrol
grubuna gore artis gosterdigi ve bu artisin da
konsantrasyon artistyla paralellik  gosterdigi
saptand1 (P<0.001).

Tablo 1. Akrilamid uygulanan Capoeta capoeta’da mikroniikleus sayilari*

Kontrol 10 mg

Mikroniikleus

Sayisi

20 mg

2+0.82 ¢ 6.8+1.23 9 115108 ¢ 13.7+125°

Pozitif

30 mg Kontrol

P Degeri

17.2£155* 0.001

* Ayni satirda farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.
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Grafik 1. Deney gruplarinda sayilan mikroniikleus verileri.
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Tablo 2. Kontrol ve deney gruplari arasinda mikroniikleus testinden elde edilen sonuglarin % olarak

karsilastirilmasi
Gruplar Toplam MN MN
Eritrosit Orami(%)
Negatif Kontrol 10 000 20 0.20
10 mg/L Akrilamid 10 000 68 0.68
20 mg/L Akrilamid 10 000 115 1.15
30 mg/L Akrilamid 10 000 137 1.37
Pozitif Kontrol 10 000 172 1.72
(20mg/kg
cyclophosphamide) i.p.
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Sekil 1. Mikroniikleus igeren eritrosit hiicresi (x1000).

4. Tartisma ve Sonug¢

Cesitli hayvanlar lizerinde yapilan birgok deneysel
calismada akrilamidin karsinojen ve mutajen
etkilerinin oldugu ortaya konulmustur. insanlar i¢in
akrilamid olas1 karsinojen ve mutajen olarak
bildirilmektedir (Besaratinia ve Pfei, 2005). Diinya
Saglik Orgiitii giinde ortalama 0.3-0.8 pg/kg dozda
akrilamidin almabildigini bildirmistir. Isvec'te
yapilan arastirmalarla birlikte diger faktorler de g6z
oniinde bulunduruldugunda akrilamid aliniminin
bir giinde 100 pg'a kadar ulasabilecegi tespit
edilmistir. Insanlar gidalar disinda da akrilamide
maruz kalabilmektedirler. Ambalaj materyalleri ve
kozmetik Triinlerinde de diisiik miktarlarda
akrilamid bulunmaktadir. Bir sigaranin 1-2 pg
akrilamid  olusturdugu  dikkate alindiginda,
sigaranin bu ag¢idan daha fazla 6nemli oldugu
acikca soylenebilir (Von Miihlendahl ve Otto,
2003; Burdurlu ve Karadeniz, 2006).

Mikroniikleus test sistemi yaygin, hizli ve hassas
olarak kullanilan genotoksik testlerden biridir (Ali
et al., 2009). Giiniimiizde kullanilan birgok
genotoksik test arasinda mikroniikleus test sistemi
balik tiirleri i¢in uygun oldugundan diger testlere

nazaran daha ¢ok  tercih  edilmektedir.
Mikroniikleus testi klastojenik ve anojenik etkileri
incelediginden, bilesiklerin bircogunun

genotoksisitesinin incelenmesine olanak
saglamaktadir. Farkli genotoksik bilesiklere maruz
kalan baliklarin  hiicrelerinde  mikroniikleus
sayisinda artis oldugu, hem laboratuvar sartlarinda
hem de dogal ortamlarda ortaya koyulmustur (Al-
Sabti ve Metcalfe, 1995; Cavas et al., 2005).

Bilindigi gibi baliklarin eritrositleri ¢ekirdek
tasimaktadir. Bu nedenle mikronukleus gézlenmesi
daha kolay ve pratiktir. Mikronukleus, kromozom



ya da kromozomal fragmentlerin mitoz bdliinme
esnasinda sentromerlerini  kaybedip nukleusa
katilmayarak ayr1 bir ¢ekirdek grubu olusturmasi
durumudur.

Al-Sabti ve Hardig (1990), tekstil sanayinde
kullanilan boyalarin baliklar lizerinde
mikronukleus etkisini arastirmiglardir. 3, 6 ve 9 giin
boyunca maddeye maruz birakilan baliklarin
hiicrelerinde mikroniikleus frekansinda artiglar
oldugunu bildirmislerdir (Al-Sabti ve Hardig,
1990).

Tan ve arkadaslar1 5, 10 ve 20 mg/L dozdaki
akrilamidin Carassius auratus cinsi baliklarda
periferal kan hiicrelerinde sitogenetik etkilerine
bakmiglardir.  Akrilamidin  verilen dozlarda
toksikasyon olusturdugunu ve doza bagli olarak
mikroniikleus  degerlerinin  arttigim1  rapor
etmislerdir (Tan et al., 2013).

Mikroniikleus testi canlilarda, su kirleticilerinin
sebep oldugu genotoksisitenin belirlenmesinde
kullanilan popiiler testlerdendir (Bolognesi et al.,
2006; Tlili et al., 2010; Tan et al., 2013; Onen ve
Isisag Uciincii, 2015).

Aktif olarak boliinebilen dokularda mikroniikleus
frekans1 klastojenik veya anojenik etkinin bir
belirtecidir (Barsiene et al., 2006).

Calismamizda; akrilamidin Capoeta capoeta’ nin
periferal eritrositlerinde mikroniikleus frekansini
artirdigi saptandi. Calisma sonuglarimiz diger
caligmalarla benzerlik gostermektedir (Taubert et
al., 2006; Von Tungeln et al., 2009; Yener ve
Dikmenli, 2009).

Yapilan bir ¢alismada akrilamidin ana metaboliti
olarak kabul edilen glisidamitin akrilamitten ziyade
daha fazla genotoksik etkiye sahip oldugu rapor
edilmistir (Martins et al., 2007).

Gavaj yolu ile farelere verilen akrilamidin
mikroniikleus sikligin1 artirdigi ve istatistiksel

olarak da bu artisin anlamli bulundugu rapor
edilmigtir (Yang et al., 2005).

Mikroniikleus testi kullanilarak yapilan bir ¢ok
calisma ile akrilamidin genotoksik bir yapiya sahip
oldugu gozlemlenmistir (Paulsson et al., 2002).

Akrilamid poliakrilamit monomeri olarak, kagit
tiretiminde, kozmetik {irlinlerin bilesiminde ve
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molekiiler biyoloji laboratuvarinda
kullanilmaktadir (Maniére et al., 2005).

Son zamanlarda akrilamid karbonhidratga zengin
gidalarin yiiksek sicaklikta pisirilmesi sirasinda

kendiliginden olustugu ortaya konulmustur
(Stadler et al., 2002).

Kendiliginden olusan akrilamidin gidalarla birlikte
cesitli oranlarda viicuda alintyor olmasi akrilamide
olan ilgiyi artirmig ve g¢esitli calismalar
baslatilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda;
akrilamid uygulanan Capoeta capoeta tiirii deney
grubundaki tiim deneme gruplarinda genotoksik
hasar meydana geldigi, uygulanan akrilamidin doza
bagli olarak mikronukleus frekansinda artisa sebep
oldugu, bu artisin da akrilamidin toksik etkisinden
kaynaklanmis olabilecegi sdylenebilir.
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Projeleri Koordinatorligii tarafindan

desteklenmistir (Proje No: 2015-FM-52).
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