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Akrilamid poliakrilamid malzemelerin yapiminda kullanilan bir kimyasaldir.
Poliakrilamid icme ve atik sularin iyilestirilmesinde, ayrica kagit ve kozmetiklerde
yapistirict madde yapiminda kullamilmaktadir. Akrilamid yuksek sicakliklarda
hazirlanmis bazi gidalarda gidanin biinyesinde olusmaktadir. Akrilamidin insanlarda
ve laboratuvar hayvanlarinda norotoksik etkisi kamtlanmistir. Uluslararast Kanser
Arastirmalar1 Kurumu (International Agency for Research into Cancer) gidalardaki
akrilamidi ‘insanlar icin potansiyel kanserojen maddeler’ arasina almistir.

Calismada toksik etkisinin oldugu bilinen akrilamid ile etkilestirilen kanlarda
glutatyon (GSH), hemoglobin (Hb) ve albumin dizeyleri arastirilmistir. Ayica, bu
calismada akrilamid ile etkilestirilen eritrosit zarinda Na'-K* ATPaz aktivite tayini
yapilmistir.  Akrilamid ile muamele edilen kanlarda GSH, Hb ve abumin
diizeylerinin dustligii ve akrilamid ile etkilestirilen eritrosit zarinda Na'-K* ATPaz

enziminin aktivitesinin azaldig1 saptanmustir.

Anahtar K eimeler: Akrilamid, Glutatyon, Hemoglobin , Albumin, Na'™-K* ATPaz
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Acrylamide is used as a chemical substance in polyacrylamide based
materials. Polyacrylamide is used in improvment of drinking and waste water, as
adhesive in paper and cosmetic industry. While some food are prepared at high
temperatures, acrylamide is formed. It is known that acrylamide has neurotoxic
effect on human and animal. Acrylamide has been defined as a cancerogenic
substance by International Agency for Research into Cancer.

This study was carried out to investigate the effects of different doses
of acrylamide on levels of glutathion (GSH), hemoglobin (Hb), albumin and Na'-K*
ATPase of erythrocyte membrane. It is found that when the bloods were treated with
acrylamide GSH, Hb and albumin levels and Na'-K* ATPase on the erythrocyte
membrane were all decreased.

Key Words: Acrylamide, Glutathion, Hemoglobin, Albumin, Na'-K* ATPase
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1.GIRIS Zeycan KESKIN

1.GIRIS

2002 yilinda isveg Ulusal Gida Merkezi tarafindan yiiksek sicaklikta islem
gormuis gidalarda akrilamidin yiksek boyutlarda olustugunu ortaya koyan bir rapor
yayinlanmistir. isvec’te baslayan bu arastrma 2002 yilinda Birlesmis Milletlerin
gundemine tasinmis ve Birlesmis Milletlere bagli Dinya Saglik Organizasyonu
(WHO) cssitli tlkelerle, gesitli programlar organize etmistir. Hollanda, Isvicre,
Norveg, ingiltere ve ABD gibi tlkelerde pisirilmis ve sicakta islem gormis gidalarin
pek cogunda akrilamidin olustugunu ortaya koyan calismalar yapilmustir.
Akrilamidin insanlarda ve laboratuvar hayvanlarinda nérotoksik etkisi kanitlanmustur.
Yine laboratuvar hayvanlarinda kot huylu timér olusumuna neden oldugu tespit
edilmistir. Insanlardaki kanser olusumuyla heniiz bir baglantisi kanitlanmasa da
Uluslararasi Kanser Arastirmalart Kurumu (International Agency for Research into
Cancer) gidalardaki akrilamidi ‘insanlar icin potansiyel kanserojen maddeler’ arasina
almstir (Paulsson ve ark, 2002).

1.1.Akrilamid
H.N—C Q
X

@]

Sekil 1.1. Akrilamidin yapisi

Akrilamid doymamis cift bag iceren bir amiddir (Blasiak ve ark, 2004).
2-propenoamid, etilen karboksamid, akrilik asit amid, vinil amid, propenoik asit
amid olarak da bilinmektedir. Sivi halde iken beyaz bir kristal gibi goralir,
kokusuzdur ve suda yiksek ¢ozinirltge sahiptir. Erime sicakligi 84,5°C, kaynama
sicakligi (25 mm Hg) 125°C'dir (atmosfer basincinda 192,6°C) (Lingnert ve ark,
2002).
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Akrolein (2-propenal,CH,=CH-CHO) U¢ karbonlu aldehittir ve akrilamidin
yapisim (CH,=CH-C(0O)-NH,) amimsatmaktadir. Bu nedenle akrolein akrilamidin
baglangici olarak kabul edilmektedir. Temel kimyasal transformasyonlar ile akrolein
akrilamide donusebilir, ancak akrilamidin alternatif olusum mekanizmalarinda

akrolein gerekli degildir. Ornegin, proteinler ve/lveya aminoasitler hidroliz,

dekarboksilasyon gibi transformasyonlardan sonra akrilamidin olusmasina neden
olabilmektedir (Lingnert ve ark, 2002).

~Ha

(H |

| ) .=Q

c=0 N |

| S _H

ﬁfII |

CH, 1l
Alcrilik asit Alrilamid

Iﬁi-i Karbonil

1l

I
MH,—CH - Za0H

Asparajin

Sekil 1.2. Akrilamidin olusum mekanizmasi

MH;

T=Ci—C1— T
=l
-

e

A krolein

Akrilamid nukleofillerle Ozellikle tiyolat anyonlariyla reaksiyona girebilir

(Tong ve ark, 2004).
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RSH

i

H* + RS+ CH,= CH —X K . RS_ CH, CH,—X
X =—CONH, ,—C==N, vs.

Sekil 1.3. Akrilamidin tiyolat anyonlariyla reaksiyonu

Akrilamid Ure (CO(NH2),) ve formaldehit (HCHO) veya glioksal ((CHO),),
aldehitler (RCHO), aminler (R;NH), tiyoller (RSH) gibi kiclk reaktif molekillerle
reaksiyona girebilmektedir (Lingnert ve ark, 2002).

NHCONH,
{ ) OH
CH2 ] .
NHCOCH=CH,; Ht}—-NHCOCH_CH2
HC—NHCOCH=CH
OH
CO(NHz)2 (CHO),
HCHO
i RCHO OH
CH;=CH—C —NH, = CH2CHCONHCHR
RoNH
RSH

RoaNCH-:CH-CONH-

RSCH2CH:CONH-

Sekil 1.4. Akrilamidin kicuk reaktif molekillerle reaksiyonu

Akrilamid, poliakrilamid malzemeleri yapmak igin kullamlan bir kimyasaldir.
Poliakrilamid, i¢cme ve atik sularimin iyilestirilmesinde partikilleri ve diger katisik
maddeleri temizlemede ayrica kégit ve kozmetiklerde yapistirict madde yapiminda
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kullanilmaktadir. Poliakrilamidin iginde ¢ok dusik dizeyde akrilamid vardir
(Lingnert ve ark, 2002). Igme suyu kalitesi icin, WHO' nun yonergesine gore, bir litre
icme suyunda 0,5 pg akrilamid olarak bildirilmistir. Avrupa Birliginde bu rakam 0,1
w g /1 litre sudur.

Akrilamid’'in hayvanlarda kansere sebep oldugu ve belli dozlara ¢ikildiginda,
insan ve hayvan sinir sisteminde zehirlenme etkisi yaptigi da bilinmektedir.
Farelerdeki arastirmalar, akrilamidin pisirmeye bagli olarak olusan diger bilinen
belirli kanserojenlere benzer bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. insanlar igin,
gidalardaki kanser olusturan gjanlarin etkileri bilinmemektedir. Diyetteki akrilamid
diizeylerinin diger bilinen kansorejenlere nazaran daha yuksek olusmast olasicir
(Yang ve ark, 2005).

Halen, akrilamidin gidalarda nasil olustuguna dair bilgi ve anlayis ¢ok azdir
ve bilinen su ki; yuksek sicakliklarda pisirilmis veya islem gérmis bazi gidalarda
olusmaktadir ve yuksek sicaklikta bekleme siresi ile de artmaktadir. Gidalarda
akrilamidin olustugu sicakliklar tam olarak bilinmemektedir, ancak haslama sicakligi
olan 120BC’'nin atindaki sicakliklarda hazirlanmis gidalarda, bugliine kadar
akrilamide rastlanmamistir ve bugine kadar akrilamid olusumunun en biyuk
degerleri nisastal (patates ve misir gevregi, patates kizartma, tost edilmis ekmek,
biskivi, kraker ve cipsi gibi) trtinlerde bulunmustur.

TUBITAK Marmara Arastrma Merkezi  laboratuvarinda  yapilan
Tarkiye'deki akrilamid taramalarinda evde taze patatesin soyularak kizartiimasina
oranla fast food Urini olarak dogramp dondurulmus patateste ¢ok daha yuksek
miktarda akrilamid tespit edilmistir.
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Cizelge 1.1. TUBITAK 1n Turkiye deki akrilamid tespiti

Gida maddes Akrilamid (ug/kg)
Piring pilavi Olculebilir degerin altinda
Tahin helvasi Olciilebilir degerin altinda
Kebap, doner, 1zgara Olculebilir degerin altinda
Cavdar ekmegi Olculebilir degerin altinda
Beyaz ekmek (kabukta) 40-160
Kizarmig ekmek (hazir) 200
Hazir corbalar 40-60
Tulumba tatlist 40-45
Bebe biskivisi 400-600
Biskivi 70-130
Kraker 70-200
Kahvaltilik gevrekler 80-350

Cizelge 1.2. Cesitli gidalardaki akrilamid seviyesi

Gida maddes Akrilamid (ug/kg)
Kizarmig ekmek 90-1430
Sade kek 150-400
Zencefilli kek 1070-1410
Biskiviler 260-1450
Krakerler 180-420
Cssitli firincilik Grinleri 230-3200
Kahvaltilik tahillar 30-1400
Bebek biskivileri 150-610
Patates kizartmasi 330-3700
Kahve 25
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Seker, yag ve siitun yiuksek sicaklikta pisirilmesinin gerek biskiivide gerekse
muhallebi gibi diger Urunlerle karamelize sekerlerde millard reaksiyonu olusmaktadir
ve bu sagligi olumsuz yonde etkilemektedir. Millard reaksiyonu nedeniyle sitteki
proteinler kullamlmaz hale gelmektedir. Bu karacigerde toksik etki yapabilir

(Becalski ve ark, 2003).

('|:ODH 'ﬂ 0
Seker
e >
HC——CH,—C —NH —_— e
‘ 2 2 ~0% 0,1 HC——CH—C NH,
MNH .
Asparajin Akrilamid

Sekil 1.5. Millard reaksiyonu

Proteinlerin yap1 taglari olan 20 aminoasitten bir tanesi olan aspargin,

akrilamid olusumunda kilit rol oynar.
Akrilamid sitokrom P450 (CYP2E1l) enzimleri tarafindan glisidamide

donismektedir. Asagida akrilamid ve glisidamid igin olasi metabolik yollar
gosterilmistir (Paulsson ve ark, 2005).
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N-AcCys-SMAA N-AcCys-S-AA
GSH GSH
|
H H y
C N OH —  yu NH,
J N .~ C
H,C 7 C HZC/ ~c
|| " ||
(0] (0]
N-metil oakrilamid Akrilamid
p450l? P450
H o) NH,
(@] N OH | ~ CH\ P
| >~ N H,C” C
H,C C ”
[ e o
(0]
Glisidamid (GA)

N-metiloglisidamid (MGA) ?

N-AcCys-S-GA

,,ll \\ \<GS‘|
/‘ 2 GSH N
? OH

N-AcCys-S-MGA ?

CH NH,
H,C @

Sekil 1.6. Akrilamidin P450 (CY P2E1) enzimleri tarafindan glisidamide
dontsmesi

Akrilamidin metabolizmast icin en etkili yol GSH ile konjugasyonundan
meydana gelmektedir. Glisamide epoksidasyonu diger dnemli metabolik yoldur.
(Sumner ve ark, 1999). Meslekleri dolayisiyla akrilamide maruz kalan insanlarda
akrilamid ve glisidamidin dozlar1 10:3 olarak tahmin edilmistir (Bergmark ve ark,
1993). Glisidamid sonradan GSH konjugasyonundan veya epoksi hidrolaz (EH)
tarafindan katalize olan epoksit grubunun hidroliz edilmesiyle metabolize
olmaktadir. Hem akrilamid ve glisidamidden GSH metabolitleri hem de
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glisidamidden hidroliz Grtnleri akrilamide maruz birakilan kemirgen hayvanlarin

idrarinda bulunmustur (Paulsson ve ark, 2002).

@) @)
- I PA450 i (|_|1
CH, C e ,C _
>N CYP2EI . \NH
C NH, | >cn :
Alkrilanud  Glis -
(_11::.1_da1111d Bl
+ GSH + GSH Dihidroksi-
¢ propronamid
GST GST
GSH metabolitlen GSH metabolitlern

Sekil 1.7. Akrilamidin metabolik yollarinin CY P2E1, GST ve EH enzimleri
ileiliskisi

1.2. Sodyum — Potasyum Adenozin 5 — Trifosfataz (Na'-K* ATPaz)

Enzimi

Na'-K* ATPaz plazma zarinda bulunan, sodyum ve potasyumun hiicre zari
boyunca tasinmasim katalize eden bir enzimdir. Butiin memelilerin tum hiicrelerinde
bulunur. Memeli hicrelerinin cogu dis ortama gore distik konsantrasyonda sodyum
icerir. Bu iyonik gradyanm saglayan ve sirdiren Na'-K* ATPaz enzimidir. Na'-K”*
ATPaz enzimi o ve B olmak Uzere iki tip protein Unitesi igerir. a alt tnitesi siklikla
katalitik alt Unite olarak degerlendirilir ve ekstrasellller parcas: Uzerinde ouabain
gibi glikozidler icin baglanma alanlar: igerir. Ayrica proteinin intraselltler olarak
yerlesmis parcasi Uzerinde ATP icin baglanma alam vardir.  subunit bir
glikoproteindir. Fakat rolti tam olarak bilinmemektedir (Rossier ve ark, 1987).
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Seker birimleri

7\

Steroid inhibitarlerin
Ekstraselliiler |}1J|1Ill]l1 noktasi

799 358
44

Intraselliiler

Membran

ATP baglanma noktas

Sekil 1.8. Na'-K* ATPaz enziminin yapisi

Na'-K* ATPaz enziminin enzimatik dongisl asagida gosterilmistir
(Robinson ve ark, 1974).

Mg*?, Na*
Ei+ ATP «—— E;~ P+ ADP
Mg*?
Ei~P » Eo~P
E.~P+K" K*- E;~P

K*- E>~P+ H,O > K*- E, +Pi
K'- E; «—> K'+E
= «— > E

Sekil 1.9. Na'-K* ATPaz enziminin etki sekli
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E; sekli ATP, magnezyum ve sodyum ile reaksiyona girme dzelligindedir.
Diger bir ifade ile bu kademede meydana gelen ATP ile fosforilasyon ancak
magnezyum ve sodyum varliginda gergeklesir. E — P kompleksi potasyum karsisinda
hidroliz olur.

Her ATP hidrolizinde 3 Na" hiicre disina 2 K* hiicre icine girmektedir. Bu
enzim vanadat (VOs) ve kardiotonik steroidler tarafindan inhibe edilmektedir.
Kardiotonik steroidlerin etkisi enzimin potasyum kisminda gozlenir (Robinson ve
ark, 1974).

1.3. Glutatyon (GSH)

SH
S
CHZ/ ™ N - \C/N \CHZ
C||‘|2 l_ll |(|) C(l)O'
C!—I—NH3+
C(l)O'

Sekil 1.10. Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin)

Akrilamid nukleofillerle 6zellikle tiyolat anyonlariyla, a B doymamis amid,
imid ve nitrillerle (6rnegin akrilonitril, N-etil maleimid) reaksiyona girebilir. Tiyol
gruplart birgok biyolojik proteinlerin aktivite gostermesi igin gereklidir, ayrica
Onemli indirgeyici ajan ve hiicresel antioksidantlardir. GSH baglica tiyol reaktantidir
(Tong ve ark, 2004).

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin) N-terminal glutamatin o-peptidil
olmayan bir bag araciligiyla sisteine baglandigi bir atipik tripeptiddir. Glutatyon
bircok enzim icin gereklidir. Glutatyon ve glutatyon rediktaz enzimi, birgok protein

ve polipeptid hormonlarin distlfit baglarimn olusumunaistirak ederler.

10
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Glutatyon genelde GSH olarak kisaltilir. SH sisteinin stlfidril grubuna istirak
eder ve moleklltin alisveris yapan kismidir. Potansiyel olarak zehirli bazi elektrofilik
ksenobiyotikler asagidaki reaksiyonlarda gosterildigi gibi nukleofilik GSH ile
konjuge olurlar.

R+GSH — R-S-G

Burada R toksik potansiyele sahip olan bir elekrofiliktir. Bu reaksiyonlari
katalize eden enzimlere glutatyon-S-transferazlar denilir ve bunlar karaciger
sitozollinde yuksek, diger dokularda daha disiik miktarlarda bulunurlar.

GSH glutatyon peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonda toksik
potansiyeli olan hidrojen peroksitin dekompozisyonuna katilir. Enzimlerin ¢ok
onemli gruplari olan SH gruplarimin rediklenmis durumda kalmalarina yardim eden
onemli bir intraseliler rediktordir. GSH redikleyici bir ajan olarak etkili
oldugundan SH okside olur ve glutatyonun diger bir molekultyle bir distlfit bag:
olusturur.

GSH + GSH « G-S-SG

G-S-S-G Urini okside glutatyondur. Gerektiginde G-S-S-G'de NADPH’1

kullanan bir reaksiyon ile glutatyon rediiktaz tarafindan GSH’ a rediiklenebilir.
G-S-S-G + NADPH + H" — 2GSH + NADP

Bu reaksiyon bilhassa kirmizi kan hiicrelerinde 6nemlidir. Bu hiicrelerde G6P
dehidrogenaz aktivitesi dustkltUgiunde oldugu gibi NADPH dizeyleri dusik ise o
zaman yukaridaki reaksiyon ile rediklenmis GSH yeterli miktarlarda rejenere olmaz.
GSH’nin indirgenmis dizeyleri peroksitlerin kirmizi kan hiicrelerinde birikmesine
yol acar ve bunlarin kirmizi hiicre membran lipitleri Gzerine olan oksidatif
etkilerinden dolayr hemoliz meydana gelebilir. Bobreklerde bazi aminoasitlerin
membranlardan naklinde bir tasiyici olarak GSH'y1 kapsayan bir metabolik dongu
ortaya konmustur. Bu donguintin ilk reaksiyonu sOyledir:

Aminoasid + GSH — y Glutamil aminoasid + Sisteinilglisin

Bu reaksiyon bazi aminoasidlerin plazma membramndan transferlerine
yardim eder. Ardindan aminoasid GSH ile yeniden sisteinilglisinden
sentezlenmektedir. Y ukaridaki reaksiyonu katalize eden enzim y Glutamil-transferaz
(GGT)’dur.

11
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1.4. Hemoglobin

Hemoglobin prostetik grup olarak “hem” adinda bir siklik tetrahidropirol’e
sahiptir ve bu grup, bu proteinlerin kirrmizi renginden sorumludur. Tetrapiroller,
duzeysel bir halkada, dort o-metilen koprdleri ile birbirine baglanmis 4 pirol
molekultinden meydana gelirler. “Hem”de pirol halkasimin 3 karbonlarina, metil (M),
vinil (V) ve propiyonat (Pr) gruplari bagl olup bunlar M, V, M, V, M, Pr, Pr, M
olarak siralanmuslardir. Bu diizeysel halkanin ortasinda ferro demir (Fe*?) atomu

vardir.

Sekil 1.11. Hem'in yapist

Ferr6z demir protoporfirin molekilinde yer alan dort pirol halkasimin azot
atomlar1 ile dort valansli bir koordinasyon kompleksi meydana getirir. Ferroz ve
ferrik haldeki demirin alti valansli bir koordinasyon kompleksi yapma egilimleri
vardir. Bu yuzden hem, iki koordinasyon grubu ile daha birlesme yetenegindedir.
Hemoglobinde, koordinasyon kompleksi yapma yeteneginde olan ve pirol
halkalarinin azotlar1 ile birlesmede arta kalan demirin iki valansindan birisi

12
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polipeptid zincirlerinde yer alan histidin molekdllerinin imidozol halkasindaki azot
atomlarindan birisi ile birlesmis haldedir. Serbest kalan valansi ile de demir O, veya
baska bir grup ile (HCN, CO gibi) bag teskil edebilir.

Omurgal1 eritrositlerinde bulunan hemoglobinin iki temel islevi vardir: (1)
O2'nin solunum organlarindan periferal dokulara tasinmasi ve (2) CO; ve protonlarin
atilimu icin periferal dokulardan solunum orgamina tasinmasidir.

Hemoglobinler her tetramerine 4 oksijen moleklll baglar (her “hem” alt
birimine bir oksijen molekill). Hemoglobine Oy’ nin baglanmast ayni tetramer
Uzerinde baska O, atomlarinin bulunup bulunmamasina baglidir. Eger O, zaten varsa
ardh sira baska O, atomlarinin baglanmasi daha kolay olacaktir. Boylece hemoglobin
kooperatif baglanma Kkinetikleri gosterir ve bu 0Ozellik hemoglobinin solunum
organinda maksimal miktarda O’ i baglamasini ve periferal dokulara da bu maksimal
miktardaki O'i, hakim olan pO,’ de ulastirmasim saglar (Murray ve ark, 1991).

1.5. Albumin

Albumin insan plazmasinin ana proteinidir ve kanda ¢ok bulunan tiollerden
biridir (Bergmark ve ark, 1993).

Albumin total plazma proteinin %60 kadarini kapsar. Albuminin %40 kadar:
plazmada, geri kalamn %601 ekstraselltler sivida mevcuttur. Karacigerde glinde 12g
kadar albumin dretilir, bu miktar karacigerde sentezlenen total proteinin %25'ini,
salgilanan tim proteinin de yarisint olusturur. Albumin bir preprotein olarak
sentezlenir. Olgun insan albumini 585 aminoasidlik bir polipeptit zincirinden
ibarettir ve 17 disulfit koprusi icermektedir. Proteazlarin uygulanmas: ile albumin
farkli fonksiyonlara sahip 3 bolgeye boltnebilir. Nispeten dusik molekiler agirlig:
ve yiksek konsantrasyonundan o6tirt abuminin insan plazmasindaki ozmatik
basincin %75-80"inden sorumlu oldugu distinil mektedir.

Albuminin dnemli olan diger bir islevi muhtelif ligantlar1 baglamasidir.
Bunlar serbest yag asitleri (FFA), kalsiyum, bazi steroid hormonlar, bilurubin ve

plazma triptofann bir kismin kapsamaktadir. ilave olarak albumin plazma bakirinin
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yaklasik %10 unu baglar, kalam seruloplazmine baglidir. Sulfonamidler, penisilin G,
dikumarol ve aspirin dahil muhtelif ilaglar da albumine bagl: bulunurlar.

14
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2.ONCEKI CALISMALAR

Srivastava ve ark. (1983), karaciger ve beyine ¢esitli oranlarda akrilamid ve
stiren uygulayarak lipid peroksidasyonu, glutatyon diizeyi ve glutatyon-S-transferaz
aktivitesini bulmak amaciyla calisma yapmislardir. Karacigerde akrilamid ve stirenin
lipit peroksidasyonunun artmasina ve glutatyon miktarinin ve glutation-S-transferaz
aktivitesinin azalmasina neden oldugunu goézlemlemislerdir. Beyinde ise sadece
akrilamid varliginda glutatyon miktarimn distogina fark etmiglerdir. Lipit
peroksidasyonun ise glutatyon miktar: bittigi zaman meydana geldigini gérmUslerdir.
In vitro kosullarda akrilamid ve stirenin lipit peroksidasyonuna etkisi olmadigins,
akrilamid veya stirene maruz birakilan karacigerde glutatyon’un azalmasi sonucu
olarak lipit peroksidasyonunun arttigint gbzlemlemislerdir.

Dixit ve ark. (1984), sican eritrositlerinde glutatyon ve akrilamidin etkilesimi
konusunda calismiglardir. Sicanlara 7, 14 ve 21. gunlerde dizenli olarak akrilamid
uygulamisglar ve zamanla glutatyon miktarinin distigint gérmuslerdir. Akrilamid ve
1-kloro 2,4-dinitrobenzen gibi substratlar kullanarak karaciger, bobrek, beyin
eritrositlerinde  glutatyon-S-transferaz ~ aktivitesini  arastirmuglardir.  Eritrosite
akrilamid eklenmesiyle glutatyon peroksidaz aktivitesinin in vitro kosullarda inhibe
oldugunu gérmislerdir.

Patel ve ark. (1993), akroleinin atardamar hicreleri Uzerindeki etkisini
incelemiglerdir. Bunun icin cesitli dozlardaki akroleini plazma membran: ile
muamele etmislerdir. Sonugta serbest laktat dehidrogenaz (LDH) miktar1 artmis ve
GSH ile protein stlfidril (P-SH) miktar: dismuUs fakat oksitlenmis glutatyon miktari
degismemistir. Akrolein konsantrasyonu arttirildik¢a serbest LDH miktar1 artmis ve
GSH miktar1 azalmigtir. Cunkd akrolein konsantrasyonu arttirildikga P-SH
indirgenmistir. Akrolein aym zamanda plazma membrammn Na'-K* ATPaz
miktarimin dnemli 6lgiide azalmasina neden olmustur. Bu deneylerde akroleinin GSH
ve protein sentezinde kullanilan amino asitlerin azalmasina neden oldugu sonucuna
varilmistir. Plazma membramindaki P-SH azalmasi Na™ /K* ATPazin inaktive
oldugunu gostermektedir.

Odland ve ark. (1994), N1E 115 hicrelerinde néron dejenerasyonuna neden
olan akrilamidin mekanizmasimi agiklamak igin caligmuslardir. Sitotoksik etkiye
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neden olmayan fakat noron dejenerasyonunun giderek artmasina neden olan
akrilamid konsantrasyonlarini segmislerdir. GST aktivitesinin yikselmesi ile beraber
en yuksek akrilamid konsantrasyonunda test yapmuslardir. GSH miktarinin azalmasi
ve plazma membramnin korunmasina karsin lipit peroksidasyon miktarinin
yukselmedigini gozlemlemislerdir.

Awad ve ark. (1998), akrilamidin sican hepatositlerindeki toksik etkisini
arastirmiglardir. Hepatositleri ayristirmuglar, akrilamidin farkli konsantrasyonlariyla
muamele etmisler ve iki saat beklemislerdir. 1mM akrilamid ile muamele
edildiginde GSH miktar1 60 dakikada duserken 10 mM akrilamid ile muamele
edildiginde 30 dakikada dustuguni gbzlemislerdir.

Meng ve ark. (2001), tavsan kaslarindaki kreatin kinaza akrilamidin etkisi ile
ilgili calismalar yapmuslardir. In vitro kosullarda akrilamid tarafindan kreatin kinazin
inhibe olmasinin nedenini arastirmiglardir. Akrilamidin O ile 1 M konsantrasyonu
arasinda kreatin kinazi inhibe ettigini ve akrilamidin protein tiollerini tukettigini
gozlemlemislerdir. inaktivasyon ve tiol tiketiminin zamana ve akrilamid derisimine
bagli oldugunu ve akrilamid tarafindan inaktive olan kreatin kinazin ditiothreitol’ tin
(DTT) eklenmesi ile reaktivasyonunun saglanmadigini gozlemlemislerdir. Fakat,
DTT nin akrilamid ile muamelesinden sonra DTT tiol gruplari bloke edilen 5,5'-
dithiobis- (2- nitrobenzoik asit) araciligiyla kreatin kinazin reaktivasyonunu
saglayabildigini bulmuslardir. Sonugta akrilamid tarafindan kreatin kinazin inaktive
olmasinda tiol akilasyonunun énemli bir olay oldugunu belirlemislerdir.

Paulsson ve ark. (2002), fare ve sicanlarda akrilamid ve N-
methilolakrilamid’in noérotoksik ve kanserojenik etkilerini arastirmuglardir. Akrilamid
(AA) ve N-methilolakrilamid’in (MAA) hayvanlarda nérotoksik ve kanserojenik
oldugunu ve MAA’min AA’dan daha az etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Iki
akrilamidin U¢ farkli dozunu erkek CBA farelere vermis ve erkek Sprague-Dawley
sicanlarint iki akrilamidin belli bir dozuyla muamele etmislerdir. Akrilamidlerin
farelerde daha hizl1 metabolize oldugunu bulmuslardir. Farede iki akrilamidin doza
bagli olarak hem hemoglobin diizeyinde hem de periferal eritrositlerin mikrontikleus
frekansinda artisa neden oldugunu ve akrilamid ile muameleden sonra sigan kemik
iligi eritrositlerindeki mikronukleus frekansinda bir artis olmadigint gézlemislerdir.

16



2. ONCEKI CALISMALAR Zeycan KESKIN

Tong ve ark. (2004), serum abimin ve glutatyon ile akrilamidin
reaksiyonunu incelemislerdir. Glutatyon ve insan serum albumini ile akrilamidin
reaksiyonunu tespit etmek icin calismis ve asirt akrilamid varliginda onlarin tiol
gruplarinin nasil zarar gordiguni belirlemislerdir. Bu sonuglart akrilamidin saglik
acisindan ne kadar risk tasidigini belirlemek amaciyla kullanmuglardir.

Yang ve ak. (2005), sican testislerine akrilamidin toksik etkisini
arastrmiglardir.  Akrilamidin -~ sperm  kalitesini  etkiledigini  ve  sperm
konsantrasyonunu  azalttigit  gérmusglerdir.Akrilamidin  histopatolojik  doku
bozukluguna neden oldugunu bulmuslardir. Akrilamidin toksik etkisi nedeniyle
Leyding hicresinin 6ldugind, sperm noksanliklarimin ve gesitli  histopatolojik
anormalliklerin meydana geldigini gozlemlemislerdir.

Baum ve ark. (2005), V79 hicrelerinde ve insan kamnda akrilamid ve
glisidamidin genotoksik etkisini arastirmiglardir. Burada N-metil-N"-nitro-N-
nitroso-guanidin (MNNG) ile hprt mutajenik testini kullanarak V79 hicrelerinde
akrilamid ve glisidamid’in mutagjenik etkisini karsilastirmiglardir. Akrilamidin 600
uM konsantrasyonda mutajenik veya genotoksk etkiye neden olmadigini
gormuslerdir.Glisidamidin ise 300-3000 uM konsantrasyonda ve 4h bekleme
siresinden sonra DNA’ya zarar verdigini gozlemislerdir.

Durling ve ark. (2005), akrilamid ve ¢ heterosklik amin arasindaki
genotoksik etkinin karsilastirilmas: konusunda arastirma yapmuslardir. Ug yaygin
HCAs, 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b) pridin(Phi P), 2-amino-3,8-
dimetilimidazo(4,5-f) quinoksalin(MelQx) ve 2-amino-3-metilimidazo(4,5-f)
quinolin (1Q)’in frekansim belirlemislerdir. Erkek Balb/C faresinin karin zarina PhlP
MelQx veya IQyu farkli dozlarda enjekte etmislerdir. In vitro kosullarda insan
lifoblastoid hiicresinde 1Q ve MelQx’in genotoksik glicinin PhlP nin genotoksik
guiciine esit veya daha fazla oldugunu gézlemlemislerdir. Akrilamidin insanlar igin
tasichgr riskin heterosiklik aminlerden 100-1000 kat daha fazla oldugu sonucuna
varmiglardir.

Besaratinia ve ark. (2005), DNA ve akrilamidin mutgenik o6zellikleri
hakkinda calismalar yapmuslardir. DNA ile akrilamidin direkt ve indirekt etkilesimini
incelemisler ve bunun icin alkillestirilmis DNA kullanmiglardir. Sitokrom P4502E1
tarafindan akrilamidin epoksidasyonu yoluyla Uretilen DNA’y1 glisidamid Uzerine
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yerlestirmislerdir. Bu calisma ile akrilamidin biyolojik ozellikleri hakkinda gesitli

sonuclara varmiglardir.
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3.MATERYAL ve METOD

3.1.Materyal

Arastirmada  kullamlan kan ornekleri C.U. Tip Fakiiltes Balcal
Hastanesi’ nden temin edilmistir.

Arastirmada kullamlan kimyasallar, arag ve gerecler sunlardir:

Kimyasallar, sodyum klorir, potasyum klortr, tris hidroklorik asit, etilen di-
amin tetra asetik asit, akrilamid, sodyum karbonat, sodyum hidroksit, sodyum
potasyum tartarat, Folin- Ciocalteu, sigir albimini, magnezyum klorir, adenozin
trifosfat, ouabain, lubrol, amonyum molibdat, glasiyel metafosforik asit, disodyum
etilen diamin tetraasetik asit, sodyum hidrojen fosfat, potasyum siyanir, sodyum
hidrojen karbonat, sodyum siilfat, dietil eter.

Arag ve gerecler, UV spektrofotometresi, otomatik mikro pipet, analitik

terazi, santrifllj, PH metre, inkbator.

3.2.Metod

3.2.1insan Eritrositlerinin Hazirlanmas

Heparinlesmis tam kan 3000 rpm’ de 15 dakika santrifdjj edilmistir. Plazma ve
|6kositler uzaklastirilmig ve eritrositler fizyolojik tuz ¢ozeltisi (% 0,9'luk NaCl) ile
U¢ kez yikandiktan sonra aym ¢ozeltiyle %40 ( v/v ) oranli hiicre siispansiyonlari

hazirlanmustir.

3.2.2.Eritrodsit Zarlarinin Hazirlanmasi

Eritrosit zarlarimn hazirlanmasinda Hanahan ve Echolm (1974) tarafindan
Onerilen yontem kullanilmistir. Tam kan ornekleri santriftj edilip plazma kismi
atilmugtir. Bir hacim htcre ¢okelegi, 130 mM KCI ve 20 mM Tris-HCI ( pH 7,4 )
iceren ¢ozelti konularak 5000 rpm’'de 3 kez santriftlj edilip beyaz kan htcreleri
eritrositlerden uzaklastirilmstir. Eritrosit ¢okelegi hacminin 5 kat1 olacak sekilde 1
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mM EDTA ve 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) iceren ¢Ozdlti ile karigtirilip 18000 rpm’ de
10 dk santriftij edilerek eritrosit hiicrelerinin hemoliz olmast saglanmistir. Bu isleme
beyaz renkte zar elde edinceye kadar devam edilmistir. Zar drnekleri 1 mM EDTA
ve 10 mM Tris-HCI igeren tampon ¢ozelti ile seyreltilerek son derisimi 1 mg zar
proteini / mL olacak sekilde zar proteinleri hazirlanmustir.

3.2.3.Eritrositlerin Akrilamid ile Etkilestirilmesi

pH'1 7 olan 0,1M fosfat tamponu ile %40 lik orana getirilmis olan kan
ornekleri gesitli derisimlerde (0,25-0,5-1-5 mM) akrilamid icerecek sekilde akrilamid
ile etkilestirilmistir. Ornekler 37BC’de 15 dk su banyosunda bekletildikten sonra
ImL %5’ lik TCA ile reaksiyon durdurulmustur.

2.4.Protein Tayini

Protein tayini Lowry ve ark. (1951) tarafindan o6nerilen metodla yapil mstir.
Protein tayini icin asagida bildirilen A , B ve C ¢ozeltileri hazirlanmustir.
1. Cozelti A: Bu ¢ozelti 2 g N&COs , 0.1 M NaOH cozeltisinde ¢oziilerek ve aym
¢Ozelti ile son hacim 100 mL’ye seyreltilerek hazirlanr.
2. Cozelti B: 0.5 g CuSO.4.5H,0 , % 1'lik Na-K Tartarat ¢ozeltisinde ¢oziilerek son
hacim aym ¢ozelti ile 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlanir.
3.Cozelti C: 50 mL A c¢ozeltisi ile 1 mL B c¢ozeltisi karstirillarak hazirlanir.
(Kullarilacag an hazirlanmasina dikkat edilir.)
4. Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Folin-Ciocalteu saf su ile 1:3 oraminda seyreltilerek
hazirlanir.
5. Standart Protein Cozeltisi: 1 mL’sinde 10 mg sigir albimini olacak sekilde
%0.9'luk NaCl ¢ozeltisiyle hazirlanir.
6. Standart Protein Egrisinin Cizimi: Standart protein ¢ozeltisinden 2,5 mL alinip
%0,9’ luk NaCl ¢ozeltisiyle 50 mL’ye seyreltilmistir. 6 adet deney tlpU alinarak tipe
srasiyla 0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.50, 1.00 olacak sekilde seyreltilmis protein (1 mg/mL)
¢Ozeltisinden konulmustur. Her tlp igeriginin hacmi serum fizyolojik ile 1 mL’ye
tamamlanip, her tipe 5 mL C ¢ozeltisi ilave edilmistir. 10 dk oda sicakliginda
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bekletildikten sonra her tlpe 1:3 oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinden
05 mL eklenmistir. 30 dk oda sicakliginda bekletilerek tip igeriklerinin
absorbanslar1 kore karst 750 nm'de okunup bu degerler derisime kars1 grafige
gecirilmistir. Orneklerin protein icerikleri sigir albumini yerine hazirlanan érnekler
kullarilarak olgulmustir.

3.2.5.inorganik Fosfat Olgiimii

Inkiibasyon ortanmina eklenen ATP den agiga ¢ikan inorganik fosfat Atkinson
ve ark.’nin (1973) Onerdigi yonteme gore yapilmistir. Yontem ATP den agiga ¢ikan
inorganik fosfatin Cirrasol ALN-WP (Lubrol) ve fosfo molibdat ile teskil ettigi
kompleksin 390 nm dalga boyunda absorbans vermesi ilkesine dayanmaktadir.

Inorganik Fosfat Olctimiinde K ullamlan Cozeltiler:

Cirrasol ALN-WP (Lubrol): %5 konsantrasyonda su banyosu isitilarak
hazirlanir. Misel agregasyonuna bagli bulanikligin giderilmesi igin kullamlimadan
once 37BC’ de su banyosunda bekletilir.

Molibdik Asit Cozeltisi: %2 molibdik asit ¢ozeltisi 1,8 M H,SO,4 ¢ozeltisi
icinde hazirlanr.

Ana Cozelti: inorganik fosfat tayini icin asagidaki karisim kullanilir.

%5 lubrol 10 hacim
Molibdik asit ¢ozeltisi 25 hacim
Saf su 65 hacim

Standart inorganik Fosfat Cozeltisinin Hazirlanmasi: Standart stok ¢ozeltisi
0,2 M potasyum hidrojen fosfattan 1-2 umol konsantrasyonlarinda hazirlanir. Stok

standart ¢ozeltisine %1 kloroform koruyucu olarak ilave edilir.

Islem: 1mL ornek lzerine 2 mL cozeltiler kisminda agiklanan ana ayirag
eklenmis ve karistirilmistir. Karisim oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Absorbans
degerleri 390 nm'de kére karst okunmustur. Sonuclar standart K HP, egrisinden
degerlendirilmistir.
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3.25.Na"-K* ATPaz in Spesifik Aktivite Tayini

Prensip: Sodyum-Potasyum Adenozin Trifosfataz aktivitesi inkibasyon
sirasinda ortama ilave edilen 3 mM disodyum adenozin trifosfat (ATP) den agiga
cikan inorganik fosfatin 6lctilmesi prensibine dayanarak olcultr (Reading ve ark,
1980).

Yontem: Asagida belirtilen sekilde hazirlanmis olan tlp igerikleri 5 dk su
banyosunda tutulmustur.

Na'-K* ATPaz icin inkiibasyon ortamindaki son iyon derisimleri:

Inkiibasyon ortam: = 100 mM NaCl 3mM ATP
20 mM KCl 1mM Ouabain
4 mM MqgCl,
40 mM Tris HCI
Ornek 1 Ornek 2 Or Kor ATP Kor
(Total-ATPaz) | (Mg-ATPaz)
-Ouabain inkb ort 870uL 870uL 870uL
+Quabain inkb ort 870uL
Ornek hmj 30uL 30uL - 30uL
dH20 - - 30pL 100pL
ATP 100pL 100pL 100uL -

TUplere inkibasyon ortamindan sonra 6rnek homojenati eklenerek 5 dk
37°C de inkiibasyona birakilmustir. Ardindan ATP eklenerek reaksiyon baslatilms,
30 dk 37°C’ de gerceklesen inkiibasyon sonrasinda, reaksiyon 500 pL soguk saf su ile
durdurulmustur. Atkinson ve ark (1973) kullandigi yonteme dayanarak tlplerde
aciga gikan inorganik fosfat miktari, son hacmi 1.5 mL olan tiplere 3 mL lubrol (%5
polioksietilen 10-lauril eter)-molibdat (%2 amonyum molibdat) karisimi (100 mL
icin 10 mL %5’ lik polioksietilen 10-lauril eter + 25 mL %2’ lik amonyum molibdat +
65 mL dH,0) konduktan sonra 10 dk oda sicakliginda bekletilerek 390nm dalga

boyunda agiga ¢ikan sar1 renkli kompleksin absorbansimin okunmasiyla 6l¢tlmastir.
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Enzim aktivitess pmol Pi/mg prot/saat olarak ifade edilmistir. (Na'™-K* ATPaz
aktivitess Total-ATPaz aktivitesinden Mg-ATPaz aktivitesinin ¢ikarilmasiyla

hesaplanir.)

3.2.6.Rediikte Glutatyon Tayini

Prensip: Hemen hemen eritrositlerin blttin nonprotein stlfidril gruplar:
indirgenmis glutatyon seklinde bulunur. 5, 5-ditiyo-bis [2-nitrobenzoik asit]
(DTNB), dilfidril bilesikleri tarafindan redikte edilmis bir distlfit bilesigidir.
Oldukca sar1 renkli anyon olusturur. GSH madde miktar: bu sar1 bilesigin 412 nm
dalga boyunda optik dansitesi saptanarak degerlendirilir.

Ayrraglar:
1. Cokturtci Cozelti
Glasiyel metafosforik asit 1.67g
Disodyum EDTA 0.20g
NaCl 30.0g9

Saf su ile 100 mL’ ye tamamlanir.

2. 0.3M NaHPO,

NaHPO,4 42.59g
Saf su ile 100mL’ye tamamlanr.

3. DTNB Cozdltisi

DTNB 20.0mg

%1’ lik sodyum sitrat ile 100 mL’ye tamamlanur.

Yontem:
K 6r(mL) Ornek(mL)
Hemolizat - 2
Saf Su 2 -
Cokturaci 3 3
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5 dk bekletilerek, 6rnek filtre kagidindan stizilmastdr.

Slzuntl 2 2

0.3M NaxHPO4 8 8

412 nm’ de kore karsi okunmustur. (OD4). TUplere:

%0.02 DTNB 1 1

Ilave edilmis ve 412 nm’ de kore kars1 okunmustur.(OD5)

Hesaplama:
Glutatyon derisimi mmol/g protein biriminden hesaplanir.
C/1000 = (OD,-OD;)/13600 x E; x 5/2 x 1/2
C(mmol/mg protein) = (OD,-OD;) x 0.092 / Protein(g/mL)
13600: GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olusan sar1 rengin molar ekstinksiyon
katsayist
E: : Eni 6 nm'den bilytk olan bant kullamlirsa hem 151k yolu hem de bant
genisligi  farklarim duzelten bir tirev ekstrinksiyon katsayist kullanilir. Bizim
kullandigimiz 2 nm'’ dir. Hesaplamalarda E; kullamlmamustir.
C : mmol glutatyon
OD; : DTNB ilave edilmeden 6nce 412 nm dalga boyunda olgllecek optik
dansite
OD, : DTNB ilave edildikten sonra 412 nm dalga boyunda olgilecek optik
dansite
1000: mmol’ e dénisiim katsayisi

3.2.7.Hemoglobin Tayini

Prensip: Drapkin c¢ozeltisinde bulunan ferrisiyanir hemoglobindeki +2
degerlikli  demiri +3 degere yukseltgeyerek hemoglobini  methemoglobine
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donustardr. Bu ise potasyum siyantr ile birleserek stabil olan siyanomethemoglobini
olusturur. Siyanomethemoglobinin 540 nm dalga boyunda verdigi optik dansite
Olculerek hemoglobin (Hb) miktar1 saptanir (Kampen, 1961).

Ayrraglar:
1. Drapkin Cozeltisi
K3Fe(CN)g 189mg
KCN 52mg
NaHCO3 1g

Saf su ile 100 mL’ ye tamamlanmustir.

Y ontem : Cozeltiler tiplere asagidaki gibi koyulmustur.

K or Ornek
Hemolizat(mL) - 100
Drapkin Cozeltisi(mL) 5 5

15 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda optik dansite okunarak hemoglobin degerlendirme cetvelinden

degerlendirmesi yapilmustir.

3.2.8.Albumin Tayini

Prensip: Bir santriftjj tUpine 0.5 mL sulandirilmis serum koyulmustur.
Uzerine 7.5 mL %23'lilk sodyum siilfat ilave edilerek iyice calkalanmustir. 3 mL
dietil eter konan tUpun agz1 kapatilip, iyice calkalanmis ve 15 dk santrifdij edilmistir.
Eter tabakasinin altinda kalan berrak kisimda albumin bulunur. Bu berrak kisimla
eter tabakasinin altinda yizer sekilde cokturdlmis beyaz globulin halkasi goze
carpar. Boylece sodyum siilfat kullanilarak serumdaki globulinler ¢oktirlmis olur.
Bir pipetin agz1 kapatilarak eter tabakasindan dikkatlice gegirilmis ve beyaz globulin
tabakasim mimkin oldugunca kirmadan alttaki berrak siviy1 bulandirmadan sivi
pipete gegirilmistir. Bu, albumin miktar tayini icin bundan sonraki basamaklarda
kullanmlmstir (Gornall ve ark, 1949).
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Yontem : Ug adet deney tiipl alinir ve asagidaki sekilde hazirlanmustir;

Kor Albumin Total Protein
Arik Su 1mL - -
Albumin Stzintusi - ImL -
Serum (1/20 - - 1mL
seyreltilmis)

Swvi, serum fizyolojik (%0,9'luk NaCl) ile /20 oraninda seyreltilip daha
sonra protein tayini yapilmis ve 750 nm dalga boyunda kore karsi absorbans
degerleri okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri standart protein egrisinden
degerlendirilerek albumin miktar1 tespit edilmistir.
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4BULGULAR ve TARTISMA
4.1.Bulgular
4.1.1.Standart Protein Egrisinin Ciziminde Elde Edilen Bulgular
Bolum 3.2.4'de agiklandigi gibi hazirlanan sigir albumini kullanilarak
yapilan deneylerde elde edilen sonuclar degerlendirilerek standart protein egrisi
cizilmistir. Olciilen absorbans degerleri Cizelge 4.1 de verilmistir. Bu verilere gore

Gizilen standart protein egrisi ise Sekil 4.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Standart Protein Egrisi icin Elde Edilen Bulgular

Protein Absorbans
Derigim (mg/mL)

0,007 0,022
0,014 0,044

0,0175 0,069
0,035 0,116
0,07 0,220
0,105 0,316
0,14 0,398
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0,45
y = 2,958x

0,4 1 R2 = 0,0928 .
0,35 |

0,3 1
0,25 A

0,2 A

Absorbans

0,15 A
0,1

0,05 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
mg prot/mL

Sekil 4.1. Standart Protein Egrisi

4.1.2. inorganik Fosfat Egrisinin Cizimi

Hazirlanan standart fosfat ¢ozeltileri kullanilarak yapilan deneylerde bilinen
fosfat derisimleri icin 390 nm'deki Olcllen absorbans degerleri Cizelge 4.2'de
verilmistir. Bu verilere gore cizilen inorganik fosfat egrisi ise Sekil 4.2.de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Fosfatin Farkli Derisimlerdeki Cozeltilerinin 390 nm'’ deki

Olguilen Absorbans Degerleri
Fosfat (mg/mL) Absorbans
0,025 0,021
0,05 0,060
0,1 0,129
0,15 0,196
0,2 0,277
0,4 0,522
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0,6
y = 1,3158x

0,5 R?=0,9976
20,4
3
= 0,3 -
3
< 0,2

0,1 -

O I I I [
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Fosfat (mg/mL)

0,5

Sekil 4.2. Inorganik Fosfatin 390 nm'’ deki Standart Grafigi

4.1.3. Cssitli Derisimlerde Akrilamid Igeren Kan Orneklerindeki

Hemoglobin Dizeyleri

Cssitli derisimlerde akrilamid igerecek sekilde hazirlanan kan 6rneklerinde

hemoglobin diizeyinin belirlenmesi sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.3'de

verilmis ve Sekil 4.3 de sematik olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Cesitli derisimlerde akrilamid eklenen kan drneklerinin
icerdigi hemoglobin diizeyleri

Akrilamid Derisimi Hemoglobin
(mM) Duzeyleri (g/dL)
0 16,3+1,1
0,25 12,1411
0,5 8,3+1,3
1 7,2£0,4
5 5,5+0,2
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20

16

12

Hemoglobin Duzeyi (gr/dL)

0 1 2 3 4 5
Akrilamid Derigimi (mM)

Sekil 4.3. Cesitli derisimlerde akrilamid iceren tam kandaki hemoglobin
diizeyinde meydana gelen degisiklikler

Akrilamid ile etkilestirilmeyen kandaki hemoglobin diizeyi 16,3 g/dL olarak
Olcilmustar. 0,25; 0,5; 1; 1,5 mM derisimlerdeki akrilamid ile etkilestirilen

kanlardaki hemoglobin duzeyleri ise sirasiyla 12,1; 8,3; 7,2 ve 5,5 g/dL olarak

bulunmustur.

4.1.4. Cssitli Derisimlerde Akrilamid Iceren Tam K andaki GSH
Duzeyleri

Cesitli derisimlerde akrilamid igerecek sekilde hazirlanan kan 6rneklerindeki
GSH dizeylerinin belirlenmesi sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.4'de
verilmis, Sekil 4.4’ de ise sematik olarak gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Cesitli derisimlerde akrilamid iceren kan 6rneklerinde tespit

edilen GSH dizeyi
Akrilamid Derigimi GSH Duizeyi
(mM) (mmol/mg prot)
0 4,430+0,130
0,25 1,704+0,200
0,5 1,227+0,007
1 1,022+0,140
5 0,954+0,004
5
s
o 4
o
£
5 2 |
2 3
E
.q_>; -
N
pn)
&)
T i
n 1 ¢
V)
O I 1
0 1 2 3 4 5
Akrilamid Derigimi (mM)

Sekil 4.4. Cesitli derisimlerde akrilamid iceren tam kandaki GSH diizeyinde
meydana gelen degisiklikler

Akrilamid ile etkilestirilmeyen kandaki GSH dizeyi 4,43 mmol/mg prot
olarak Olctlmustar. 0,25; 0,5; 1; 1,5 mM derisimlerdeki akrilamid ile etkilestirilen
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kanlardaki GSH duzeyleri ise sirasiyla 1,704; 1,227; 1,022 ve 0,954 mmol/mg prot

olarak bulunmustur.

4.1.5. Cssitli Derisimlerde Akrilamid Igeren Tam K andaki Albumin
Duzeyleri

Cesitli derisimlerde akrilamid igerecek sekilde hazirlanan kan 6rneklerindeki
albumin dizeylerinin belirlenmesi sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.5 de
verilmis Sekil 4.5 de ise sematik olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Cesitli derisimlerde akrilamid eklenen kan 6rneklerinde
belirlenen albumin diizeyi

Akrilamid Albumin Dizeyi
Derigimi (mM) (gr prot/L serum)
0 1,520+0,050
0,25 0,755+0,050
0,5 0,130+0,080
1 0,128+0,040
5 0,108+0,008
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Albumin Dizeyi (gr prot/L serum)

2 3 4
Akrilamid Derigimi (mM)

Sekil 4.5. Cesitli derisimlerde akrilamid iceren tam kandaki albumin diizeyinde
meydana gelen degisiklikler

Cizelgede goruldugu gibi akrilamid ile etkilestirilmemis kandaki albumin

diizeyi 1,520 g prot/L serum olarak bulunmustur. 0,25; 0,5; 1; 1,5 mM derisimlerdeki

akrilamid ile etkilestirilen kanlardaki albumin dizeyleri ise sirasiyla 0,755; 0,130;

0,128 ve 0,108 g prot/L serum olarak ol¢ulmustir.

4.1.6. Zar Elde Edilmes ve Zarin Protein Tayini

Elde edilen zar Orneginden bir miktar alinarak protein tayini yapilmstir.

Protein tayini sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Cizelge 4. 6. Zar Orneginin igerdigi protein miktar:

Absorbans Protein Miktar:
(mg prot/mL)
0,07 2,37
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Elde edilen verilerden yararlanilarak zar drnekleri 1 mM EDTA ve 10 mM
Tris-HCI iceren tampon ¢ozelti ile seyreltilerek son derisimi 1 mg zar proteini/mL
olacak sekilde zar proteinleri hazirlanmstir.

4.1.7. Zarin Cesitli Derisimlerdeki Akrilamid ile Etkilestirilmes
Sonucunda Na'-K * ATPaz Enzim Aktivite Degerleri

Cesitli derisimlerdeki akrilamid ile etkilestirilen zarda Na'™-K* ATPaz enzim
aktivite degerlerinin belirlenmesi sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.7'de
verilmistir. Sematik olarak ise Sekil 4.6'da gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Cssitli derisimlerde akrilamid igeren zar 6rneklerinde belirlenen
Na'-K* ATPaz enzim aktivitesi

Akrilamid Na'-K* ATPaz
Derisimi (mM) Aktivitesi
(umol Pi/mg prot/saat)
0 1,66%0,05
0,25 1,17+0,04
0,5 0,68+0,004
1 0,29+0,002
5 0,19+0,002
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Akrilamid Derigimi (mM)

Sekil 4.6. Cesitli derisimlerde akrilamid iceren zar drneklerinin Na'-K*
ATPaz aktivitesinde meydana gelen degisiklikler

Cizelgede gorildigii gibi akrilamid ile etkilestirilmemis zar 6rnegindeki Na'-
K" ATPaz aktivitesi 1,66 pmol Pi/mg prot/saat olarak belirlenmistir. 0,25; 0,5; 1; 1,5
mM derisimlerdeki akrilamid ile etkilestirilen zar 6rnegindeki Na,K-ATPaz aktivitesi
isesirasiyla1,17; 0,68; 0,29 ve 0,19 g umol Pi/mg prot/saat olarak ol¢ulmistir.

4.2. Tartisma

Akrilamid nikleofillerle, 6zellikle tiyolat anyonlariyla reaksiyona girer. Tiyol
gruplart birgok 6nemli biyolojik proteinlerin aktivasyonu igin gereklidir ve ayni
zamanda indirgeyici ganlar ve hicresel antioksidanlar icin 6nemlidir. Hemoglobin,
serum albumini ve GSH muhtemelen kanda en fazla bulunan tiyollerdir. (Friedman
ve ark.1965, Blumental ve ark. 1995).

Bu calismada in vitro olarak cesitli derisimlerde akrilamid ile etkilestirilen

kanlara ait GSH duizeyleri arastirilmistir. Elde ettigimiz verilerden akrilamid derisimi
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arttikca GSH duizeyinin anlamli 6l¢lde azaldigi bulunmustur. Bu azalis, akrilamid
derisimi 0,25 mM oldugunda %61,5, 0,5 mM oldugunda %72,3, 1 mM oldugunda
%76,9 ve 5 mM oldugunda ise %78,5 oramindadir (Cizelge 4.4).

Srivastava ve ark. (1983) karacigerde ve beyinde akrilamidin GSH diizeyine
olan etkisini arastirmiglar ve akrilamidin karacigerde ve beyinde GSH miktarimin
azalmasina neden oldugunu rapor etmislerdir. Dixit ve ark. (1984) sican
eritrositlerinde GSH ve akrilamidin etkilesimi ile ilgili arastrma yapmislar ve
akrilamid varliginda GSH miktarinin azaldigin belirlemislerdir. Tong ve ark. (2004)
yaptiklar: ¢alismada GSH ile akrilamidin reaksiyona girdigini ve bunun sonucunda
GSH miktarinin azaldigint rapor etmislerdir. Bulgularimiz bu ¢alismalarin sonuclart
ile uyumludur.

Yaptigimiz calismada farkli derisimlerdeki akrilamidin  hemoglobin ve
albumin dizeylerine olan etkileri de arastirilmistir. Kan 6rnegi 0,25 mM akrilamid
ile etkilestirildiginde hemoglobin diizeyinde %25,8, albumin diizeyinde %50,3' |Uk
bir azalma saptanmistir. Akrilamid miktarina bagli olarak belirlenen hemoglobin ve
albumin diizeyindeki bu azalisin akrilamid derisimi 0,5 mM oldugunda hemoglobin
icin %49,1 , albumin icin %91,5 , 1mM oldugunda hemoglobin icin %55,8 , albumin
icin %91,6 ve 5mM oldugunda ise hemoglobin igin %66,3 albumin icgin ise %92,9
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.3 ve 4.5).

Akrilamid hemoglobinin amino terminal ucuyla reaksiyona girmekte ancak
tiyol gruplarinin akrilamidle daha hizl1 reaksiyona girdigi bilinmektedir (Bergmark
ve ark. 1993). Y aptigimiz bu calismada akrilamid miktarina bagli olarak hemoglobin
ve albumin diizeyinde belirlenen azalmalar karsilastirildiginda albumin miktarindaki
azalmanin hemoglobin miktarindaki azalmaya oranla daha fazla oldugu saptanmustir.

Tong ve ak. (2004) serum abumini ile akrilamidin reaksiyonunu
incelemigler ve tiyol gruplarinin akrilamid ile reaksiyona girdigini tespit etmislerdir.
Schettgen ve ark. (2004) hemoglobin dizeyinin akrilamid varliginda azaldigini,
Paulsson ve ark. (2002) ¢esitli dozlarda akrilamid ile muamele edilen eritrositlerdeki
hemoglobin miktarimn azaldigin rapor etmislerdir.

Calismamizda ayrica akrilamidin hiicre zar1 Na'-K* ATPaz aktivitesine olan
etkisi aragtirilmstir.
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Y aptigimiz calismada akrilamid ile etkilestirilmeyen eritrositlerdeki Na'-K™*
ATPaz spesifik aktivitesi 1,66 pmol Pi/mg prot/saat olarak belirlenmistir. 0,25 mM
derisimdeki akrilamid ile etkilestirilen zar o6rnegindeki Na'-K* ATPaz spesifik
aktivitesi akrilamid icermeyen ornekle Karsilastirilchginda Na'™-K* ATPaz spesifik
aktivitesinde %29,5'lik bir inhibisyon bulunmustur. Bu inhibisyonun akrilamid
derisimi 0,5 mM oldugunda %59,1 , 1 mM oldugunda %82,5 ve 5 mM oldugundaise
%88,5 oldugu saptanmustir (Cizelge 4.7).

Akrilamid derisiminin artmasina bagli olarak Na'™-K* ATPaz spesifik
aktivitesinin azaldigi ve 5 mM akrilamid derisiminde enzim spesifik aktivitesindeki
azalma 1 mM akrilamid derisimindeki azalma ile karsilastirildiginda 6nemli bir fark
olmadigr saptanmustir. Enzimin spesifik aktivitesindeki bu azalma akrilamid
varliginda plazma zarinda bulunan Na'-K* ATPaz enziminin inhibe olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ancak yaptigimiz literatir calismasinda direkt farkli
derisimlerdeki akrilamidin Na™-K* ATPaz (izerine etkisini inceleyen calismaya
rastlanmadigindan bulgularimiz literatirle tartisilamamustir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuglar

1) Farkl: derisimlerde (0,25mM, 0,5mM, 1mM, 5mM) akrilamid ile etkilestirilen
kandaki hemoglobin diizeyinde bir azalma saptanmistir. Bu azalmanin 0,25mM
akrilamid derisiminde %25,8 iken akrilamid derisimi 0,5mM oldugunda %55,8
oldugu tespit edilmistir.

2) Akrilamid derisimi 0,25mM oldugunda dahi kandaki GSH diizeyinde %61,5
oraminda oldukc¢a bilytk bir azalma saptanmustir.

3) Derisimi az da olsa akrilamid ile etkilestirilen kandaki albumin dizeyinde
anlaml1 bir azalma oldugu saptanmustir.

4) Yaptigimiz calismada akrilamidin Na'-K* ATPaz enzimini inhibe ettigi

belirlenmistir.
5.2. Oneriler
Akrilamid sadece islenmis gida Urtinlerinde degil evde yuksek sicaklikta pisirilen

gidalarda da olusabilmektedir. Yaptigimiz bu in vitro ¢alismalara ilave olarak
akrilamidin in vivo etkileri de arastirilabilir.

38



KAYNAKLAR

ATKINSON, A., GATENBY, A.D., LOWE, A.G., 1973. The determination of
inorganic orthophosphate in biological systems. Biochim. Biophys. Acta,
320:195.

AWAD, M.E., ABDEL-RAHMAN, M.S. AND HASSAN S.A., 1998. Acrylamide
toxicity in isolated rat hepatocytes. Toxicol. in Vitro, 12:699-704.

BAUM, M., FAUTH, E., FRITZEN, S., HERRMANN, A., METRES, P., MERZ, K.,

RUDOLPHI, M., ZANKL, H., AND EISENBRAND, G., 2005. Acrylamide and
glycidamide: genotoxic effets in V79-cells and human blood. Mutation
Res./Gen. Toxicol. and Environ. Mutagen., 580:61-69.

BECALSKI, A., LAU, B.P.Y., LEWIS, D., SEAMAN, SW., 2003. Acrylamide in
foods: occurrence, sources and modelling. J. Agricult. and Food
Chem., 51(3):802-808.

BERGMARK, E., CALLEMAN, C.J, HE, F., COSTA, L.G., 1993. Determination of
hemoglobin adducts in humans occupationally exposed to acrylamide.
Toxicol. Appl. Pharmacol., 120:45-54.

BESARATINIA, A. AND PFEIFER, G.P., 2005. DNA adduction and mutagenic
properties of acrylamide. Mutation Res./Gen. Toxicol. and  Environ.
Mutagen., 580:31-40.

BLASIAK. J, GLOC, E., WOZNIAK, K., AND CZECHOWSKA, A., 2004.
Genetoxicity of acrylamide in human lymphocytes. Chemico-Biological
Interac., 149:137-149.

DIXIT, R., DAS, M., SETH, K.P., AND MUKHTAR, H., 1984. Interaction of
acrylamide with glutathione in rat erythrocytes. Toxicol. Letters, 23:291-
298.

DURLING, L.JK., AND ABRAMSSON-ZETTERBERG, L., 2005. A comparison
of genetoxicity between three common heterocyclic amines and acrylamide.
Mutation Res./Gen. Toxicol. and Environ. Mutagen., 580:103-110.

39



FRIEDMAN, M., CAVIS, JF., WALL, J.S,, 1965. Relative nucleophilic reactivities
of amino groups and mercaptide ions in addition reactions with alpha,
beta-unsaturated compounds. J. Am. Chem. Soc., 87:3672- 3682.

GORNALL, A.G., BARDAWILL, C.J,, DAVID, M.M., 1949. Determination of
serum proteins by means of the bidret reaction. J. Biol. Chem., 66:177-751.

HANAHAN, U.J. AND ECHOLM, J.E., 1974. Mth. Enzymol., 31:168-172.

KAMPEN, E.J.,, 1961. Klinik Kimya. s.78-82.

LINGNERT, H., 2002. Acrylamide in food—mechanisms of formation and
influencing factors during heating of foods. The Swedish Institute For
Food and Biotechnology Chairman of Expert Committee.

LOPACHIN, R.M., ROSS, JF., LEHNING, E.J, 2002. Nerve terminals as the
primary site of acrylamide action: a hypothesis. Neuro Toxicol., 23:43-59.

LOWRY, O.H., ROSEBROUGH, N.J.,, FARR, A.L., AND RANDAL, R.S,, 1951. J.
Biol. Chem., 193: 265-275.

MENG, F.G., ZHOU, HW., AND ZHOU, H.M., 2001. Effects of acrylamide on
creatine kinase from rabbit muscle. The International Journal of
Biochemistry & Cell biology., 33:1064-1070.

MURRAY, R.K., MAYES, P.A., GRANNER, D.K., RODWELL, V.W., 1991.
Harper’s Biochemisry. p.48-58.

ODLAND, L., ROMERT, L., CLEMEDSON, C., WALUM, E., 1994. Glutathione
content, glutathione transferase activity and lipid peroxidation in
acrylamide- treated neuroblastoma N1E 115 cells. Toxicol. in Vitro,
8:263-267.

PATEL, JM., BLOCK, E.R., 1993. Acrolein induced injury to cultured pulmonary
artery endothelial cells. Toxicol. and Appl. Pharmacol., 122:46-53.

PAULSSON, B., GRAWE, S. AND TORNQVIST, M., 2002. Hemoglobin adducts
and micronucleus frequencies in mouse and rat after acrylamide or N-
methylolacrylamide treatment. Mutation Res., 516:101-111.

READING, H.W., AND ISBIR, T., 1980. The role of cation activated ATPase in
transmitter releare from the art iris. QJ Exp Physiol., 65:105.

40



ROBINSON, J.D., 1974. Cation interactions with different functional states of the
Na'-K* ATPase. Ann-New York Acad Sci., 242: 185.

ROSSIER, B.C., GEERING, K.G., AND KRAEHENBUHL, J.P., 1987. Regulation
of the sodium pump:how and why?. Trends Biochem. Sci., 12: 483.

SCHETTGEN, T., ROSSBACH, B., KUTTING, B., LETZEL, S., DREXLER, H.,

AND ANGERER, J,, 2004. Determination of hemoglobin adducts of acrylamide
and glycamide in smoking and non-smoking persons of the general
population. Int. J. Hygiene and Environ. Health, 207:531-539.

SRIVASTAVA, SP., DAS, M., AND SETH, P.K., 1983. Enhancement of lipid
peroxidation in rat liver on acute exposure to styrene and acrylamide a
consequence of glutathione depletion. Chemico-Biological Interact.,
45:373-380.

SUMNER, S.J.S, FENNELL, T.R., MOORE, T.A., CHANAS, B., GONZALEZ, F.,

GHANAYEM, B. I., 1999. Role of cytochrome P4502El in the metabolism of
acrylamide and acrylonitrile in Mice. Chem. Res. Toxicol., 12:1110-1116.

TONG, G.C., CORNWELL, W.K., MEANS, G.E., 2004. Reactions of acrylamide
with glutathione and serum albumin. Toxicol. Letters, 147:127-131.

YANG, H.J, LEE, SH., JN, Y., CHOI, JH., HAN, D.U., CHAE, C., LEE, M.H.,

AND HAN, H.C., 2005. Toxicological effects of acrylamide on rat testicular gene
expression profile. Reproductive Toxicol., 19:527- 534.

41



OZGECMIS

1978 yihinda Adanada dogdum. ilk ve orta 6grenimimi Adana da
tamamladim. 1999 yilinda Dokuz Eylul Universitesi, Buca Egitim Fakiiltesi, Kimya
Egitimi Bolumunden mezun oldum. 2000 yilindan bu yana sinif 6gretmeni olarak

gorev yapmaktayim.

42





