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SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Kisaltmalar Aciklama

AA : Akrilamid

BCA : Bikinkoninik asit

BSA - S18ir serum albumini

cCAMP : siklik AMP

CAT . Katalaz

DMSO : Dimetil siilfoksit

EFSA : Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

EPA : Amerika Birlesik Devletleri ¢cevre koruma kurumu
FITC : Floresan izosiyanat

ERK . Hiicre dis1 sinyallerle diizenlesmis kinazlar

FDA . Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag kurulusu
GPx : Glutayon peroksidaz

GSH : Glutatyon

IARC : Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi

IUPAC . Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
JNK : ¢-Ju-N terminal kinazlar

KUR : Kurkumin

LDH . Laktat dehidrogenaz

LMPA : Diisiik erime noktali agaroz

MDA : Malondialdehit

NMPA : Normal erime noktali agaroz

MTT : 3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromit
NAD : Nikotinamid adenin diniikleotid

NADP : Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

ROS - Reaktif oksijen tiirleri

SOD : Stiperoksit dismutaz

TBA : Tiyobarbitiirik asit

TBARS : Tiyobarbitiirik asit reaktif tiirleri

TCA : Trikloroasetik asit
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Fen Bilimleri Enstitiisii

Anabilim Dah Adi

Danmisman : Prof. Dr. Melike ERKAN

Bu ¢alismanin amaci akrilamid kaynakli toksik etkiler ve kurkuminin TM3 Leydig
hiicreleri {iizerindeki olasi terapotik etkileriyle ilgili mekanizmalar1 incelemektir.
Akrilamid ile muamele edilmis hiicreler, sitotoksisite, reaktif oksijen tiirleri, antioksidan
ile iliskili enzim seviyeleri, apoptoz / nekroz oranlari, hiicre iskeleti, mitojenle aktive olan
protein kinazlar ve genotoksisite agisindan degerlendirildi. Kurkumin uygulamasinin
olas1 iyilestirici etkisi aragtirildi.

Endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilan akrilamidin, son yillarda yiiksek sicaklikta
pisirilen gidalarda kendiliginden olustugu bulunmustur. Diinyada ve lilkemizde beslenme
aliskanliklar1 sebebiyle akrilamid igeren besinler cokca tiiketilmektedir. Akrilamid,
yiiksek sicaklik uygulanmis (120°C) gidalarda, karbonhidratlarin ve aminoasitlerin
tepkimesi sonucu olusan bir bilesiktir. Ozellikle tahilli ve nisastali gidalar yiiksek
miktarda akrilamid icermektedir. Ayrica, akrilamid kagit, tekstil ve kozmetik
endiistrisinde ve su aritma sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda
insan hastaliklarini tedavi etmek i¢in tibbi bitkilerin kullanim1 oldukga yayginlagmastir.
Cogunlukla baharat ve gida renklendirici olarak kullanilan zerdagal bitkisinin aktif
bileseni olan kurkumin, polifenolik bir bilesik olarak nitelendirilmektedir. Yapilan
calismalar ile kurkuminin antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyal, antikanserojenik
ve antimutajenik ozelliklere sahip oldugu bulunmustur.
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TM3 Leydig hiicreleri, 24 saat boyunca kurkumin (2,5 pM) varliginda ve yoklugunda
dort farkli konsantrasyonda akrilamide (1, 10, 100, 1000 uM) maruz birakilmistir.
Oksidatif ~stres belirtecleri ve antioksidan savunma sistemi parametreleri
spektrofotometrik yontemle Ol¢iildii, apoptoz ve nekroz oranlari propidium-iyodiir-
Hoechst boyasi ile belirlendi ve hiicre iskeleti proteinlerinin isaretlenmesi igin
immiinofloresan boyama gerg¢eklestirildi. MAPK'lerin fosforilasyonunu belirlemek igin
Western blot analizleri yapildi ve ayrica genotoksisitesinin degerlendirilmesi i¢in komet
testi ve mikroniikleus testi uygulandi.

Yapmis oldugumuz ¢alismanin sonuglarina gore akrilamidin Leydig hiicresinin hiicresel
fonksiyonlarinda ve hiicre iskeletinde hasara sebep oldugunu, ROS olusumunu
tetikleyerek lipid peroksidasyonuna yol ac¢tigi boylelikle Leydig hiicrelerinde
antioksidan-oksidan dengesini bozdugunu gostermektedir. Ayrica oksidatif stresi
uyarmast ve MAPK yolagin1 aktive etmesiyle iliskili olarak Leydig hiicrelerinde
apoptozu tetikledigini ve genotoksisiteye neden oldugunu gostermektedir. Bunlara ek
olarak sonuglar, kurkuminin akrilamidin zararli etkilerini bastirdigini gostermistir.
Sonuglar birlikte ele alindiginda, akrilamidin, MAPK sinyal yolunun aktivasyonu ile
apoptozun indiiklendigini ve genotoksisiteye neden oldugunu, ayrica kurkuminin Leydig
hiicrelerinde akrilamid kaynakli hasara karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ortaya
koymaktadir.

Nisan 2019, 120 sayfa.

Anahtar kelimeler: Akrilamid, kurkumin, Leydig hiicresi, genotoksisite, MAPkinaz
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Ph.D. THESIS

EFFECTS of ACRYLAMIDE and CURCUMIN on CYTOTOXICITY,
GENOTOXICITY and CELL SIGNALING PATHWAYS in LEYDIG CELLS

Nebahat YILDIZBAYRAK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Melike ERKAN

The aim of this study is investigating the mechanism related to acrylamide induced toxic
effects and possible therapeutic effects of curcumin on TM3 Leydig cells. Acrylamide
treated cells were evaluated for cytotoxicity, reactive oxygen species (ROS), antioxidant
related enzyme levels, apoptosis/necrosis rates, cytoskeletal damage, phosphorylation
status of mitogen activated protein kinases (MAPKS) and genotoxicity. The possible
ameliorative effect of curcumin administration was investigated.

Acrylamide, which is widely used in industrial field, has been found to occur in foods
prepared in high temperature in recent years. Due to the nutritional habits in the world
and in our country, foods containing acrylamide are consumed a lot. Acrylamide is a
compound formed by the reaction of carbohydrates and amino acids in foods with high
temperatures (120°C). Particularly grain and starchy foods contain high amounts of
acrylamide. In addition, acrylamide is widely used in the paper, textile and cosmetic
industry and in water treatment system. In recent years, the use of medicinal plants to
treat human diseases has become widespread. Curcumin, which is the active ingredient
of the turmeric plant, is mostly used as a spice and food colorant, and characterized as a
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polyphenolic compound. Studies have shown that curcumin has antioxidant,
antiinflammatory, antibacterial, anticarcinogenic and antimutogenic properties.
TM3 Leydig cells were exposed to four different concentrations of acrylamide (1, 10,
100, 1000 uM) in the presence and absence of curcumin (2,5 uM) for 24 hours. Oxidative
stress markers and antioxidant defense system parameters measured by
spectrophotometric method, apoptosis and necrosis rates determining by propidium
iodide-Hoechst stain and for mark the cytoskeletal proteins immunofluorescent staining
was performed. Western blot analyzes were performed for determining the
phosphorylation of MAPKSs further Comet assay and micronucleus test applied for
evaluate the genotoxicity.
According to the results of our study, acrylamide causes detrimental effect on cell
function of Leydig cell and damage to the cytoskeleton, it causes lipid peroxidation by
triggering ROS formation and thus deteriorates antioxidant-oxidant balance in Leydig
cells. Results also showed that acrylamide induces apoptosis and causes genotoxicity in
Leydig cells associated with stimulating oxidative stress and activating MAPK pathway.
Moreover, results showed that curcumin suppressed the detrimental effects of acrylamide.
Taken together, we suggest that acrylamide, induced apoptosis through activation of
MAPK signaling pathway and caused genotoxicity furthermore curcumin has a protective
effect against the acrylamide induced damage in Leydig cells.

April 2019, 120 pages.

Keywords: Acrylamide, curcumin, Leydig cell, genotoxicity, MAP kinase
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1. GIRIS

Akrilamid endiistride (plastik islenmesi, kagit iiretimi, kozmetik ve boya gibi) ve arastirma
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir poliakrilamid monomeridir (Friedman,
2003). Isve¢ Ulusal Gida Komisyonu ve Stokholm Universitesi arastirmacilar: 2002 yilinda
akrilamidin patates cipsi, kizarmis ekmek, biskiivi, kahvaltilik gevrek ve kahve gibi
karbonhidrat igerigi yiiksek besinlerde bulundugunu tespit etmislerdir (Tareke ve dig., 2002).
Gida isleme sirasinda asparajin amino asidi ve glikozun karbonil grubu arasinda 120°C'nin
tizerindeki sicakliklarda gerceklesen Maillard reaksiyonu, akrilamid olusumuna neden
olmaktadir (Mottram ve dig., 2002). Akrilamidin giinliik olarak tiiketilen gidalarda bulunmasi
ve ¢esitli endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmasi insanlarin akrilamide maruziyetini

kag¢inilmaz kilmaktadir.

Amfifilik yapisi sayesinde biyolojik membranlardan hizlica gegebilen akrilamid, oral yol ile
alindiktan sonra gastrointestinal kanal tarafindan hizla emilir ve diger sistem ve organlara
yayilir. Plasenta ve anne siitii yolu ile fetiis ve yeni doganlara gegtigi de bildirilmistir (Fennell
ve dig., 2005; Schettgen ve dig., 2003). Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar akrilamidin
norotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkilerinden dolayr gesitli sistemler iizerinde zararli
etkileri oldugunu gostermektedir (Lakshmi ve dig., 2012; Dobrovolsky ve dig., 2016; Yang ve
dig., 2005). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi, akrilamidi insanlar i¢in olas1 karsinojen
kimyasallar olan Grup 2A smifina dahil etmistir (IARC, 1994). Akrilamidin erkek {ireme
sistemi iizerinde de zarali etkileri oldugu bilinmektedir. Yapilan hayvan ¢aligsmalar1 akrilamidin
sperm sayisinda azalma, kan testosteron seviyelerinde bozukluk, seminifer tubiil dejenerasyonu
ve testis agirliginin azalmasi gibi etkileri oldugunu gostermistir (Kermani-Alghoraishi ve dig.,
2010; Song ve dig., 2008; Yang ve dig., 2005). Ayrica yapilan in vitro ¢aligmalar ile akrilamidin
Leydig hiicrelerinde steroidogenik yolakta bulunan genlerin ve proteinlerin ekspresyon
seviyelerini degistirdigi ile Leydig ve Sertoli hiicrelerinde oksidatif stres yolu ile apoptoza
neden oldugu gosterilmistir (Yilmaz ve dig., 2017; Yildizbayrak ve Erkan, 2018). Yapilan tim
bu c¢aligmalarin yanisira akrilamidin Leydig hiicrelerinde olusturdugu toksik hasarin
sitotoksisite, hiicre sinyal yolaklar1 ve genotoksisite acisindan degerlendirildigi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.



Giliniimiizde c¢evresel toksinlerin biyolojik sistemler tizerindeki toksik etkilerini onlemek igin
cesitli fitokimyasal maddelerin kullanilmasi olduk¢a yaygin hale gelmistir. Curcumo longo
rizomlarindan elde edilen, medikal bir bitki olan turmerik Hindistan, Cin ve Giineydogu
Asya’da gida koruyucu, renklendirici ve baharat olarak kullanilmaktadir (Hosseini ve
Hooseinzadeh, 2018). Kurkumin turmerik bitkisinin sar1 rengini veren ve temel biyoaktif
bileseni olan, genis ¢capli biyolojik aktivitelere sahip bir polifenoldiir (Ammon ve Wahl, 1991).
Farmakolojik ve biyolojik etkileri antiinflamatuvar, antioksidan, antimikrobiyal,
antikarsinojenik ve antiseptik olarak siralanmaktadir. Yapilan ¢aligmalar kurkuminin insanlar
icin toksik olmadigimi ve inflamasyona neden olan pek ¢ok faktére karsi koruyucu etkisi

oldugunu gdstermektedir (Gianessi ve dig., 2008; Ilbey ve dig., 2009; Sharma ve Sing, 2010).

Yapilan ¢alismalar kurkuminin bazi ¢evresel toksik maddelerin neden oldugu DNA hasari,
apoptoz ve oksidatif strese karsi testikiiler dokular iizerinde koruyucu etki gosterdigini
bildirmistir. Bununla birlikte, kurkuminin erkek tireme sistemi tizerinde akrilamid toksisitesine

kars1 olasi iyilestirici etkisi hakkinda sinirli veri bulunmaktadir (Gouda ve dig., 2011).

Bu tez ¢alismasi, akrilamidin Leydig hiicrelerinde sitotoksiste, genotoksisite ve hiicre sinyal
yolaklar1 tizerindeki in vitro etkilerini ve bu etkilere kars1 kurkuminin koruyucu bir rolii olup
olmadigin1 ortaya cikarmak iizere gergeklestirilmistir. Tezin ‘Genel Kisimlar’ boliimiinde
Leydig hiicreleri, akrilamid, kurkumin, oksidatif hasar, apoptoz, mitojenle etkinlesen protein

kinaz sinyal yolagi, genotoksisite ve hiicre iskeleti ayrintili olarak anlatilmustir.

Tezin “Malzeme ve Yontem” boliimiinde laboratuvarda uygulanan islemler ayrintili olarak

anlatilmistir.

Laboratuvar ¢alismalart1 sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular” bdliimiinde

belirtilmistir.

Tezin “Tartisma ve Sonug” bdliimiinde ise, elde edilen veriler degerlendirilmis ve bu veriler

mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmistir.

Bu ¢alismada akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde sitotoksik, genotoksik etkileri
ile hiicre sinyal yolaklar1 iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda Leydig
hiicrelerine farkli kombinasyonlarda uygulanan akrilamid ve kukuminin sitotoksik etkilerini

ortaya ¢ikarmak i¢in hiicre canliligi, enzimatik antioksidanlar, lipit peroksidasyonu ve reaktif



oksijen tiirleri biyokimyasal olarak Ol¢iiliip temel hiicre iskeleti elemanlar1 (aktin, tubulin,
konneksin 43) immiinfloresan boya ile isaretlenmistir. Genotoksik hasarin ortaya ¢ikarilmasi
icin komet ve mikroniikleus testleri gergeklestirilmistir. Hiicre sinyal yolaklar1 {izerindeki
etkiler ise apoptotik indeksin hesaplanmasi ve mitojenle etkinlesen protein kinaz sinyal

yolaginda bulunan proteinlerin (JNK, ERK, p38) ifade diizeylerinin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LEYDIG HUCRESI

Erkek iireme sisteminin ve endokrin sistemin bir pargasi olan testis, Spermatogenezin
gerceklestigi ve erkek cinsiyet hormonlarinin iiretildigi organ olarak yetiskin erkeklerde lireme
fonksiyonlarmin saglikli bir sekilde ger¢eklesmesinde gorev alir (Martin, 2016). Testis
seminifer tiibiiller ve interstisyel alan olmak iizere anatomik olarak iki kisima ayrilir. Seminifer
tiibiiller, spermatogenezin ¢esitli asamalarinda germ hiicrelerinin  bulundugu, Sertoli
hiicrelerinin konumlandigi vaskiiler olmayan testis boliimiinii olusturur (Gartner ve Hiatt,
2015). Testiste seminifer tiibiiller arasinda kalan bolge interstisyel alan olarak adlandirilir.
Interstisyel bolge, Leydig hiicreleri, makrofaj, fibroblast, myeoid hiicreler ile kan ve lenf

damarlar1 bakimindan oldukga zengin bag dokusundan olusmustur (Mescher, 2015).

Franz Leydig tarafindan 1850 yilinda tanimlanan Leydig hiicreleri spermatogenezin kontroli,
erkek iireme kanallar1 ve ikincil cinsiyet karakterlerinin gelismesi i¢in gerekli androjen olan
testosteronun ana kaynagidir (Christensen, 2007). Testis yapisinda Leydig hiicrelerinin konumu

ve histolojik olarak goériintimleri sekil 2.1.1°de verilmistir.

3 \
3 } o W ; &.“1.,.“
STy L 8
'_‘_i‘..-'“ s Y/
'« Leydig hiicresi
b ~

. .
! et

Sekil 2.1.1: Leydig hiicrelerinin histolojik gortntiisii (https://anatomy-library.com/img/anatomy-and-
histology-of-seminiferous-tubule-10.html)

Androjen iiretimi fetal Leydig hiicreleri ve yetiskin Leydig hiicreleri olmak tizere iki farkli
Leydig hiicre popiilasyonu tarafindan gerceklesmektedir. Bu iki popiilasyon histolojik yapi,

yasam siiresi, androjen sentez kapasitesi ve gonadotropinlere cevap verme mekanizmalar


https://anatomy-library.com/img/anatomy-and-histology-of-seminiferous-tubule-10.html
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bakimindan farkliliklar gosterirler. Prenatal donem boyunca androjen iiretiminin temel kaynagi
olan fetal Leydig hiicreleri i¢ ve dis erkek genital yapilarinin maskiilinizasyonu ve néroendokrin
fonksiyonlarin diizenlenmesinde goérev alirlar (Svechnikov ve dig., 2010). Fetal Leydig
hiicreleri morfolojik olarak yuvarlak-ovaldir, diiz yiizlii endoplazmik retikulum, mitokondri ve
bol miktarda lipit damlaciklari igerirler. Gruplar halinde bulunma egilimi gosteren fetal Leydig

hiicreleri kollojen ve lamininden olusan bir membran tarafindan ¢evrelenirler (Martin, 2016).

Yetiskin Leydig hiicreleri dis genital bolgenin pubertal gelisimi i¢in gerekli testosteron iiretimi,
spermatogenezin baslamasi ve pubertede goriilen endokrin fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol
alirlar (Svechnikov ve dig., 2010). Genis, yuvarlak veya ¢ok koseli olabilen hiicreler olarak
gelisirler ve merkezi konumlanmis bir niikleus ile eozinofilik bir sitoplazmaya sahiptirler
(Mescher, 2015). Fetal Leydig hiicrelerinin aksine bir membran tarafindan ¢evrelenmeden
kiimelesebilirler ve androjen iiretme potansiyelleri daha yiiksektir (Haider, 2004). Her iki
Leydig hiicre popiilasyonu da sitoplazmalarinda lipaz, oksidatif enzimler, esteraz ve steroid
dehidrogenaz enzimleri igerirler ve liiteinizan hormon reseptorii eksprese edebilirler (Trainer,
1995).

Leydig hiicreleri, kolesterolden testosteron biyosentezi yapabilme kapasitesindedirler ve bu
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde birgok hormon ve sinyal molekiilii gérev alir (Ye ve dig.,
2011). Fetal donem boyunca cinsel gelisim ve testislerin inmesinde, erginlik donemi boyunca
seminifer tiibiillerde sperm tretimi, aksesuar cinsiyet organlarinin ve cinsel davranisin
saglanmasi igin gerekli olan baslica hormon testosterondur (Payne ve Youngblood, 1995;
Wilson, 2001; Hardy ve dig., 2008). Testosteron biyosentezi ve sekresyonu esas olarak on
hipofizden salmman bir gonadotropin olan luteinizan hormonun gonderdigi bir uyart ile
gerceklesir. Leydig hiicreleri ylizeyindeki 6zellesmis reseptoriine baglanan luteinizan hormon,
hiicre i¢i ikincil mesajc1 olan siklik AMP (cAMP)’nin {iretimini uyarir (Hales, 2002).
Kolesteroliin dis mitokondriyal membrandan i¢ membrana aktarilmasi, steroidogenik akut
diizenleyici protein tarafindan yeterli cAMP seviyelerinin varliginda gergeklestirilir.
Kolesterol, mitokondriye transfer oldugunda yan zincir kiric1 enzim tarafindan pregnenolona
dontistirilir ve 3pB-hidroksisteroid dehidrogenaz ile 17p-hidroksisteroid dehidrogenaz
enzimleri araciligiyla Leydig hiicrelerinde testosteron iretimi gergeklesir (Payne ve

Youngblood, 1995; Wilson, 2001, Ye ve dig., 2011).



2.2. AKRILAMID
2.2.1. Akrilamidin Genel Ozellikleri

Akrilamid, biyolojik materyallere kars1 yiiksek reaktif 6zellik gosteren, beyaz renkli, kokusuz,
kristal yapili organik bir maddedir (EPA, 2007). Uluslararasi temel ve uygulamali kimya
birligine (IUPAC) gore 2-propenamid olarak adlandirilan akrilamidin kimyasal yapist sekil
2.2.1.1°de verilmistir (Friedman, 2003).
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Sekil 2.2.1.1: Akrilamidin kimyasal yapisi.

Akrilamid suda kolayca ¢oziinebilir ayrica aseton, metanol ve etanol gibi organik ¢oziiciilerde
de yiiksek ¢oziiniirliik gosterir (Semla ve dig., 2017). Doymamus bir ¢ift bag ve amid grubu
iceren akrilamid vinil bilesikleri ile konjuge olur. Kimyasal yapisinda bulunan ¢ift bagdan
dolayz sisteinde bulunan -SH gruplari ile protein ve aminoasitlerde bulunan -NHz gruplar ile
bag kurmaya yatkinlik gosterir (Girma ve dig., 2005). Akrilamid yiiksek ultraviyole radyasyon
ve sicaklik altinda polimerize olur ve bu reaksiyonlar sonucunda poliakrilamid olarak
adlandirilan yeni kimyasal bilesikler olusur (Semla ve dig., 2017). Akrilamidin bazi fiziksel ve

kimyasal 6zellikleri tablo 2.2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1.1.1: Akrilamidin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Kimyasal formiilii

CH2=CH-CO-NH:

Molekiiler agirhg:

71,08

Yogunluk

1,12g/ml (30°C)

Kaynama noktasi

192,6°C

Erime noktasi

84,5°C

Suda ¢oziiniirliigii

2.155g/ml (30°C)




2.2.2. Akrilamid maruziyet yollari

Akrilamid, poliakrilamid tiretimi ve sentezinde kullanilan sentetik bir kimyasal bilesiktir ve
bircok endiistri dalinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Poliakrilamid tiiretiminin baslica
kullanim alanlar1 endiistriyel atik sularin aritilmasi, igme suyu depolar1 ve kanalizasyon
hatlarinin yapimi, adhezyon arttirici polimerlerin liretimi ve kagit yapimi olarak siralanabilir.
Poliakrilamid igeren iirlinler ve bilesikler, endiistriyel akrilamid maruziyetinin ve akrilamidden
kaynaklanan c¢evresel kirliligin en O©nemli kaynaklaridir (EPA). Akrilamid arastirma
laboratuvarlarinda niikleik asitlerin ve proteinlerin elektroforetik olarak ayrilmasi islemi
strasinda poliakrilamid jel uygulamasinda kullanilir (Friedman, 2003). Ayrica akrilamid sigara
dumaninin bir bilesenidir ve yiiksek oranda maruziyetin sebeplerinden biridir. Sigara
dumandaki akrilamid miktar1 bir sigara i¢in yaklasik olarak 1,1 — 2,34 ng olarak hesaplanmistir
(Smith ve dig., 2000).

Isve¢ Ulusal Gida Kurulusunun 2002 yilinda patates cipsi, kahve ve ekmek gibi karbonhidrat
bakimindan zengin gidalarda akrilamid bulundugunu ilan etmesinden bu yana akrilamid gida
kaynakl1 toksik maddeler listesine eklenmistir (Swedish National Food Administration, 2002).
Yiyeceklerdeki varligi tespit edildikten kisa bir siire sonra, gidalarda akrilamid olusumunun ana
yolunun Maillard reaksiyonu oldugu acgik¢a belirlenmistir (Mottram ve dig., 2002; Stadler ve
dig., 2002). Glikoz (indirgeyici seker) ve asparajin arasindaki Maillard reaksiyonu olarak
bilinen reaksiyon, firinlanan ve kizartilan besin maddelerindeki renk, lezzet ve aromanin
olusmasindan sorumludur ve 120 °C'yi asan sicaklikta reaksiyon daha yiiksek oranda
gerceklesir (Friedman, 2003, Tareke ve dig., 2002). Avrupa Gida Giivenligi Kurulusu (EFSA)
2005 yilindan itibaren belli araliklarla gidalarda bulunan akrilamid miktarlar1 ve etkileri ile ilgili
bildiriler yayimlamaktadir ve en son 2015 yilinda akrilamid risk degerlendirmesi raporunu
bildirmistir (EFSA, 2015). 2007-2012 yillar1 arasinda EFSA izleme verilerine dayanan gesitli
gidalarda tespit edilen akrilamid degerleri tabloda verilmistir (EFSA, 2013). Gidalarda
akrilamid olusumunu etkileyen faktorler: sicaklik, yiiksek sicakliga maruz kalma siiresi, amino

asit igerigi ve tiirleri ile karbonhidrat igerigi olarak siralanabilir. (Becalski ve dig., 2003).



Tablo 2.2.2.1: EFSA (2013) verilerine gore ¢esitli gida maddelerinde tespit edilen akrilamid degerleri.

Gida iiriinleri Belirlenen akrilamid
degerleri (ng/kg)
Patates kizartmas1 600
Patates icerikli cips 1000
Bugday ekmegi 80

Kahvaltilik gevrekler 400
Biskiivi ve gofretler 500
Bebek biskiivileri 200
Coziinebilir kahve 900
Kavrulmus kahve 200

Akrilamid kizartma, kavrulma ve firinlama sirasinda olusur ve haglanmis veya mikrodalga
firnda islenmis gidalarda bulunmaz. Kizarmis patates iriinleri, ekmek, unlu mamuller ve
kahvede en yiiksek akrilamid seviyeleri tespit edilmistir. Bununla birlikte, akrilamidin, tabloda
listelenenlerin disindaki gida iiriinlerinde oldugu da bildirilmistir. Insanlar akrilamidin zararl
etkilerine islenmemis bazi dogal gidalan tiiketerek de maruz kalabilirler bu gidalar findik,
badem, kakao ve tahil grubu olarak siralanabilir ayrica asir1 sicak igslem gérmeyen kurutulmus
meyvelerde (kuru kayisi, erik gibi) de yiiksek miktarlarda akrilamid oldugu goriilmiistiir
(Rachwat ve Nebesny, 2012, Amrein ve dig., 2005, Amrein ve dig., 2007). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) genel popiilasyon igin giinliik olarak alinan akrilamid miktarii 0,3-2,0
mg/kg/viicut agirligi olarak ve yiiksek tiiketicilerde 5,1 mg/kg/viicut agirligina kadar
¢ikabildigini belirtmistir (WHO, 2005). Cocuklar ve ergenler gibi populasyondaki farkli alt
gruplarda ve toplumlarin geleneksel beslenme aligkanliklarinin degiskenligi dogrultusunda
viicut agirligima oranla giinliik olarak daha fazla akrilamid tiiketildigi bilinmektedir. EFSA,
akrilamidin azaltilmas1 konusundaki arastirma siirecini ve gidalarda olusan akrilamid
seviyelerini etkileyen parametreleri ozetledigi “toolbox™ 2014 yilinda giincelleyerek
yayinlamistir. Rapora gore patates icerikli gidalarda akrilamid olusumunu indirgeyebilmek i¢in
bilimsel tarim (seker ve asparjin igerigi), receteye baglh degiskenler, (fermantasyon, dilisyon ve
parca boyutu, pH, aminoasit ve kalsiyum igerigi), gida islenmesi ile ilgili faktorler (asparjinaz,
181 girisi ve nem, Uriin rengi) gibi parametrelere gida sanayinin uygulamasi iizere belirli

kisitlamalar getirilmistir (Toolbox, 2013).



2.2.3. Akrilamid metabolizmasi

Akrilamid viicuda ti¢ farkli yol ile giris yapabilir bunlar sindirim yolu, solunum yolu (sigara
dumani) ve deri emilim yolu (kozmetik iiriinler) olarak smiflandirilir (Semla ve dig., 2016).
Yiiksek miktarda hidrofilik 6zellik gosterdigi icin viicuda alinan akrilamidin tamaminin
emilmesi beklenmektedir. Yapilan pek cok calisma akrilamidin insanlara ve ozellikle
kemirgenlere oral yol ile verilmesinin ardindan hizlica emildigini géstermektedir. Viicuda
alinan akrilamid hizlica emilip kan dolagimina katilarak organlara (karaciger, kalp, beyin,
bobrekler) yayilir (Kocadagli ve Gokmen, 2016). Plasenta ve anne siitiine de gegebilen
akrilamid boylelikle fetiis ve yenidogan metabolizmasina da dahil olur (Schettgen ve dig., 2004,
Sorgel ve dig., 2002, Capuano ve Fogliano, 2011). Akrilamidin emilim, dagilim, metabolizma

ve atilimini gosteren sema Sekil 2.2.3.1 'de verilmistir.

Bagirsak Kan dolasimi

Karaciger l
i »plasenta — fetlis

Akrilamid >
. [\ |
. idrarla atilan
* U

\ Akrilamid

metabolitler

metabolitler

Bobrek

hemoglobin eklentisi

Sekil 2.2.3.1: Akrilamidin emilim, dagilim, biyotransformasyon ve atiliminin sematik diyagrami
(Kocadagli ve G6kmen, 2016).

Akrilamid metabolizmasinda iki ana yolak bulunur (Sekil 2.2.3.2). Akrilamid, faz |
metabolizmasinda sitokrom P450 2E1 tarafindan oksidasyon yoluyla in vivo olarak bir
elektrofil olan epoksit glisdamide doniistiiriiliir (Settels ve dig., 2008). Bu nedenle, akrilamid
gibi, glisamid de kovalent olarak siilfhidril ve amino gruplari igeren hiicresel bilesenlere
baglanir. Biyotransformasyonun ikinci asamasinda, akrilamid ve glisidamid rediikte glutatyon
ile glutatyon konjugatlarinin olusmasina neden olan glutatyon-s-transferaz ailesinden enzimler
araciligryla birlestirilir (Friedman, 2003). Glutatyon konjugatlari reaksiyonunun son triinleri,

olan N-asetilsisteinin tiirevleri idrar ile atilir (Pingot ve dig., 2013). Akrilamid ve glisidamidin
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her ikisi de hemoglobin, glutatyon ve DNA gibi viicutta bulunan niikleofilik molekiillerle
etkilesime girebilirler. Ancak akrilamidin DNA ile olan reaktivitesinin glisidamide oranla daha
diisiik oldugu belirtilmistir (Doerge ve dig., 2005; Ghanayem ve dig., 2005). Oksijen iceren
heterosiklik bilesikler olan epoksitler (glisidamid) ¢ok reaktiftirler ve bu sebepten proteinler ile
DNA’daki niikleofilik bolgelerle kolayca reaksiyona girebilirler (Melnick, 2003).

Hemoglobin adduct'lar1 o O.__OH
diger proteinler . *\i

(e} S
/lk/\ Y\/ NH
NH
N-asetil-S-(3-amino-3-oksopiril)sistein - Siilfoksid
J\/\ Glutatyon
o (e}

(@) Y
NH
H2N l\omugasyon y N/”\( OH HzN)l\/\S/j/i
2
AKRILAMII) baz O~ "OH
o N-asetil-S-(3-amino-3-oksopiril)sistein
epoksnda“ on DNA adduct'lar1
cn’zm H N/U\'/Hb o}
2
OH HZN )]\/\S/INH2
Hemozlobm adduct
O~ "OH
HZNM

S-(3-amino-3-oksipiril)sistein

diger proteinler
Glisidamid
g:? konjugasyon Q S
s
hidrolizasyon HZNJ\(\OH HzN)H/\ Glutatyon

Glutatyon OH

o}

HoN OH
HO

2.3- dihidroksipropienamid

gliseramid lo) HO O
HO__O
HoN 2 NH ' \I
2 o S
Loy
HO o NH,

N-asetil-S-(1-karbomil-2-hidroksietil)sistein N-asetil-S-(3-amino-2 hzdroksx 3-oksopiropil)sistein

Sekil 2.2.3.2: Akrilamid metabolizmas1 (Capuano ve Fogliano, 2011).
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2.2.4. Akrilamidin Toksik Etkileri

Akrilamidin farkli canli gruplarinda cesitli doku ve organlar iizerinde toksik etkileri oldugu
bilinmektedir. Bu toksik etkiler, ndrotoksisite, karsinojenite, genotoksisite ve lireme sistemleri
tizerine olan etkiler olarak smiflandirilir (Friedman, 2003; Parzefall, 2008; Exon, 2010).
Akrilamid norotoksisitesi yiiksek miktarlarda maruziyet sonucunda gelisir ve 6zellikle mesleki
olarak inhalasyon ve dermal yol ile maruz kalan bireylerde goriilir (WHO, 2005).
Norotoksisiteye bagli hasarlar genellikle cevresel noropatiye bagli olarak gelisen ataksi,
ekstremitelerde uyusukluk, asir1 terleme ve iskelet kas1 zayifligi olarak tanimlanir. Akrilamidin
norotoksik etkileri kinezin aracili aksonomal tagimay1 ve ndrotransmisyonu inhibe etmesine

dayanmaktadir (LoPachin, 2002; Sickles ve dig., 2002).

Akrilamid Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Kurulusu (IARC) tarafindan 1994 yilinda insanlar
icin muhtemel karsinojenler olan Grup 2A smifi kimyasallar i¢ine tanimlanmistir (IARC,
1994). Kemirgenlerde yapilan birgok calisma, akrilamidin, ¢oklu organ kanserojeni oldugunu
ve akciger, rahim, cilt, meme bezi, beyin gibi birgok organda tiimére yol agabilecegini
gostermektedir (Rice, 2005). Genel olarak akrilamidin neden oldugu kanserojenik etkinin
memelilerde glisidamide doniismesinden kaynaklandigi ve glisidamidin niikleik asitlerin asit
bazlarina akrilamidden daha yiiksek afinite gosterdigi kabul edilmektedir. Bununla birlikte hem
akrilamidin hem glisidamidin, N-7 pozisyonunda guanine kovalent olarak baglanarak “DNA
adduct” olusturdugu bulunmustur (Atay ve dig., 2005). Akrilamid maruziyetinde goriilen
baglica DNA adduct N-7 glisidamid-guanin DNA adduct’tir ve DNA replikasyonu sirasinda
guanin-timin gegisine sebep oldugu i¢in mutajenik etki gosterir (Besaratinia ve Pfeifer, 2004).
Akrilamid kaynakli DNA adduct olugsmasi ve buna bagli goriilen mutajenite akrilamid

genotoksisitesinin anahtar noktasidir.

Laboratuvar hayvanlar1 tizerinde yapilan g¢esitli calismalar akrilamid maruziyetinin testis
fonksiyonu tizerindeki etkilerini incelemistir. Bu ¢aligmalarin sonuglari sperm sayist Ve
canliliginda azalma, anormal sperm morfolojisinde artis ve seminifer tiibiillerde vakuolizasyon
ve apoptotik ve dev hiicrelerin olusumu gibi histopatolojik degisiklikler oldugunu gostermistir.
Erkek farelerle yapilan bir ¢aligmada diisiikk konsantrasyonda (0,001 mg/kg/viicut agirligi)
akrilamid on iki ay siire ile igme suyuna katilarak kronik maruziyet modeli olusturulmus ve
germ hiicrelerinde akrilamid konsantrasyonuna bagimli olarak artig gosteren DNA hasari tespit

edilirken testis morfolojisi ve agirliginda bir degisiklik gdzlenmemistir. Buna karsilik, bir diger



12

calismada yiiksek konsantrasyonlarda (0,43 ve 2,18 mg/kg/viicut agirligi) uygulanan
akrilamidin serumda bulunan total testosteron, yiiksek konsantrasyonlu lipoprotein ve lenfosit
miktarini azalttig1 bdylelikle yiiksek konsantrasyonlarda maruz kalinan akrilamidin sistemik
toksisiteye neden oldugu sonucuna varilmistir (Raju ve dig., 2015) Yapilan bir diger ¢alisma
akrilamidin Leydig hiicrelerine dogrudan hasar vererek testisin endokrin fonksiyonu iizerinde
olumsuz etkiler olusturdugunu gostermektedir (Song ve dig., 2008). Daha 6nce yapmis
oldugumuz bir ¢aligmada akrilamid uyguladigimiz Leydig hiicrelerinde testosteron hormon
miktarinin azaldigimi ve steroidogenez siirecinde gorevli genlerin ve transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu gézlenmistir (Yildizbayrak ve Erkan,
2018). Artan doza bagli olarak akrilamid Leydig hiicre canliligini ve serumda bulunan
testosteron seviyesini diislirerek spermatogenez kapasitesinin diismesine neden olur. Ayrica,
spermatogenez ile ilgili gen anlatimini negatif yonde etkiledigi, kauda epididimisteki sperm
miktarin azalttigi ve cinsiyet steroidlerinin tasinmasinda olumsuz etkiler yaptigi gosterilmistir

(Yang ve dig., 2005).

Akrilamid kaynakli olusan hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif DNA
hasar1 ve detoksifikasyonunda rol oynayan glutatyonun (GSH) tiikenmesi yoluyla akrilamid
hiicrelerde sitotoksik ve genotoksik etkiler gostermektedir (Friedman, 2015). Akrilamid, reaktif
oksijen tiirlerinin liretimini artirarak, p38 ve JNK kinazlar1 aktive eder ve genotoksik stres ile
baglantili transkripsiyon faktorlerini aktive ederek hiicrelerde senesens ve apoptozu uyarir.
Akrilamidin hiicre igine girdikten sonra neden oldugu hiicresel degisiklikler sekil 2.2.4.1°de

Ozetlenmisir.
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AKRILAMID MARUZIYETI
A) Mitokondriyal disfonksiyon A) 1 Cox-2 ve Nitrikoksit sentaz
ekpresyonu
ATPaz aktivitesi
: ikom;lze ltsI:;/I]Ie;ll(tivitesi A) Hiicre ici antioksidan dengesizligi )
« |MTT B) 1 Interlokin-1 ve Timor nek-
. . e |GSH rozis faktor-a
e |Canli mitokondri sayisi «  |SOD, GP, GST, Katalaz S —
S engedd s tivatorprotein 1 ve Niik-
B) |Glikolitik yolaklar o |yGCS ekspresyon ve aktivitesi Teer Palcion Kagpa o
B) 1Serbest radikaller
e tROS, RNS, hidroperoksidazlar
Enerji kayb: e 1 Lizozomal ROS iiretici enzim
A) |Nérotransmisyon Olkidatif stres

o | Asetilkolin esteraz aktivitesi
e |Dopamin seviyesi ‘
o | Dopamin reseptor miktari

e |Dopamin reseptér salmnimi

A) 1Lipid peroksidasyonu

o 1Serbest radikal aracih@iyla

A)IMAP
¢ tMalondialdehit araciligiyla

kinaz:
TINK
1ERK

1p38

B) Organaller iizerindeki oksidatif
hasar

o 18-hidroksideoksiguanin
(DNAhasart)
e tKollojen (Doku hasart)

NO=~O~»

Sekil 2.2.4.1: Akrilamidin hiicre i¢i toksik etkileri (reaktif oksijen tiirleri: ROS, reaktif nitrojen tiirleri:
RNS) (Kahkeshani ve dig., 2015).
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2.3. KURKUMIN

Geleneksel tipta insan hastaliklarimi tedavi etmek igin tibbi bitkilerin kullanimi oldukca
yaygindir. Natiirel ilaclarin sentetik ilaglara oranla daha saglikli oldugu inanci nedeniyle son on
yilda tibbi bitkiler ve geleneksel tip lizerine ilgi artmistir (Mohebbati ve dig., 2017). Curcuma
longa (turmerik, zerdegal), Giiney Asya'ya 6zgii tropik bir bitki olup Zingiberaceae familyasina
aittir ve diinyada yaklasik 133 tiir Curcuma longa vardir. Kurkumin ise turmerikte bulunan bir
gesit polifenol maddedir (Hosseini ve Hosseinzadeh, 2018). Zerdegalin kurkuminoid igerigi
%2-9'dur ve ticari olarak satilan zerdegal ekstreleri %70-75 oranina kurkumin ile birlikte
yapisal kurkumin analoglari olan demetoksikurkumin (%20) ve bisdemetoksikiirkumin (%5)

igerir.

demetoksikurkumin

o OH

HDMOH

bisdemetoksikurkumin

Sekil 2.3.1: Kurkuminoidlerin kimyasal yapisi (Tsuda, 2018).
Kurkumin tautomer olarak adlandirilan iki molekiiler konfigiirasyona sahiptir. Keto-enol
tautomerizm gosterir ve ¢ozlindiigiinde, enol formu baskin olur (Tsuda, 2018). Noétr ve alkali
¢ozeltilerde hizli bir sekilde bozunabilen nispeten kararsiz bir bilesik olan kurkuminin gesitli
fiziksel ve kimyasal ozellikleri tablo 2.3.1°de verilmistir. Kurkumin FDA tarafindan genel
olarak giivenli bilesikler kategorisinde degerlendirilir ve herhangi bir toksik etkisinin olmadig1
belirtilmektedir. EFSA raporlarina gére kurkuminin yeterli giinliik alim dozu 0-3 mg/kg’dir
(EFSA, 2014). Saglikli bireylerle gerceklestirilen bir calismanin sonucunda giinlik 12 g
kurkumin tiiketiminin saglik agisindan herhangi bir risk olusturmadigi gosterilmistir (Lao ve

dig., 2006)
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Tablo 2.3.1: Kurkuminin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri.

Kimyasal formiilii C21H2008

Molekiiler agirhg: 368,39 g/mol-1

Kaynama noktasi 183 °C

Coziiniirligii Etanol, dimetilsiilfoksit, metanol, aseton
Sudaki ¢oziiniirligii Yok

Fiziksel durum Kati

Renk Sar1

Isiga duyarhhk Is1ga duyarh

Kurkumin antik ¢aglardan bu yana farkli amaglar igin kullanilmistir. Kori tozu olarak bilinen
ve ozellikle Glineydogu Asya mutfaginda yaygin olarak kullanilan baharatin ana bilesenidir.
Bati1 mutfaginda ise, soslarda, hardal yapiminda ve tursularda tat, renk ve aroma verici olarak
kullanilir (Gupta ve dig., 2013). Kurkuminin Ayurveda ve geleneksel Cin tibbinda birgok
hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullanildig:r bilinmektedir (Deogade ve Ghate, 2015).
Kurkumin ile yapilan ¢aligmalar sonucunda, antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-karsinojenik
gibi genis capli farmakolojik 6zellikleri oldugu bildirilmistir. Sekil 2.3.2.’de kurkuminin ¢oklu
biyolojik aktiviteleri sematize edilmistir. Bu 06zellikleri dogrultusunda kurkumin kanser,
otoimmiin rahatsizliklar, nérolojik, metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde

koruyucu ve 6nleyici bir ajan olarak kullanilmaktadir.

Antioksidan
Anti-metastasik Anti-imflanmauar
Anti-mikrobial KURKUMIN Anti-mutajenik
L oo
Ll /%7 J £
Anti-anjiyogenik . Anti-viral

Sekil 2.3.2: Kurkuminin biyolojik aktiviteleri.
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Kurkumin, birgok hastaliginin gelisim basamaklarinda islev goéren sitokinlerin, kinazlarin,
enzimlerin, transkripsiyon faktorlerinin, metastatik ve apoptotik molekiillerin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar (Maheshwari ve dig., 2005). Kurkuminin antioksidan &zellik
gostermesinde molekiiler yapisinda bulunan fenolik B-diketon grubu ve metoksi gruplarinin
etkisi vardir. Yapilan ¢galismalara gore kurkuminin radikal siiptiriicii 6zelligi fenolik yapisindan
kaynaklanmaktadir (Esatbeyoglu, 2012). Kurkuminin, siiperoksit anyon radikalleri, hidroksil
radikalleri gibi cesitli reaktif oksijen tiirlerine ve nitrojen tiirlerine kars1 giiclii bir radikal
temizleyicisi olarak terapotik avantajlara sahip oldugu gosterilmistir (Maheshwari ve dig.,
2005). Serbest radikalleri temizlemesine bagl olarak giiglii bir anti-karsinojen olarak bilinen
kurkumin bu etkisini glutatyon seviyelerini arttirabilmesi ve mutajenlerin ile karsinojenlerin
hepatik detoksifikasyonunu hizlandirabilmesi sayesinde gerceklestirir (Mohebbati ve dig.,
2017).

Yapilan ¢alismalarda kurkuminin erkek ilireme organlar tizerindeki etkileri incelenmis ve
saglikli hiicre ve dokular tizerinde anti-imflammatuar, anti-apoptotik ve antioksidan etkileri
gozlenirken malign hiicrelerde pro-apoptotik etki gosterdigi sonuglarina varilmistir. Cevresel
kirleticilerin, pestisitlerin, kemoterapi ilaglarinin ve alkoliin testis ve erkek iireme fonksiyonlar1
tizerindeki etkilerine kars1 kurkuminin koruyucu roliiniin incelendigi ¢alismalarda rapor edilen
sonuglar sekil 2.3.3’te 6zetlenmistir (Giannessi ve dig., 2008; Ilbey ve dig., 2009; Shaarma ve
Singh, 2010; Oguztiirk ve dig., 2012).

Gevresel
kirleticiler

-n\

Sperm savist ve hareketlilig 1
B.eaktif olksijen tiirlen |
Glutatyon , Glutatyon percksidaz, siipe-
roksit dismmutaz, katalaz seviyelerinde T
JNE ve p3 MAP kinaz |

Testosteron sevivesi 1

Nekrotik hiicre sayis: |

Histopatolojik degisiklikler |

~ ~/

e kurkumin =

Sekil 2.3.3: Kurkuminin erkek {ireme sistemi tizerindeki koruyucu etkileri.



17

2.4. SITOTOKSISITE
2.4.1. Oksidatif Stres

Giliniimiizde ‘stres’ fizyolojik veya cevresel faktorlerce uyarilan degismis biyokimyasal
homeostazi siireci olarak tanimlanmaktadir (Rahal ve dig, 2014). Ilk olarak 1991 yilinda Sies
tarafindan tanmlanan ‘oksidatif stres’ prooksidan-antioksidan dengesindeki, oksidan tiirlerinin
lehine yondeki potansiyel hasara yol agan bozukluk olarak karakterize edilmistir (Sies,1991).
Prooksidanlar kaynaklarina gére endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilirlar. Cesitli patojenler
(bakteri, viriis, mantar), ilaclar, ¢cevresel toksinler (pestisitler, agir metaller) ve diyet icerigi
(islemis gidalar, karbohidratlar, yaglar) eksojen kaynaklar olarak siralanir. Hiicresel
metabolizma {riinleri, ilag metabolitleri, iyon dengesizligi, anksiyete ve iskemi ise endojen

prooksidanlar olarak gruplandirilir (Rahal ve dig, 2014).

Normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak molekiiler oksijenden reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretilir. ROS {iretimi ve titkenmesi arasindaki dengenin bozulmasi sonucu asirt miktarda
olusan ROS oksidatif strese nedene olur. ROS’lar serbest radikaller ve radikal olmayanlar
olmak iizere kendi iclerinde ikiye ayrilirlar. Bir veya daha fazla baglanmmus elektron igeren ve
boylelikle asir1 reaktivite gosteren molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilir. Radikal
olmayan formdaki ROS’lar ise iki serbest radikalin eslesmemis elektronlarni paylasmasi
durumunda olusur (Birben ve dig., 2012). Fizyolojik olarak 6neme sahip ii¢ temel ROS;
stiperoksit anyonu (O27), hidroksil radikali (OH¢) ve hidrojen peroksit (H202) olarak siralanir.
Tablo 2.4.1.1°de reaktif oksijen tiirleri gosterilmektedir.

Tablo 2.4.1.1: Reaktif oksijen tiirleri (Sies ve dig., 2017).

Serbest Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksid anyonu radikali Oy Hidrojen peroksit H20>
Hidroksil radikali OHe Organik hidroperoksit ROOH
Peroksil radikali ROO- Singlet molekiiler oksijen Oz
Alkoksil radikali RO Ozon O3

ROS’lara ek olarak nitrik oksit, azot dioksit, peroksinitrit, dinitrojen trioksit ve azot asit gibi

reaktif azot tiirleri de oksidatif strese neden olur. Nitrik oksit, L-arjininin L-sitruline



18

dontistimiinii katalizleyen nitrik oksit sentaz enziminin {i¢ farkli izoformu tarafindan iiretlir (He

ve dig., 2017).

Hiicresel oksidatif stres molekiillerinin birincil kaynagi olarak ROS’lar reaktif molekiillerdir ve
DNA'y1, proteinleri ve lipidleri okside edebilir. Asir1 miktarda iiretilen ROS, otofaji, apoptoz
ve nekroz mekanizmalarinin aktivasyonunu, stres kaynakli bazi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu, proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinlerin tiretimini uyarir (Kohen ve
Nyska 2002). Oksidatif stresteki serbest radikal kaynakli hasarin, bir¢ok kronik saglik
probleminin (ndrodejeneratif bozukluklar parkinson, Alzheimer, Huntington hastaligi, lateral
skleroz, amfizem, kardiyovaskiiler ve enflamatuar hastaliklar, katarakt ve kanser gibi)

patogenezine ve patofizyolojisine katkida bulundugu dogrulanmstir (Pisoschi ve Pop, 2015).

I\R_DS ile I.IHE[.I!ITI_I;. uks_idatif hasar |

I Mn"

NO 0," (HOy)

Nitrik aksit shperoksit ivonu radikali
radikali

gegiy meralleri

(Fe™, Cu™)

SPONCan veya
enzirmatik
dismutasyon

ONOO (ONQOH)  H20:

peroksinitrit hidrojen peroksit

Fenton-like Mn '1“-1 ]
% l ) (Fe*, Cu')

ROO" -» ROOH |
ClO (HClIO) OH ° :l

metallerin
indirgenmesi

reeer TR RO
ir l i alkaksil radikal
¥
DNA Lipidler Proteinler
Baz modifikasyonlar Peroksidasyon, yag degredasyon, fragmentasyon,
tek/cift zincir kinklan asidi kaybi — |modifikasyon, peroksidasyon
| inaktivasyon
1 |

Sekil 2.4.1.2: Reaktif oksijen tiirleri ile uyarilmig oksidatif hasar (Kohen ve Nyska, 2002).
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2.4.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Memeli hiicreleri canli sistemlerde oksidanlarin olusturdugu etkileri dengeleyebilmek icin
cesitli antioksidanlar ile donatilmistir (Birben ve dig., 2012). Antioksidanlar ¢ok cesitli sekilde
simiflandirilmaktadir. Antioksidanlar kaynaklarina gore simiflandirilabilir; endojen olarak
sentezlenen enzimler ve eksojen olarak diyet ile alinan fenolikler, flavonoidler, fenolik asitler,
karotenoidler, vitaminler ve mineraller gibi kii¢iik molekiiller. Endojen antioksidanlar da kendi
iclerinde li¢ ayr1 gruba ayrilmaktadir: i) siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) ve tiyoredoksin (Trx) gibi enzimatik antioksidanlardan; ii) trat, askorbat,
glutatyon ve flavonoidler gibi hidrofilik antioksidanlar; iii) tokoferol ve karotenoid gibi lipofilik
radikal antioksidanlar (Ratnam ve dig., 2006; He ve dig., 2017). Antioksidanlar oksidatif stres,
DNA mutasyonlari, malign transformasyonlar ve diger hiicre hasar1 paremetrelerini azaltmay1

amaclamaktadir (Pisoschi ve Pop, 2015).

Oksidatif bozulmaya karsi SOD, CAT ve GPx enzimatik savunma sisteminin temel
bilesenleridir. SOD, oksijen kaynakli serbest radikallere kars1 ilk savunma hatt1 gibi islev
gormektedir ve oksidatif strese maruz kalindiginda hizli sekilde indiiklenebilmektedir.
Siiperoksit radikalinin H2O2’ye doniisiimiinii katalizleyen SOD’un memeli dokularinda {ig
farkli formu bulunmaktadir. Sitoplazmada bulunan bakir-¢inko iceren SOD1, mitokondriyal
matrikse bulunan manganez iceren SOD2 ve hiicredisi alanda bulunan SOD3 (He ve dig., 2017)
Peroksizomal bir enzim olan CAT ise H20.’yi nétralize ederek molekiiler oksijen ve H.O’ya
ayrismasinda rol oynar (Patlevic, 2016). Redoks dongiisiinde H>O. ve membran lipid
peroksidasyonunun sonucu olarak iiretilen lipid hidroperoksitlerin baskilanmasindan sorumlu
enzim GPx’tir. Aktif bolgesinde selenosistein aminoasitini iceren tetramerik bir enzim olan

GPx, H20:> ve lipidperoksitlerini indirgemek i¢in glutatyonu kullanir (Birben ve dig., 2012).
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2.6. GENOTOKSISITE
2.6.1. DNA Hasar ve Nedenleri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde meydana gelen tim degisiklikler DNA hasar1
olarak adlandirilmaktadir. Bu degisikliklere sebep olan etkenler endojen ve eksojen olarak ikiye
ayrilir. Endojen etkenler; replikasyon hatalari, yanlis eslesmeler ve baz kayiplar1 olarak
siralanabilir (Kulaksiz ve Sancar, 2007). Ayrica hiicresel metabolizma sonucu olusan reaktif
oksijen tiirleri de oksidatif DNA hasarina neden olabilir. Kimyasal ajanlar ve ultraviyole
radyasyon gibi fiziksel ajanlar ise eksojen etkenler olarak gruplandirilir (Atmaca ve Aksoy,
2009).

Organizmalarda DNA hasar1 ve kromozom hasarina sebep olan kimyasal ajanlar genotoksin
olarak adlandirilir. Genotoksinler canlilar iizerinde olusturduklari etkilere gore {i¢ gruba
ayrilirlar: i) karsinojenler veya kansere sebep olan ajanlar, ii) mutajenler veya mutasyona sebep
olan ajanlar, iii) teratojenler veya dogum anomolilerine sebep olan ajanlar (Natarajan, 1993).
Okaryotik canlilarda somatik hiicrelerde goriilen DNA hasari kanser ile sonuglanirken, germ
hiicrelerindeki genetik hasar infertileteye neden oldugu gibi kalici mutasyonlara da sebep
olabilir.

Genetik toksikoloji bilim dalinin hedefinde olan maddeler veya ajanlar hiicrelerin kromozom
ve DNA’sina zarar verebilme potansiyeli sahiptir. Bununla birlikte genotoksisite siklikla
mutajenite ile karigtirllmaktadir. Tim mutajenler genotoksiktir ancak genotoksik maddelerin
timi i¢in mutajenik denilemez (Saks ve dig., 2017). DNA iizerindeki degisikliklerin dogrudan
veya dolayl etkileri olabilir; mutasyonlarin uyarilmasi, mekanizmasal hatalarin aktivasyonu ve
mutasyonlara yol agan dogrudan DNA hasari gibi (Nagarathna ve dig., 2013). Gen mutasyonlar1
genotoksisitenin sonuglarindan biridir. Mutasyonlar genel olarak tek nokta mutasyonlari,
yapisal kromozomal aberasyonlar ve genom mutasyonlar1 olarak gruplandirilir. Hiicrelerde
genetik mutasyonlar1 6nlemeye karsi DNA onarim mekanizmalart veya apoptoz isleyis
gostermektedir ancak olusan hasar herzaman tamir edilememektedir (Saks ve dig, 2017). Bu
yiizden bir maddenin genotoksik olup olmadigim1 belirlemek risk degerlendirmesi
calismalarinda maddenin karsinojenik ve / veya mutajenik potansiyelini ortaya ¢ikarmak i¢in

onem tagimaktadir. DNA eklentileri (DNA adduct), DNA kiriklari, gen mutasyonlart,
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kromozom anomolileri, klastojenite ve andpldidi gibi hasarlar genotoksisite belirtegleri olarak
siralanir (ECVAM, 2013).

2.6.2. Genetik Toksisite Testleri

Genetik toksisite testleri ¢evresel bir faktoriin, kimyasal bir ajanin veya bir tiriiniin organizma
tizerinde genetik bir hasara neden olup olmadigini arastirmayi amaglamaktadir. Yeterli bir
degerlendirme ic¢in karsinogez ve kalitimsal hastaliklar ile bagdastirililan ii¢ ana etki
incelenmelidir: gen mutasyonlari, yapisal kromozom bozukluklar1 ve sayisal kromozom

bozukluklar1 (Corvi ve Madia, 2017).

Standardize edilmis ve yaygin olarak kullanilan in vivo ve in vitro genotoksisite testleri
mikroniikleus testi, kromozom aberasyon testi, tek hiicre jel elektroforezi veya komet testi,
bakteriyel gen mutasyon testi (ames testi), somatik-germ hiicresi gen mutasyon testi olarak
siralanmaktadir. Genotoksisite testleri igerisinde komet ve mikroniikleus testleri DNA
kiriklarini incelemedeki hassasiyetleri, istatistiki gilivenirlilikleri ve duyarliliklart ile ayirt

edilmektedir (Araldi ve dig., 2015).
2.6.2.1. Mikroniikleus testi

Mikroniikleus testi, genotoksik ajanlara maruz kalmis biyolojik materyallerde molekiiler
epidemiyoloji ve sitogenetik hasarin belirlenmesinde 6nemli bir in vivo ve in vitro test metodu
olarak uygulanmaktadir (Araldi ve dig., 2015). 1950’11 yillarin basinda hiicre bdliinmesinde
anafaz agamasinda ana niikleustan atilan asentrik fragmantlar ilk olarak olarak Howwll-Jolly
cisimcikleri olarak tanimlanmistir (Evans, 1997). Mikroniikleuslar hiicrenin mitoz bdliinmesi
sirasinda ortaya ¢ikan ig kutuplarina ulasamayan kromozomlar veya sentromer igermeyen
kromozom kiriklarindan (asentrik fragmantlar) kokenlenmektedirler (Fenech, 2000). Hiicre
siklusunu kontrol eden genlerdeki hatalar, mitotik igdeki bozukluklar ve kromozomal hasarlar
mikroniikleus olusumunu tetiklemektedir. Mikroniikleus olusumunu tetikleyen ajanlarin
klastojenik veya anojenik yapida olmalari olusan mikroniikleuslarin kinetekor igerip
icermemesinden dolayisiyla mikroniikleuslarin boyutlarindan anlagilabilmektedir (Sekil
2.6.2.1.1). Klastojenler tarafindan tetiklenen mikroniikleuslar kiigiik boyutluyken anojenler
tarafindan tetiklenenler tam bir kromozom kaybina neden oldugu i¢in daha biiyiik ¢aplhdirlar

(Araldi ve dig., 2015). Somatik hiicrelerde mikroniikleus sayisindaki artis hiicrelerde meydana
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gelen genomik kararsizligin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Vedat-Ziilal Sekeroglu,
2011).
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Sekil 2.6.2.1.1: Mikroniikleus olusumunu tetikleyen mekanizmalar (Zelazna ve dig., 2011).

Fenech ve Morley 1985 yilinda mikroniikleus testinde kiif mantarlarinin metaboliti olan
sitokalasin B maddesini kullanarak sadece bdliinmekte olan hiicrelerdeki mikroniikleus
olusumunu incelemeyi amacglamiglardir. Sitoklasin B maddesi aktin polimerizasyonunu inhibe
ederek hiicre boliinmesinde sitokinez asamasini engeller ve mitoz sonucunda iki niikleuslu tek
bir hiicre olusmasina neden olur. IKi niikleuslu hiicrelerdeki mikroniikleusu tespit etmek, hiicre
boliinme kinetiklerinin bozulmasi sonucu olusan hatalarin mikroniikleus sonuglarini
etkilemesinin elimine edilmesini saglamaktadir (Fenech, 2007). Sitokalasin B ile bloke edilmis
mikroniikleus testi kullanilarak sitotoksik ve genotoksik ajanlarin hiicreler tizerindeki pek ¢ok
farkl etkileri tespit edilebilir. Bu etkiler kromozom kiriklar1 (mikroniikleus), kromozom kaybi
(mikroniikleus), disentrik kromozom olsumlar1 (niikleozmik kopriiler) gibi yeniden
diizenlenmeler, gen amplifiksyonlar1 (niiklear tomurcuklar) apoptoz ve nekroz olarak
siralanabilir (Fenech, 2000).
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Sekil 2.6.2.1.2: Genotoksik etkiler sonucu hiicrelerde mikroniikleus testi ile tayin edilebilen hasarlar
(Fenech, 2000).

2.6.2.2. Tek hiicre jel elektroforezi / Komet testi

DNA hasari ilk kez 1978 yilindan Rydberg ve Johanson tarafindan belirlenmistir (Rydberg ve
Johanson, 1978). 1984 yilinda Ostling ve Johanson DNA siiper sarmallarinin agilmasina neden
olan DNA tek zincir kiriklarinin tespit etmek i¢in mikrojel elektroforez ydntemini
gelistirmislerdir. Notral kosullarda gergeklestirilen bu yontem ancak DNA {izerindeki cift
sarmal kiriklarini test edebilmektedir. Bunun {izerine 1988 yilinda Singh ve arkadaslari
mikrojel elektroforez yontemini alkali kosullarda uygulayarak modifiye etmislerdir. DNA jel
elektroforezi yontemini floresan mikroskopi ile birlestirerek ayr1 ayr1 agaroza gomiili
hiicrelerin DNA iplik¢iklerinin gogiinii gorsel olarak izlenmesine olanak saglayan metod tek
hiicre jel elektroforezi olarak tanmimlanmistir. Yontemin alkali (pH>13) ortamda
gerceklestirilmesi DNA tek zincir kiriklar: (tamamlanmamis eksizyon (kesip-¢ikarma) onarim
bolgeleri) ile alkali duyarli (apurinik ve apirimidinik bolgeler) bolgelerin de tespit edilmesine
olanak saglayarak yontemin daha gii¢lii olmasini saglamigtir (Tice ve Vasquez, 1999). Komet
yontemi, lizis islemi ile serbest hale getirilen DNA’nin alkali ortamda siipersarmal yapisinin
acilmasi ve DNA kiriklarinin elektroforez uygulamasi ile anado dogru gog ettirilmesi
prensibine dayanmaktadir. DNA’s1 zarar gérmemis hiicrelerde serbest uglar olmamasi ve

fragmentlerin biiyiik olmas1 elektroforez sirasinda gocii engellemektedir. Anoda dogru goc



24

eden DNA fragmentleri floresan boya ile isaretleme sonunda kuyruklu yildiz goriiniimii verdigi
icin hasarli hiicreler ‘komet’ olarak adlandirilmistir (Singh ve dig., 1988). Tice ve
arkadaglarinin (2000) uyarlamasina gore komet testinin kritik basamaklar1 sekil 2.6.2.2.1.’de
verilmistir. Farkli hiicre ve doku tiplerinde uygulanabilirligi, giivenli, diisitk maliyetli ve az

miktarda hiicreye gereksinim duymasi yontemin avantajlar1 olarak siralanmaktadir (Singh ve

dig., 1988).
Hicrelerin
izolasyonu
T Slaytlarin

—— —_——

———

DNA sarmalinin
Notralizasyon

¢Ozllmesi

— A —
Elektroforez

Sekil 2.6.2.2.1: Komet testinin kritik basamaklari.
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2.7. HUCRE SINYAL YOLAKLARI
2.7.1. Apoptoz

Apoptoz normal hiicre mekanizmasinin gerekliligi olarak kendine 6zgii morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri olan bir hiicre 6liim seklidir. 1842 yilinda Alman bilimadami Carl
Vogt apoptoz olayini ifade etmistir ancak apoptoz terimi ilk olarak 1972 yilinda John Kerr ve
calisma grubu tarafindan morfolojik olarak hiicrelerden olusan apoptotik cisimciklerin olugsmast
ile tanimlanmustir (Kerr ve dig., 1972). Apoptoz organlarin, uzuvlarin ve viicuda ait yapilarin
olusumunda ve sistemlerin ¢ogunun iglevini siirdiirmesinde kritik 6neme sahiptir (Xu ve Shi,
2007). Apoptozu kontrol eden molekiiler mekanizmalar ile ilgili ilk ¢alismalar C. elegans ile
yiriitilmiistiir ve Sydney Brenner, Robert Horvitz ve John E. Sulston adli arastirmacilar

apoptoz arastirmalari ile 2002 yilinda Nobel 6diiliinti kazanmistirlar.

Apoptoz hiicrenin sitoplazma, niikkleus ve ve hiicre membraninda meydana gelen biyokimyasal
ve fiziksel birtakim degisiklikler ile hiicrenin kendini yok etmesi siirecidir (Lawen, 2003).
Apoptozun erken basamaklarinda hiicreler yuvarlaklasir ve komsu hiicreler ile olan
baglantilarini keserler. Bu sirada endoplazmik retikulum genisler ve sitoplazmada vesikiiller ve
vakuoller olusur. Niikleus da ise kromatin yogunlagmasi ve fragmentasyon gerceklesir.
Apoptozun ilerleyen basamaklarinda niikleus apoptotik cisimcikleri olusturacak olan
paketlenmis fragmentlere ayrilir. Hiicre yiizeyinde ¢ikintilar olusur ve son asamada hiicre
kapsiille kaplanmis apoptotik cisimlere ayrilir. Apoptotik cisimler kapsiil ile sarili oldugu i¢in

enflamasyon goriilmez ve son olarak fagositoz gerceklesir (Ellis, 1991; Lawen, 2003).

Apoptoz ¢oklu sinyal yollar: ile tetiklenir ve farkli i¢ ve dis ligandlar ile diizenlenir.
Memelilerde apoptoza yol acan iki ana yolak vardir: i) 6liim reseptorleri tarafindan uyarilan
digsal bir yol, ii) mitokondride meydana gelen igsel bir yol (Zhao, 2015). Dissal yolak hiicre
yiizeyinde bulunan 6liim reseptorlerinin (timdr nekrozis-a, TNF-o ve Fas ligand reseptorleri
gibi) 6zellesmis 6liim ligandlari ile karsilagsmasi durumunda hiicre zarindan baglayarak yayilan
konformasyonel degisiklikler ile uyarilir. Bu reseptorler, ligand-reseptor baglanmasinin
gerceklestigi saniyeler igerisinde kaspazlarin (kaspaz 3, kaspaz 8) aktivasyonunu uyararak
birkag saat iginde apoptotik hiicre dliimiine neden olmaktadirlar (Xu ve Shi, 2007). Memeli
hiicrelerinde apoptozun mitokondriyal veya igsel yol ile uyarilmasi mitokondri membran

permeabilizasyonu ile gergeklesir ve belirli proteinlerin salinimina yol acarak kaspazlari aktive
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eder (Lawen, 2003). Hiicre igi sinyaller ile apoptotik uyarinin olusmasi sonucunda mitokondri
membranlarindan salinan sitokrom-c, apoptotik proteaz aktive eden faktor ile baglanmak iizere
sitoplazmaya yayilir. Olusan komplekse apoptozom ad1 verilir ve kaspaz aktivasyonu (kaspaz
9, kaspaz 3) ile apoptoz uyarilir (Zhao, 2015). Apoptozun 6liim reseptorleri veya mitokondriyal
yolaklar ile uyarilmasinda rol oynayan igsel faktorler oksidatif stres, sitokrom-c, endoplazmik
retikulum stresi olarak siralanabilirken, sitokinler, ilaglar, hormonlar, patojenler digsal
faktorleri olusturur. Apoptoz sinyali organizma gelisimi, organ, uzuv ve diger viicut yapilariin
olusumu ve doku homeostazinda kritik Oneme sahiptir. Bu nedenle, apoptotik sinyal
mekanizmasindaki diizensizlik norodejeneratif hastaliklar, kanser veya otoimmiin rahatsizliklar

gibi pek¢ok istenmeyen durum ile sonuglanir (Xu ve Shi, 2007).
2.7.3. Mitojenle Etkinlesen Protein Kinaz (MAP-Kinaz) Sinyal Yolaklar:

Protein Kinazlar hiicre biyolojisinin her alaninda diizenleyici rol {istlenirler (Hunter, 2000).
Insan genomunun %31,7’si olusturan protein kinaz gen ailesi icerdigi 518 gen ile genomdaki en
biiylik gen ailelerinden biridir. Protein kinaz reaksiyonu, ATP’nin fosforil grubunun ptotein
substratinin hidroksil grubuna transfer olmasini igerir (Robert Roskoski, 2012). Fosforile
edilmis OH grubunun yapisina bagli olarak, bu proteinler, protein-serin / treonin kinazlar,
protein-tirozin kinazlar ve tirozin-kinaz benzeri proteinler olarak siniflandirilir (Manning ve
dig., 2002). Protein fosforilasyonu sinyal iletiminde kullanilan en yaygin post-translasyonel

modifikasyon olarak bilinmektedir.

Sitoplazmik protein-serin / treonin kinaz sinifina dahil olan MAP-kinazlar hiicre yiizeyinden
niikleusa sinyal iletiminde gorevlidirler ve ardisik olarak aktive olan ii¢ protein kinaz igerirler
(Morrison, 2012). MAP kinazlar tiim 6karyotik hiicrelerde hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve
olimii gibi temel mekanizmlarda sinyal iletimine katki saglarlar. MAPK-kinaz kinaz
fosforillenerek MAPK-kinazi1 olusturur, bu da MAPK leri fosforile eder (Sekil 2.7.3.1). Aktive
olmus protein kinazlar, transkripsiyon faktorleri, fosfotazlar, protein kinazlar ve pek ¢ok

fonksiyonel proteinin fosforilasyonunu katalize ederler (Son ve dig., 2011).

MAP kinazlar memelilerde {i¢ ana gruba ayrilirlar: 1) hiicre dis1 sinyallerle diizenlesmis kinazlar

(ERK), ii) c-Ju-N terminal kinazlar (JNK), iii) stres ile aktive olan kinazlar (p38).
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Sekil 2.7.3.1: MAP kinaz sinyal yolagi (Vezza ve dig., 2016).
Klasik ERK yolagi, hiicre biiylimesini ve farklilagmasini saglamak i¢in biiylime faktorlerine ve
mitojenlere cevap verir. ERK kinazlari aktive edici diizenleyiciler; integrinleri ve tirozin
kinazlar ile G proteinine bagli hiicre yilizey reseptorlerini igerir (Robert Roskoski, 2012). p38
ve JNK kinazlar TNF-a ve interlokinler gibi pro-inflammatuar sitokinler tarafindan veya
genotoksik, ozmatik, hipoksik ve oksidatif stres gibi hiicresel stres durumlarinda aktive olurlar
(Plotnikov ve dig., 2011). JNK kinazlar hiicre metabolizmasinda apoptoz, sitokin iiretimi ve
inflamasyonda gorev alirlar (Morrison, 2012). Apoptoz ve inflanmasyon siireglerinde JNK
kinazlar ile birlikte gérev alan p38 kinazlar ayrica hiicre farklilagmasi ve hiicre dongiisiiniin

diizenlenmesinde rol oynarlar (Son ve dig., 2011).

Pekgok farkli hiicre tipi ile yapilan calismalar ROS iiretimini tetikleyen ¢esitli hiicresel
uyarilarin paralel olark MAP kinaz yolagini da aktive edebilidigini gostermektedir. Hiicrelerde
antioksidan takviyesi ile ROS olsumu ve birikiminin engellendigi durumlarda MAPkinaz
aktivasyonunun da bloke oldugu bildirilmistir (Son ve dig., 2011). Ayrica MAP kinaz sinyal
yolaklarindan JNK kinazlar, stres bagimli apoptozda temel araci sinyal yolagi olarak

gosterilmektedir (Mates ve dig., 2012).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismada akrilamid ve kurkumin farkli siire ve konsantrasyonlarda TM3 Leydig hiicrelerine
uygulanmistir. TM3 Leydig hiicreleri kontrol ve deney gruplari olmak iizere gruplara ayrilarak,
kontrol grubunda bulunan hiicreler hiicre biiyiime medyumu veya sadece kurkumin ile muamele
edilmistir, deney grubunda bulunan hiicreler ise hiicre biiylime medyumuna akrilamidin dort
farkli konsantrasyonuna tek basina ve kurkumin ile birlikte 24 saat siire ile maruz birakilmistir.
Deney siiresi tamamlandiginda hiicre canliligini ve sitotoksisiteyi belirlemek icin MTT ve LDH
testleri gerceklestirilmistir ve oksidatif hasar1 belirlemek i¢in reaktif oksijen tiirleri (hidroksil
radikali ve hidrojen peroksit radikali) ile enzimatik antioksidanlar (katalaz, sliperoksitdismutaz,
glutatyon peroksidaz) spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir. Hiicre sinyal yolaklar1 {izerindeki
etkileri incelemek igin apoptotik ve nekrotik hiicreler propidium iyodiir hoechst floresan
isaretleme ile yontemi ile MAP kinaz yolagindaki kinazlar ise Western blot yontemi ile
belirlenmistir. Genotoksik hasar1 ortaya ¢ikarmak icin tek hiicre jel elektroforezi (komet testi)
ve mikroniikleus testi uygulanmistir. Ayrica hiicre iskeleti ve hiicre iletisim baglantilari

immunfloresan boyama ile isaretlenmistir.
3.1. HUCRE KULTURU
3.1.1. Kullanilan Hiicre Soyu

Yapilan bu tez ¢aligmasinda in vitro model olarak TM3 Leydig hiicre soyu kullanilmigtir. TM3
Leydig hiicre soyu Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) hiicre bankasindan temin
edilmistir. Tiimorogenik olmayan TM3 Leydig hiicre soyu, 11-13 giinliik Mus musculus tiirii
farelerin testis dokusundan izole edilmistir. Epidermal biiylime faktorii, androjen, Gstrojen ve
progesteron reseptorlerine sahip olan TM3 hiicreleri Luteinizan hormon varliginda kolesterolii

metabolize edebilme yetenegindedir.
3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Rutin Bakim Islemleri

TM3 Leydig hiicre soyu; kiiltiir kabinin zemininde adherent olarak ¢ogalan hiicre soyudur.
Hiicreler; %S5 at serumu, %2,5 fotal sigir serumu, %1 Penisilin- Streptomisin igeren ticari olarak
satilan DMEM/F12 50:50 biiyiime medyumunda i¢ ortami 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem igeren

karbondioksit inkiibatoriinde 75 cm?’lik kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilmustir. Inkiibatérde ¢ogalmaya
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birakilan hiicrelerin, glinliik mikroskobik kontrolii yapilmistir ve besiyeri ortami, haftada 2-3 defa

olacak sekilde degistirilmistir.

Hiicre kiiltiir kaplarinda ¢ogalan hiicrelerin konfluent (%70-80 yogunluk) duruma ulastiginda
diliie edilerek yeni bir kiiltiir kabina aktarilmasi islemine pasajlama denir. Hiicreler 5 ml PBS
(Phosphate Buffer Saline) ile yikanip ve 75 cm?lik kiiltiir kabina 2-3 ml tripsin-EDTA
soliisyonu eklenerek 37°C’de 2-4 dakika boyunca inkiibe edilmistir ve hiicrelerin tutunduklar
ylizeyden kalkmasi saglanmistir. Yiizer halde bulunan hiicreler kiiltiir medyumu ile santrifiij
tiiplerine toplanmistir. Hiicreler oda sicakliginda 1500 g’de 5 dk siireyle santrifiij edildikten
sonra siipernatant uzaklastirilip hiicre peleti kiiltiir medyumu ile siispanse edilmistir. Hiicre
sayimi yapildiktan sonra istenilen miktarda hiicre taze kiiltlir medyumu konulmus kiiltiir

kaplarina ekilmistir.
3.1.3. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Stoklanmasi

2 ml’lik kriyotiip icerisine 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) ve pasaj isleminden sonra yeterli
miktarda kiiltiir medyumu ile siispanse edilmis 1900 pL hiicre soliisyonu eklenir. Kiiltiir
deneyleri siiresince hiicre dondurma isleminde stok tiipler bir gece -20°C’de tutulduktan sonra

-86°C’ye alind1 ve uzun siireli stoklama igin -196°C’lik s1v1 azot tankina kaldirildi.

3.2 AKRILAMID VE KURKUMIN KONSANTRASYONLARININ
HAZIRLANMASI VE HUCRELERE UYGULANMASI

Akrilamidin TM3 Leydig hiicre soyu iizerine uygulanan konsantrasyonlari gesitli hiicre
soylarinda yapilan in vitro calismalarda kullanilan konsantrasyonlar esas alinarak bir
konsantrasyon aralig1 olusturulmustur. %1°lik at serumu iceren deney medyumu igerisinde 0,1
uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 pM, 100 pM, 1000 pM, 2000 puM, 5000 uM ve 10000 pM
konsantrasyonlarinda akrilamid soliisyonlar1 hazirlanmistir ve hiicrelere 6, 12, 24, 48, 72 saat
siire ile uygulanmistir. Kontrol grubu olarak da %1°lik at serumu igeren kiiltiir medyumu
kullanilmistir.

Kurkuminin uygulanacak konsantrasyonu hiicre hatlar1 ile yapilan in vitro calismalarda
ortalama antioksidan konsantrasyonu olarak kullanilan 2,5 pM olarak belirlenmistir (Dai ve
dig., 2015). DMSO igerisinde ¢oziilen kurkumin stok soliisyonu olarak hazirlanmistir ve -20 °C
derecede saklanmistir. Hazirlanan akrilamid ve akrilamid+kurkumin soliisyonlar1 0,2 pm

milipor filtre ile steril edilerek, TM3 hiicrelerine uygulanmistir. Yapilan MTT testi sonuglarinda
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hiicre canliligini %20°den fazla azaltmayan 4 farkli akrilamid konsantrasyonu se¢ilmis ve tablo

3.2.1°de gosterilen sekilde TM3 Leydig hiicrelerine uygulamistir.

Tablo 3.2.1: Deneyde kullanilan akrilamid ve kurkumin maruziyet gruplari.

AKRILAMID AKRILAMID + KURKUMIN
2,5 uM Kurkumin
Kontrol % 0,05 DMSO igeren Kontrol o
% 1 at serumlu medyum % 0,05 DMSO igeren
% 1 at serumlu medyum
2,5 uM Kurkumin
1 uM Akrilamid +
+ 1 uM Akrilamid
Y % 0,05 DMSO igeren puM + KL ;
% 1 at serumlu medyum % 0,05 DMSO igeren
% 1 at serumlu medyum
2,5 uM Kurkumin
10 uM Akrilamid +
+ 10 uM Akrilamid
10uM % 0,05 DMSO igeren LOfEREs KUR +
% 1 at serumlu medyum % 0,05 DMSO igeren
% 1 at serumlu medyum
2,5 uM Kurkumin
100 uM Akrilamid +
+ 100 uM Akrilamid
100 uM % 0,05 DMSO iceren 100 uM + KUR v
% 1 at serumlu medyum % 0,05 DMSO igeren
% 1 at serumlu medyum
2,5 uM Kurkumin
1000 uM Akrilamid +
+ 1000 uM Akrilamid
1000 uM % 0,05 DMSO iceren 1000 uM + KUR +
% 1 at serumlu medyum % 0,05 DMSO igeren
% 1 at serumlu medyum

3.3. SITOTOKSISITE

3.3.1. MTT Hiicre Canhlik Testi

Sitotoksik etkilerin degerlendirilmesinde kantitatif, kolorimetrik bir yontem olan 3-(4,5-
dimetiltiazol -2-il)- difenil tetrazolium bromid (MTT) testi kullanilmistir [Cell Proliferation Kit
I (MTT) Roche-Germany]. Canli hiicrelerde goriilen mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesini

6l¢mede kullanilan en yaygin testtir. MTT testi, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin, sar1
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renkli bir tetrozolium tuzu olan MTT’yi mor renkli formazan kristallerine indirgeyebilme
esasina dayanir. Sadece aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir goriilen
suda ¢oziinmeyen formazan olusumu i¢in organik ¢oziiciilere (sodyum dodesil siilfat, SDS)

ihtiya¢ vardir.

MTT testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina %1°lik at serumu kullanilarak kuyu basina
5000 hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirilmistir. Hiicrelerin kiiltiir kaplarina tutunmasi igin
16-18 saat inkiibasyon ger¢eklestirilmistir. %1 at serumu igceren medyumda hazirlanmig
akrilamidin 12 farkli konsantrasyonu (0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM,
500 uM, 1000 uM, 2000 uM, 5000 uM ve 10000 uM) 6, 12, 24, 48 ve 72 saat ayrica tablo
3.2.1°de verilen akrilamid ve kurkumin konsantrasyonlar1 24 saat siire uygulanarak 37°C’de
CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Maruziyet siirelerinin bitiminde her bir kuyucuga 10 ul MTT
I soliisyonu eklenmistir ve kiiltiir kaplart MTT boyasinin formazan Kkristalleri haline
dontistiiriilebilmesi i¢in 4 saat 37°C’de CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Olusan formazan
kristallerinin ¢6ziinebilmesi i¢in her bir kuyucuga 100 ul MTT II soliisyonu eklenmis ve 16-18
saat CO> inkiibatoriinde birakilmistir.

Canl1 hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin ¢oziilmesi i¢in her bir kuyucuga
100 pl MTT II soliisyonu (SDS) eklenmis ve bir gece boyunca CO; inkiibatoriinde birakilmastir.
Bu siire sonunda hiicrelerin optik yogunluklart ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilig1 %100 olarak kabul
edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari yiizde olarak ifade edilmistir. Bu test istatatistik
hesaplamalar i¢in 3 kez tekrar edilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerin optik yogunluklart ELISA
cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol
hiicre canlilig1 %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 yiizde olarak

ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir.
3.3.2. Laktat Dehidrogenaz Aktivitesi (LDH) Testi

LDH, sitoplazmada bulunan bir hiicre i¢i enzimdir ve hiicre membrani biitiinliigiiniin
bozulmasinin bir gostergesidir. LDH aktivitesi bir enzimatik testte belirlenmistir: ilk adimda
LDH piruvati laktata ¢cevirmektedir ve bu doniisiimle NAD*, NADH/H"’ya indirgenmektedir.
Ikinci adimda katalizér madde NADH/H*> dan H/H* bir tetrazolyum tuzunun kirmizi renkli

formazan fiiriiniine déniisiimiinii gerceklestirir. Olii veya plazma membrani hasarli hiicre
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miktarindaki bir artis, kiiltiir siipernatanindaki LDH enzim aktivitesinde bir artisa neden olur.
Stipernatandaki enzim aktivitesi miktarindaki bu artis, sinirlt bir siire zarfinda olusan formazan
miktariyla dogrudan iliskilidir. Bu nedenle, test sirasinda olusan renk miktari, hasar gérmiis

hiicrelerin sayisi ile orantilidir.

LDH testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina %1°lik at serumu kullanilarak kuyu basina
10000 hiicre olacak sekilde ekim gerceklestirilmistir. Hiicrelerin kiiltiir kaplarina tutunmasi ig¢in
16-18 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Hiicreler tablo 3.2.1°de verilen akrilamid ve
kurkumin konsantrasyonlari ile 24 saat boyunca 37°C’de CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. 24
saat sonunda boya ve enzim soliisyonlarindan olusturulan kit karisimi kuyu basina 100 pl
olacak sekilde uuygulanmistir. Karanlikta 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan olusan
sitotoksisite 492 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lglilmiistiir. Spektrofotometrik analiz
sonucu elde edilen absorbans degerleri ile olusan toksisisite yiizdesi asagidaki formiile gore

hesaplanmustir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir.

Sitotoksisite (%): [Deney absorbans degeri- Negatif kontrol degeri (bazal LDH salinimi1)] /
[Total LDH salinimina ait absorbans degeri- Negatif kontrol] * 100

3.4. OKSIDATIF HASAR

Oksidatif hasar1 belirlemede kullanilan biyokimyasal analizler i¢in 6 kuyulu kiiltiir kaplarina
kuyu basma 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Kontrol ve deney gruplarinda
gerceklestirilen 24 saatlik maruziyet sonunda tripsin-EDTA ile tutunduklari ylizeyden
kaldirtlmistir ve Tris-HCI tamponuna (pH:7,2) alinmistir. Daha sonra ultrasonikator ile sonike
edilerek hiicrelerin membranlariin par¢alanmasi saglanmig ve elde edilen hiicre siispansiyonu
14000 g’de Niive marka sogutmali santrifijde 4 ° C'de santrifiij edilmistir. Lipid
peroksidasyonunun, enzimatik antioksidan seviyelerinin ve reaktif oksijen tiirlerinin 6l¢iimii

i¢in santrfiij sonras1 slipernatant toplanmuistir.
3.4.1. Membran Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonu, Devasagayam ve Tarachand (1987)’in metodunda oldugu gibi
malondialdehit (MDA) olusumunun Olglilmesiyle test edilmistir. Bu yontemin prensibi
poliansatiire yag asidlerinin peroksidasyonu ile olusan MDA ’nin asidik pH’da ve kaynar suda

Tiyobarbiitirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyona dayanmaktadir. 1 ml 0,15 M Tris-HCI
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tamponu (pH 7,4) ve 0,3 ml 10 mM KH2POyj i¢eren reaksiyon karisimina 0,2 ml hiicre ekstresi
ilave edilmistir. Tipler 20 dakika 37 ° C'de ¢alkalama banyosunda inkiibe edilmistir ve
reaksiyon, sirasiyla, 1 ml %10 trikloroasetik asit (TCA) ve 1,5 ml TBA ilave edilerek
durdurulmustur. Daha sonra tiipler 20 dakika kaynar su banyosunda tutulmustur. Sogutulan
tiipler 10 dakika 2000 g’de santriflij edilip, siipernatantin absorbansi 532 nm’de kore karsi
okundu. Kontrol ve deney gruplarinda olusan lipid peroksidasyonu miktari
spektrofotometreden alinan absorbans degerlerinin asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmasi

ile tespit edilmistir.
TBARS (nmol/ml) = [Vioplam X Asmek X 108X df] / [Vismek X €mm X LP]

TBARS: Tiyobarbiitirik asit reaktif tiirleri, TBARS i¢in molar ekstinksiyon katsayisi: emM =
1.56x105 M~1cm~1, Vtoplam: Toplam hacim, Vérnek: Kullanilan rnek hacmi, Adrnek: Ornek
absorbansi, df: Sulandirma katsayisi, LP: Isik yolu

3.4.2. Total Protein Ol¢iimii

Total protein tayini ticari olarak satilan The SMART™ BCA protein assay kit protokoliine
uygun bir sekilde gergeklestirilmistir. The SMART™ BCA protein Kiti 6rneklerde bulunan
toplam protein miktarinin tayini i¢in deterjan uyumlu olarak bikinkoninik asite (BCA) dayanan,
kolorimetrik tespit yapilmasina olanak saglayan bir metottur. Mor renkli reaksiyon {irlinii iki
BCA molekiiliiniin bir bakir iyonu ile baglanmasi sonucunda olusur. Suda ¢6ziinebilir 6zellikte
olan bu kompleks genis caligma araliginda (20-2000 pg / ml) orneklerde artan protein
konsantrasyonu ile paralel olarak 562 nm’de kuvvetli bir absorbans 6zellik gosterir. Protein
konsantrasyonlari genel olarak sigir serum alblimini (BSA) gibi ortak bir proteinin
standartlarina referansla belirlenir. Bilinen konsantrasyonda hazirlanan bir dizi diliisyon protein
serisinden bir standart egri olusturulur ve 6rneklerdeki bilinmeyen konsantrasyondaki protein

miktar1 ¢izilen egri referans alinarak hesaplanir.
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3.4.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi
3.4.3.1. Hidroksil radikali tayini

Hiicre ekstresindeki hidroksil radikal (OH') olusumu Puntarulo ve Cederbaum (1988)
metoduna gore Olgiilmistir. OH" iretimi, NADPH ve DMSO varliginda formaldehit
olusturulmasi ve olusan formaldehitin TCA ile reaksiyona girmesi esasina dayanmaktadir. 1 ml
hiicre ekstresi, 0,2 ml 1 M fosfat tamponu ve her birinden 0,1 ml olacak sekilde 0,1 M MgCly,
10 M sodyum azid, 4 mM DMSO ve 4 mM NADPH ile karigtirillmistir. 10 dakika boyunca 37
° C'de inkiibasyondan sonra, 0,5 ml kromotropik asit ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur
ve daha sonra 30 dakika kaynatilmistir. Reaksiyon sonunda tiipler sogultulmustur ve
slipernatantin absorbansi 570 nm’de kore karsi okundu. Kontrol ve deney gruplarinda olusan
hidroksil radikali miktari spektrofotometreden alinan absorbans degerlerinin asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmasi ile tespit edilmistir.
Dakikada olugsan pmol Hidroksil radikali = [Asmek X df X Vioplam] / [EmM X LP X Vimek]

emm= 6,22 M*cm? |, Vioplam: Toplam hacim, Veme: Kullanilan érnek hacmi, Asme: Ornek

absorbansi, df: Sulandirma katsayisi, LP: Isik yolu
3.4.3.2. Hidrojen peroksit radikali tayini

Hidrojen Peroksit (H203) iiretimi, Holland ve Storey (1981) metodu ile 6l¢iilmiistiir. Y 6ntemin
prensibi, asitlendirilmis ferrositokrom c'nin oksidasyonundan kaynaklanan artan sapmaya
baghdir. 0,1 ml hiicre ekstresi 0,1 ml 1,13 M KCI, 0,1 ml 150 mM KH2PO4, 0,05 ml 60 mM
MgCl2, 0,05 ml 8 mM EDTA, 0,1 ml 200 mM Tris-HCI (pH 7.4) ve 0,1 ml 1 mM asetillenmis
ferro sitokrom c ile karigtirlmigtir. H202 seviyesi, spektrofotometrik olarak 550 nm dalga

boyunda 6l¢tilmiistiir.

Kontrol ve deney gruplarinda olusan hidrojen peroksit miktar1 spektrofotometreden alinan

absorbans degerlerinin asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmasi ile tespit edilmistir.
umol/ml H202 = [Asmek X Vioplam X df] / [emm X Vismek X LP]

emM= 19,1 M 1cm™1, Vtoplam: Toplam hacim, Vornek: Kullanilan 6rnek hacmi, Adrnek:

Ornek absorbanst, df: Sulandirma katsayisi, LP: Isik yol



35

3.4.4. Enzimatik Antioksidan Seviyelerinin Belirlenmesi
3.4.4.1. Katalaz tayini

Katalaz (CAT) enzim miktar1 Sinha (1972) metodu ile 6lgiildii. Katalaz enzimi hiicre i¢in ¢ok
zararli olan hidrojen peroksidi (H202) su ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Bu yontem, asetik
asit igerisinde dikromatin H2O; varliginda 1sitilarak kromik asetata doniistiiriilmesine dayanir.
Reaksiyon karisimi, 0,4 ml 0,2 M H202 ve 0,5 ml sodyum fosfat tamponundan olusmaktadir;
reaksiyon, 0,1 ml hiicre ekstresi eklendikten sonra baglar. 2 ml asit ¢ozeltisi (dikromat / asetik
asit) ile reaksiyon durdurulurmustur ve biitiin tiipler, 10 dakika boyunca 1sitildiktan sonra oda
sicakliginda sogumaya birakilmistir. Inkiibasyon ve sogutma siiresinin sonunda olusan yesil

renk gelisimi 570 nm'de kolorimetrik olarak 6lgiilmiistiir.

Kontrol ve deney gruplarinda katalaz miktart spektrofotometreden alinan absorbans

degerlerinin agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmasi ile tespit edilmistir.
Tiiketilen H2O2 = [Aﬁmekx df x VTopIam] / [SmM X LP x VOrnek]

H20; icin molar ekstinksiyon katsayist: emm= 1.88x10*M*cm™, Viopiam: Toplam hacim , Vimek:

Kullanilan &rnek hacmi, Asmek: Ornek absorbansi, df: Sulandirma katsayisi, LP: Isik yolu
3.4.4.2. Glutatyon peroksidaz tayini

Glutatyon Peroksidaz (GPx), Hafeman ve arkadaslarinin metodu ile tayin edilmistir. Glutatyon
peroksidaz, indirgenmis glutatyon ve okside olmus glutatyon ve su varliginda hidrojen
peroksitin ayrigmasini katalize eder. Reaksiyon karisimi 0,5 ml sodyum fosfat tamponu (0,4
M), 0,25 ml sodyum azit (10 mM), 0,5 ml rediikte glutatyon (4 mM), 0,6 ml saf su ve 0,15 ml
hiicre ekstresi igermektedir. Tipler, 37 ° C'de 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir, inkiibasyonun
tamamlanmasindan sonra, 0,5 ml H2O> (1,25 mM) ilave edilmistir ve 37 © C'de 3 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyon, 1 ml %10 TCA ilavesiyle durdurulmustur. Kalan
glutatyonu belirlemek igin, stipernatant santrifiij isleminden sonra uzaklastirilmis ve 4 ml
disodyum hidrojen fosfat (0,3 M) ¢ozeltisi ve 1 ml ditiyo-bis-nitrobenzoik asit (DTNB) reaktifi
eklenmistir. Test ¢ozeltisinin ve standardin son absorbansi, 412 nm'de sadece fosfat ¢ozeltisi

ve DTNB reaktifi igeren kore karst okunmustur.
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Kontrol ve deney gruplarinda glutatyon peroksidaz miktar1 spektrofotometreden alinan

absorbans degerlerinin asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmasi ile tespit edilmistir.
Tiiketilen Glutatyon = [ Asmek X df X Vroptam]/ [ €émm X LP X Vomek |

DTNB i¢in molar ekstinksiyon katsayisi: emM= 13600 M~ 1cm™1, Vtoplam: Toplam hacim,
Vornek: Kullanilan 6rnek hacmi, Adrnek: Ornek absorbansi, df: Sulandirma katsayisi, LP: Isik

yolu
3.4.4.3. Siiperoksit dismutaz tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) miktarr, Marklund ve Marklund’un (1974) methoduna gore test
edilmistir. Deney prensibi SOD enzimi tarafindan pirogalloliin otooksidasyonunun inhibie
edilmesi esasina dayanir. Reaksiyon karisimi, 0,05 ml hiicre ekstresi, 1,4 ml Tris-HCI tamponu
(pH 8,2) ve 0,05 ml 2 mM pirogallolden olusmaktadir. Reaksiyon pirogallol eklendikten sonra
baglamaktadir ve SOD varliginda absorbastaki artis inhibe olmaktadir. Absorbanstaki
degisiklikler, spektrofotometrik olarak 30 sn araliklarla 3 dakika boyunca kér kuyuya kars1 420

nm'de Ol¢lilmiistiir.

Kontrol ve deney gruplarinda SOD miktar1 spektrofotometreden alinan absorbans degerlerinin

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmasi ile tespit edilmistir.
Koriin absorbans degisimi AA = [ Ason-Auil] / [ Tson-Tilk]

Ornegin absorbans degisimi AB = [ Bson-Bilk] / [ Tson-Tilk]
SOD’un %50 inhibisyon miktar1 = [(AA — AB) x 100] / [AA x 50]
3.5 APOPTOZ / NEKROZ

3.5.1. Propidium / Iyodiir Hoechst Yontemi

Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicreleri iizerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerini
incelemek i¢in Hoechst33342 ve Propidium Iyodiir (PI) ¢ift floresan boyamasi yapilmustir. Bir
¢esit mavi-floresan boya olan Hoechst 33342, apoptotik hiicrelerde yogunlasmis kromatini
boyamaktadir, PI ise kirmizi-floresan bir boyadir ve nekrotik hiicrelerin zayiflasmis hiicre

zarindan igeri niifuz eder. 24 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina kuyu basina 1 x 10* hiicre olacak
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sekilde ekim yapilmistir. Maruziyet siiresi tamamlandiginda deney medyumlar1 ¢ekilip
atilmistir ve hiicreler 1M PBS soliisyonu ile yikanmigstir. 20 pl PI (Img/ml), 20 pul Ho342
(Img/ml) ve 3960 ul PBS’ ten olusan reaksiyon karigimi olusturulmustur. Kuyu basina 0,2 ml
reaksiyon karisimi eklenerek 37°C’de 15-30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler
PBS ile yikanarak floresan mikroskop altinda inceleme yapilmistir. Hiicreler Olympus 1X71
floresan atagmanli mikroskopta uygun filtre ile incelenerek Olympus DP72 video kamerada esit

araliklarla seri olarak fotograflanmstir.

Kontrol ve deney gruplarindaki canli, erken apoptotik, apoptotik ve nekrotik hiicre sayilarinin
hesaplamasi i¢in her grup igin 3 bagimsiz deneyde toplam 12 farkli kuyuda 10-15 alan
fotograflanarak 1000 hiicre incelenmistir. Her grup icin apoptotik/nekrotik hiicrelerin tim

hiicrelere oran1 hesaplanarak yiizde degerleri bulunmustur.

3.6. WESTERN BLOT

"Blot" terimi, biyolojik numunelerin bir jelden bir membrana transferini ve daha sonra
membran yiizeyinde tespit edilmelerini ifade etmektedir. Bir antikorun antijenini spesifik olarak
saptamak i¢in kullanilan immiin blotlama yontemi olarak da bilinen Wstern Blot teknigi
Towbin ve ark. (1979) tarafindan gelistirilmistir ve giiniimiizde protein analizleri i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Antikor-antijen etkilesiminin ozgiilligii, karmasik bir protein
karisiminin ortasinda hedef bir proteinin tanimlanmasini saglar. Western blot yontemi ilgili

protein hakkinda nitel ve yar1 nicel veriler tiretebilir.

Western blot tekniginde 6rnekler hazirlandiktan sonra ilk adim, jel elektroforezi kullanarak
orneklerdeki makromolekiillerin ayrilmasidir. Daha sonra, ayrilan molekiiller, genellikle
nitroseliiloz veya poliviniliden difloriir (PVDF) membranlar {izerine transfer edilir. Daha sonra,
antikorlarin membran yiizeyine spesifik olmayan herhangi bir sekilde baglanmasini 6nlemek
icin membran bloke edilir. Transfer edilen protein daha sonra bir antikor kombinasyonuyla
isaretlenir: hedef proteine 6zgii bir antikor (primer antikor) ve primer antikorun konak tiiriine
spesifik baska bir antikor (sekonder antikor). Dolayli tespit yontemi olarak kabul edilen teknikte
isaretlenmemis bir primer antikor ilk 6nce antijene baglanir. Sonrasinda, birincil antikor, bir
enzim (horseradish peroksidaz (HRP) gibi) veya florofor konjuge sekonder antikor kullanilarak

tespit edilir. Antikora konjuge enzim ile reaksiyonun bir yan iriinii olarak 151k iireten bir
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kemiliiminesan substrat kullanilarak membran goriintiilenir ve sonuclar analiz edilir. Western

blot teknigini olusturan temel basamaklar sekil 3.6.1°de verilmistir.

Orneklerin
hazirlanmasi

Jelde yiiriitiilmesi

Membranlarin blotlanmasi

Membranlarin blotlanmasi

Antikorla igsaretleme

Goruintiilleme

Analiz

Sekil 3.6.1: Western blot basamaklari.
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Western blot tekniginde kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri tablo 3.6.1°de verilmistir.

Tablo 3.6.1: Western blot tekniginde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

-/réirinzz;)tri] Icerik ve Hazirlamisi
20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM

Lizis EGTA, 1% Triton, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM beta-
Tamponu glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 ug/ml leupeptin, 1 mM PMSF ve
proteaz inhibitor tablet saf su icerisinde hazirlandi.

%10 SDS 10 g SDS, 100 mlI’lik beherde saf su ile ¢oziiliip, 100 ml’ye tamamlandi.

YT‘;‘;‘:]t;‘eer/ (1L, 10X) 0,25 M 30 g Tris-baz, 144 g glisin 600 ml saf suda céziiliip,
Tamponu pH=7,4’¢ ayarlandi. Cozelti saf su ile 1 litreye tamamlandi.

Yiiriit (1L, 1X) 100 ml stok 10X yiiriitme transfer tamponu iizerine 900 ml saf
T:r;:;:ﬁ su eklendi. Bu karisimin i¢ine 1ml %10’luk SDS eklenerek 1X yiirlitme

tamponu hazirlandi.
Transfer (1L) 200 ml Metanol, 100 ml stok 10X yiiriitme transfer tamponu ve 700
Tamponu ml saf su ile 1 litre transfer tamponu hazirlandi
. (1L, 10X) 0,2 M Tris-Baz (24,2 g) ve 80 g sodyum kloriir (NaCl) 600 ml
TBS (Tris v eetal o A o i )
. saf suda ¢oziiliip, pH=7,4’e ayarlandi. Cozelti saf su ile 1 litreye
Buffer Saline)
tamamlandi.
(1L, 1X) Hazirlanan TBS stogundan 100 ml alinarak, 900 ml su ile 1

TBST litreye tamamlandi. Daha sonra 1ml TWEN-20 eklenerek hazirlandi.

;3‘:_?::12 1,5 M Tris-Baz (3,64 g) 15 ml saf suda ¢6ziilereck pH=6,8’¢ ayarlandi.
(Cozeltiye saf su eklenerek hacim 20 ml’ye tamamlandi.

tamponu

4X Laemmli 1,5 mI’lik eppendorf tiipiine 167 pl 1,5 M tris ¢ozeltisi (pH 6.8), 23 pl saf

tamponu su, 400 pl gliserol, 200 pl %40°lik SDS, 200 pul B-merkaptoetanol, 10 pl
%0,1°1ik brom fenol mavisi eklenerek hazirlandi

Siit tozu (%5, 100ml) (Non-Fat Dry Milk, Bio-Rad Blotting-Grade Blocker 170-
6404) 100 ml TBST ¢ozeltisi i¢inde 5 g siit tozu ¢oziilerek hazirlandi.

?Stlr;fr‘il':g 20 ml %10 SDS, 12,5 ml 0,5 M Tris HCI (pH 6.8) ¢ozeltisi, 67,5 ml ultra
saf su, 0,8 ml 2-mercaptoethanol karistirilarak hazirlandi.

Tamponu

Alt1 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina kuyu bagma 1 X 108 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir
ve kontrol ve deney gruplarinda maruziyet gerceklestirilmistir. Deney siiresi tamamlandiginda,
hiicreler soguk PBS ile yikanmistir. Daha sonra, hiicre ekstreleri lizis tamponunda protein
inhibitdtr tablet kullanilarak hazirlanmistir. Hiicreler kiiltlir kaplarindan santrifiij tiiplerine
aktarilarak, hizlica kisa siireli bir sonikasyon isleminden gecirilerek, 10 dakida boyunca 14.000
x g ‘de sogutmali santrifiijde santrifiij edilir. Protein miktari, ticari bir protein analiz Kiti olan
BCA (iNtRON Biyoteknoloji, Kyungki-Do, Kore) testi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Ug hacim

protein lizati, %1 B-merkaptoetanol (Biomatik) igeren bir hacimdeki Laemmli tamponunda
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(Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) seyreltilmistir ve karisim 5 dakika boyunca 95 °C'ye kadar
isitilmistir. Proteinlerin jelde yiirtitiilmesi i¢in BioRad marka Mini-PROTEAN® TGX™
Precast jeller kullanilmistir. Kuyu hacmi 30 pl olan ve 10 kuyudan olusan jellere protein
ornekleri yiiklenmistir. indirgenmis protein lizatlari, %10 SDS poliakrilamid jeller iizerinde
once 80 voltta (400mA) 10 dakika yiiriitiildiikten sonra 120 voltta 2 saat dikey elektroforezde
ayristirthilmistir ve elektro-blotlama ile polivinil difloriir membranlara (Trans-Blot Turbo
Transfer Paketi, Bio-Rad) aktarilmistir. Membranlar, tris-tamponlu salin (TBST) (Santa Cruz,
Heidelberg, Almanya) icinde %0,5 Tween 20 i¢inde %S5 yagsiz siit tozu (Blotting sinifi
engelleyici, Bio-Rad) ile oda sicakliginda 1 saat boyunca bloke edilmistir. Bir gece boyunca
calkalayicida 4 © C'de primer antikorlari ile birlikte inkiibe edilmistir. Membranlar, 5 dakikalik
araliklarla bes kez TBST ile yikanip, daha sonra bir HRP konjuge sekonder antikorla oda
sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe edilmistir. 5 dakika araliklarla bes kez TBST ile yikandiktan
sonra proteinler, gelistirilmis kemiliiminesans (Clarity Western ECL Substrat, Bio-Rad) ile
tespit edilmistir ve hedef bantlar, bir ChemiDoc Gériintiileme Sistemi (Bio-Rad) kullanilarak
gorsellestirilmigtir. Her bir hedef bant, Image Lab 5.2.1 yazilimi kullanilarak dl¢iilmiistiir ve
her bir bandin yogunlugu, i¢ referans B-aktin veya ERKI / 2, JNK, p38'e gore normalize
edilmistir. Kullanilan birincil ve ikincil antikorlar ve sulandirma katsayilar1 tablo 3.6.2°de
verilmistir. Kullanilan tiim birinci ve ikinci antikorlar SantaCruz Biotechnology’den temin

edilmistir.

Tablo 3.6.2: Western blot yonteminde kullanilan antikorlar ve sulandirma katsayilari.

Kullanilan antikorlar Sulandirma katsayilar
Fare monoklonal JNK primer antikoru 1:500

Fare monoklonal pJNK primer antikoru 1:500

Fare monoklonal p38 primer antikoru 1:500

Fare monoklonal pp38 primer antikoru 1:500

Fare monoklonal ERK primer antikoru 1:500

Fare monoklonal pERK primer antikoru 1:500

Tavsan poliklonal B-Aktin primer antikoru 1:1000

Fare IgG kappa binding protein (m-IgGk BP)

Sekonder HRP konjugat 1:1000
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3.7.MIKROKNUKLEUS TESTI

Mikroniikleus testi i¢in Fenech (2007)’nin sitoklasin B ile bloke edilmis mikroniikleus
protokolii laboratuvar kosullarimiza uyacak sekilde modifiye edilerek kullanilmistir.

Mikroniikleus testi uygulamasinda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler tablo 3.7.1°de verilmistir.

Tablo 3.7.1: Mikroniikleus testi uygulamasinda kullanilan tampon ve ¢6zelitler

Tampon / Cozelti Icerik ve Hazirlamis:

Sitokalasin-B ¢ozeltisi DMSO igerisinde hazirlanan 2 M’lik
Sitokalasin B ¢ozeltisinden 4 pg/ml’lik
dilitisyonlar kiltir medyumunda
hazirlanmstir.

Hipotonik ¢ozelti 0,075 M KCIl ¢ozeltisi ultra saf suda
hazirlanmstir.

Cornay fiksatifi 3/1 oraninda methanol/glasiyel asetik asit
deneyden Once taze olarak hazirlanmistir.
Sorensen tamponu Tampon A: 0,06 M NazHPO4

Tampon B: 0,06 M KH2PO4

51ml tampon A + 49ml tampon B
karistirilarak pH: 6,8 tampon elde edilmisitir.
Giemsa cozeltisi %4 ‘lik giemsa ¢Ozeltisi sorensen tamponu
icerisinde hazirlanmistir.

Akrilamid + HIQO!lONk
Uygulama ve
Kurkumin Sitokalasin B v : Cornay’s
ruziv Cornay’s Fiksasyonu '
maruziyeyl maruziyeti Fiksasyonu
XD S S v

C X K b = kb Santrif “E1 BT ]
---- inkubasyon inkubasyon antrifd
i - —_— —_— |

Hucre l

sUpansiyonu
Giemsa Boyas y

Sekil 3.7.1: Mikroniikleus testi asamalarinin sematik gosterimi.
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1) TM3 Leydig hiicreleri kontrol ve deney gruplarini1 olusturmak iizere 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir, ayrica pozitif kontrol olarak 150 uM H202

uygulanmigtir.

2) 24 saat maruziyet bitiminde medyumlar ¢ekilip atilmistir ve Sitokalasin B uygulamasi

gergeklestirilmistir.

3) 37°C’de 20 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler santrifiij isleminden gegirilmistir.

4) Siipernatant uzaklastirilip, pellet hipotonik soliisyon ile 5 dk inkiie edilmistir.

5) Hiicre siispansiyonlart lizerine Cornay fiksatifi eklenip, santrifiij isleminden gegirilmistir.

6) Stipernatant uzaklastirilip, pellet izerine Cornay fiksatifi uygulanarak hiicre siispansiyonlari

santrifiij isleminden gecirilmistir.

7) Stipernatant uzaklastirilip, pellet tizerine Cornay fiksatifi uygulanmistir ve hazirlanan hiicre

siispansiyonlar1 6nceden temizlenmis lam {izerine yayilmistir.

8) Hazirlanan preparatlar giemsa c¢ozeltisi ile boyanmistir ve agik havada kurumalari

saglanmustir.

9) Preparatlar mikroskop altinda incelenmistir ve her grup i¢in 1000 biniikleuslu hiicrede

gozriilen mikroniikleus sayisi tespit edilmisitir. Deney 3 kere tekrarlanmistir.

10) Ayrica sitotoksik etkinin belirlenmesinde kullanilan niiklear bdliinme indeksinin
hesaplanabilmesi 1, 2, 3 ve 4 niikleuslu hiicrelerin bulunma siklig1 her preparattan 500 hiicre

sayilarak asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Eastmond ve Tucker, 1989).
NDI: [M1+ M2 + M3+ M4] /N

NDI: niiklear boliinme indeksi, M1: 1 niikluslu hiicre, M2: 2 niikluslu hiicre, M3: 3 niikleuslu

hiicre, M4: 4 niikleuslu hiicre, N: toplam hiicre sayisi.
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Mikroniikleus skorlamasi yapilirken uyulan kriterler asagida siralanmustir:

e Skorlamaya dahil edilen hiicreler 2 niikleuslu olmalidir, belirgin bir sitoplazmada oval
veya yuvarlak iki niikleus se¢ilmelidir.

e Mikroniikleus ¢ap1 ana niikleusun 1/3’iinden kii¢iik olmalidur.

e Mikrokukleus ana niikleustan tamamen bagimsiz olmalidir.

e Mikroniikleuslarin boya alma yogunlugu ana niikleuslar ile esit olmalidir.
3.8. KOMET TESTIi (TEK HUCRE JEL ELEKTROFOREZI)

Komet testi i¢in preparatlarin hazirlanmasi, kullanilan ¢ozeltiler ve deney prosediirii olarak
Singh ve arkadaslar1 (1988) ile Tice ve arkadaslarinin (2000) kullandiklar1 metotlar laboratuvar
kosullarimiza uyacak sekilde modifiye edilerek uygulanmistir. Komet testi uygulamasinda
kullanilan tampon ve ¢ozeltiler tablo 3.8.1°de ve komet testi asamalarinin sematik gosterimi

sekil 3.8.1°de verilmisitr.

Tablo 3.8.1: Komet testi uygulamasinda kullanilan tampon ve ¢ozelitler.

Tampon / Cozelti Icerik ve Hazirlamisi
Normal erime noktali agaroz (NMPA) | 750 mg NMPA tartilip {izerine 50 ml distile
cozeltisi H>O eklendi 1sitilarak ¢oziildi ve %1,5

NMPA c¢ozeltisi elde edildi.
Diisiik erime noktalh agaroz (LMPA) | 50 mg LMPA tartilip iizerine 10 ml PBS

cozeltisi eklendi 1sitilarak ¢ozildii ve %0,5 LMPA
¢ozeltisi elde edildi.
Lizis soliisyonu Lizis soliisyonu 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA

ve 10 mM Trizma base’den olusmaktadir
(pH: 10), kullanmadan once %10 DMSO

eklendi.
Elektroforez tamponu Elektroforez tamponu 300 mM NaOH ve 1
mM Trizma Base’den olusmaktadir (pH>13)
Nétralizasyon soliisyonu Noétralizasyon soliisyonu 0,4 M Tris base den

olugmaktadir (pH: 10)
Boyama soliisyonu DAPI
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Sekil 3.8.1: Komet testi asamalarinin sematik gosterimi (Gharsalli, 2016).

1) TM3 Leydig hiicreleri kontrol ve deney gruplarini olusturmak tizere 24 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir, ayrica pozitif kontrol olarak 150 uM H,02

uygulanmigtir.

2) Deney siiresi tamamlandiginda hiicreler toplanip ve 5 dk siire ile 1500 rpm’de santrifiij

edilmistir.

3) Son hacimde 1x10* hiicre olacak sekilde pellette bulunan hiicreler PBS ile sulandirilmistir.

4) PBS igerisinde siispansiyon halde bulunan hiicreler 1:6 oraninda %0,05’lik LMPA (37°C)

ile karistirilip pipetaj yapilarak homojen bir hiicre siispansiyonu elde edilmisitir.

5) Deney giiniinden once %1,5’luk NMPA ile kaplanmis lamlar hazirlanmistir.
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6) Elde edilen hiicre siispansiyonundan 30 pl alinip 6nceden agar ile kaplanmis lamlar {izerine

yayillmistir ve lamel ile kapama islemi gerceklestirilmistir.

7) Hazirlanan preparatlar +4°C’de 45 dk siire ile bekletilmis ve siire sonunda lameller dikkatlice

cekilip atilmistir.

8) Lamlar taze olarak hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak 1

saat siireyle +4°C’de sale icerisinde bekletilmistir.

9) Lizis gergeklestirildikten sonra elektroforez basamagindan 6nce DNA’nin ¢ift sarmal
yapisinin agilmasi (DNA unwinding) i¢in lamlar alkali (pH>13) elektroforez tamponunda 20

dk stire ile inkiibe edilmistir.

10) DNA unwinding basamagi gerceklestirildikten sonra lamlar elektroforez tankina dizilmistir

ve 300 mA, 25 V’ta 30 dk siire ile elektroforez uygulanmaistir.

11) Elektroforez uygulamasindan sonra saf su ile yikanan lamlar 5 dk’lik periyotlarla {i¢ kez

notralizasyon sollisyonu ile muamele edilmistir.
12) Nétralizasyonun ardindan saf su ile yikanan lamlar DAPI ile 5 dk boyanmustir.

13) Boyama sonrasinda yikakan lamlar kurutulmustur ve her lam floresan mikroskop altinda

rastgele alanlardan fotograflanmistir.

14) Komet testi verilerinin degerlendirilmesi i¢in elde edilen fotograflardan her lamdan 100’er
hiicre Cometscore 2. Programi iizerinde incelenmistir. Program igerisinde komet kuyruk
uzunlugu, kuyruk %DNA igerigi ve Olive kuyruk momenti parametreleri hesaplatilmistir.

Deney 3 kez tekrarlanmustir.

Komet kuyruk uzunlugu: Hiicre niikleusunun bas bolgesinden disar1 dogru gergceklesen DNA

migrasyonunun uzunlugu.

Komet %DNA igerigi: Kuyrukta bulunan DNA’nin hiicrede bulunan toplam DNA’ya olan
yiizdesi

Olive Kuyruk momenti: Komet kuyruk uzunlugunun DNA hasarin1 tam olarak ifade etmedigini

ileri siiren Olive ve dig. (1990) yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda DNA gdciiniin bir noktaya
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kadar siirdigiinii rapor etmislerdir. Bununla birlikte migrasyon uzunlugunun bir noktada
durmasmin yanisira migrasyona ugrayan DNA yiizdesinin arttigin1 belirtmislerdir. Bunun
tizerine Olive kuyruk momenti parametresini gelistirip asagidaki denklem ile formiile

etmiglerdir. Olive Kuyruk momenti = Kuyruk uzunlugu x Kuyruktaki DNA yiizdesi.

KUYRUK

e ——

KUYRUK MOMENT UZUNLUGU

Sekil 3.8.2: Floresan boya ile isaretlenmis komette bas, kuyruk ve kuyruk moment uzunlugunun ifade
ettigi bolgeler.

3.9. IMMUNNFLORESAN BOYAMA

Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinin hiicre iskeleti ve hiicre iletisim baglantilar
tizerindeki etkileri direkt immunfloresan boyama yontemi ile tayin edilmisitr. Direkt
immunfloresan boyamanin asamalar1 fiksasyon — permeabilizasyon — bloklama — antikor ile
inkiibasyon — niikleus boyasi — mounting (floresan solmasini engelleyici soliisyon ile kapama)
seklinde siralanmaktadir. Immunfloresan boyama prosediiriinde kullanilan ¢ozeltiler, antikorlar

ve boyalar tablo 3.9.1°de verilmistir.
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Tablo 3.9.1: Immiinfloresan boyama tekniginde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler.

Tampon / Cozelti Icerik ve Hazirlamis:
Paraformaldehit fiksatifi %4’lik paraformaldehit fiksatifi PBS
icerisinde pH: 7.2 olacak  sekilde
hazirlanmistir.
Permeabilizasyon c¢ozeltisi %0,2’lik  TritonX-100 PBS igerisinde
hazirlanmstir.
Bloklama tamponu %1 ‘lik sigir serum albiimin (BSA) PBS

icerisinde hazirlanmisir.

Fare monoklonal konneksin 43 | Antikorlar %1 BSA ¢06zeltisinde 1:100
antikoru (floresan izosiyanat, | sulandirilarak kullanilmistir.

Antikorlar | FITC)

Fare monoklonal o tubulin
antikoru (FITC)

Falloidin tetrametil rodamin B izosiyanat | 1,5 metanolde ¢oziilerek 200 iinit/ml stok

(Phalloidin- TRITC) olusturulmustur, he kuyu icin 1 {init olacak
sekilde %1 BSA c¢ozeltisinde sulandirilarak

kullanilmastir.

Floresan solmasimi engelleyici DAPI boyal | Ticari olarak kullanima hazir halde satilan

soliisyon solisyon lam  {lizerine  damlatilarak

kullanilmigtir (Thermo Fisher Scientific).

1) TM3 Leydig hiicreleri kontrol ve deney gruplarini olusturmak tizere 12 kuyulu hiicre kiiltiir

kaplarinda steril yuvarlak lam iizerine 2x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir.

2) Maruziyet siiresinin bitiminde PBS ile yikanan hiicreler %4 paraformaldehit ¢ozeltisi ile

fikse edilmistir.

3) Fiksasyon sonrasinda tekrar PBS ile yikanan hiicrelere permeabilizasyon basamagi i¢in

%0,2’lik TritoX-100 uygulanmistir.

4) Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra bloklama tamponu ile 30 dk siire ile inkiibe edilmistir.
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5) Bloklama gerceklestikten sonra PBS ile yikanan hiicreler FITC konjugeliprimer antikorlar
ve TRITC konjugeli falloidin boyalar1 ile 90dk siire ile oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

6) Antikor inkiibasyonundan sonra PBS ile yikanan hiicreler floresan solmasini engelleyici

DAPI boyali soliisyon damlatilmig lamlar {izerine kapatilmistir.

7) Floresan mikroskop altinda antikor ve boyalara uygun filtreler altinda seri fotograf ¢cekimi

gergeklestirildi.

8) Ayni preparat alanina ait uygun filtreler altinda fotograflanan aktin, tubulin, konneksin 43
proteinleri ve DAPI ile isaretlenmis niikleus fotograflar1 Photoshop programi kullanilarak tist

iste gelecek sekilde birlestirilmistir.
3.10. ISTATISTiK ANALIZ

Bu tez c¢alismasinda kontrol ve deney gruplarindan elde edilen wverilerin istatistik
degerlendirilmesinde Graphpad Prism 5.0 programi kullanilmistir. Normal dagilim gosteren
verilerin karsilagtirilmasinda One-Way ANOVA testi, gruplar arasindaki karsilastirmalarda
Tukey’s testi uygulanmistir. Analiz sonuglar1 degerlendirilirken p<0,05, p<0,01 ve p<0,001

anlamlilik seviyesi temel alinmistir.
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4.1. SITOTOKSISITE BULGULARI

4.1.1. MTT Bulgular:

TM3 Leydig hiicrelerinde akrilamidin 0,1 uM ile 10000 pM araligindaki on iki farkli

konsantrasyonunun 6, 12, 24, 48 ve 72 saat maruziyet sonunda hiicre canlilig1 lizerindeki

etkileri MTT testi ile spektrofotometrik olarak Ol¢iildii. Akrilamidin 6 saatlik maruziyeti

sonunda 5000 uM konsantrasyonundan itibaren kontrol grubuna gore anlamli bir azalma

goriilirken (Sekil 4.1.1.1); 12 saatlik maruziyette 2000 uM (Sekil 4.1.1.2), 24 saatlik

maruziyette ise 1000 uM (Sekil 4.1.1.3) konsantrasyonundan itibaren anlamli azalma goriildii.

Akrilamidin 48 ve 72 saat uygulanmasi sonucunda MTT testi sonuclar1 kontrol grubuna gore

karsilastirildiginda 0,5 uM konsantrasyonundan sonra anlamli azalmalar gézlendi (Sekil 4.1.1.4

ve Sekil 4.1.1.5).
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Sekil 4.1.1.1: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde 6 saat maruziyet sonunda hiicre canlilig
tizerindeki etkileri (***p<0,001).
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Sekil 4.1.1.2: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde 12 saat maruziyet sonunda hiicre canlilig
tizerindeki etkileri (**p<0,01, ***p<0,001).
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Sekil 4.1.1.3: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde 24 saat maruziyet sonunda hiicre canliligi
tizerindeki etkileri (*p<0,05, ***p<0,001).
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Sekil 4.1.1.4: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde 48 saat maruziyet sonunda hiicre canlilig1
tizerindeki etkileri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Sekil 4.1.1.5: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde 72 saat maruziyet sonunda hiicre canlilig1
tizerindeki etkileri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICso) bir maddenin belirli bir biyolojik veya
biyokimyasal fonksiyonu inhibe edici etkisinin bir dl¢iisiidiir, bagka bir ifade ile biyolojik bir
slireci yartya indirmek i¢in o maddeye ne kadar ihtiyag oldugunu gosterir. Akrilamidin on iki
farkli konsantrasyonuna 6, 12, 24, 48 ve 72 saat siire ile maruz birakilan TM3 Leydig
hiicrelerinin her uygulama saati i¢in ICso degerleri MTT testi sonuglar1 kullanilarak GraphPad

Prism programu ile hesapland: (Tablo 4.1.1.1).

Tablo 4.1.1.1: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde zamana bagli ICso degerleri.

Akrilamid maruziyet siiresi 1Cs0 degeri
6 saat 102800 uM
12 saat 9214 uM
24 saat 3541 uM
48 saat 1213 uM
72 saat 289 uM

Bu tez ¢alismasinin daha sonraki arastirma parametrelerinde kullanilan dort farkli akrilamid
konsantrasyonu da (1, 10, 100 ve 1000 uM) hiicre canliligi maksimum %80 seviyesine

disirmektedir.
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TM3 Leydig hiicrelerine 24 saat siire ile uygulanan akrilamidin doért farkli konsantrasyonunun
tek basma ve kurkumin ile birlikte hiicre canliligi tizerindeki etkileri MTT testi ile
belirlenmistir. Sekil 4.1.1.6'da tek basina farkli akrilamid konsantrasyonlari ile birlikte 2,5 uM
kurkumine maruz kalan hiicrelerin MTT sonuglar1 kontrol grubuna gore % canlilik orani olarak
verilmistir. 1, 10, 100 ve 1000 uM akrilamid varliginda, hiicre canliligi, sirasiyla, kontrole gore
%89; 88,3; 85,2 ve 81,9'a diismiistiir. Tek basina akrilamid uygulanan gruplarda hiicre
canliliginda yalnizca 1000 uM konsantrasyonunda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma
goriilmiistiir (p<0,05). Akrilamid ve kurkuminin birlikte uygulandig1r gruplar yalnizca
kurkumin uygulanan grup ile karsilastirildiginda 1000 uM akrilamid+kurkumin grubunda
anlamli bir azalma bulunmustur (p<0,05). Bunlarla birlikte, kurkuminin hiicre canlilig
tizerindeki iyilestirici etkisi akrilamid ile birlikte uygulandigi tiim gruplarda goriilmiistiir
(p<0,05).
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Sekil 4.1.1.6: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde % canlilik tizerine etkileri *: kontrole
gore, #:akrilamid+tkurkumin gruplarn yalniz akrilamid gruplarina gore, *: yalmiz kurkumin
grubuna gore. (*p<0,05, #<0,05, *<0,05).



4.1.2. LDH Bulgular
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TM3 Leydig hiicrelerinde 24 saat maruziyet sonunda kontrol ve deney gruplarinda olusan

sitotoksite spektrofotometrik yontem kullanilarak dlgiilen % LDH aktivitesi ile belirlenmistir

(Sekil 4.1.2.1). LDH aktivitesi 100 uM ve tizeri konsantrasyonlarda akrilamidin tek bagina ve

kurkumin ile birlikte uygulandig1r gruplarda sirasiyla kontrol grubu ve yalmiz kurkumin

uygulanan gruba gore anlamli olarak artmustir (p<0,05, p<0,01). Kurkuminin akrilamidin

olusturdugu sitotoksisiteye karst koruyucu etkisi 100 pM ve iizeri konsantrasyonlarda

akrilamide kurkumin ilave edilmis gruplarda goriilmiistiir (p<0,05, p<0,01).
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Sekil 4.1.2.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde % LDH aktivitesi iizerine etkileri *:

kontrole gore, #:akrilamid+kurkumin gruplarnn yalmiz akrilamid gruplarina gore, e
kurkumin grubuna goére. (*p<0,05, **p<0,01, #<0,05, ## p<0,01, *<0,05, ** p<0,01).

yalniz
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4.2. OKSIDATIF HASAR BULGULARI
4.2.1. Lipit Peroksidasyonu

TM3 Leydig hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda spektrofotometrik yontem kullanilarak
belirlenen malondialdehit seviyeleri Sekil 4.2.1.1°de verilmistir. 24 saat maruziyet sonunda
MDA seviyelerine bakildiginda 10 uM ve lizeri akrilamidin tek basina ve kurkumin ile birlikte
uygulandig1 gruplarda sirasiyla kontrol grubu ve yalniz kurkumin uygulanan gruba gore anlamli
olarak artis goriilmiistir (p<0,05, p<0,01, p<0,001). Akrilamid ve kurkuminin birlikte
uygulandig1 gruplar yalnizca akrilamid uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda ise 100 pM ve
tizeri konsantrasyonlarda akrilamid igeren gruplarda kurkuminin iyilestirici etkisi saptanmistir

(p<0,05).
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Sekil 4.2.1.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde lipid peroksidasyonu iizerine etkileri
*: kontrole gore, #:akrilamid+kurkumin gruplar1 yalmiz akrilamid gruplarina gore, *: yalniz
kurkumin grubuna gore. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, #<0,05, +<0,05, ** p<0,01).



56

4.2.3. Hidroksil Radikali

TM3 Leydig hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda spektrofotometrik yontem kullanilarak
belirlenen hidroksil radikali seviyeleri Sekil 4.2.3.1’de verilmistir. Kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda 10, 100 ve 1000 uM akrilamid uygulanan gruplarda hidroksil radikali
olusumu anlamli olarak artmistir (p<0,05, p<0,01, p<0,001). Akrilamid ve kurkuminin birlikte
uygulandig1 gruplar yalnizca akrilamid uygulana gruba gore karsilastirildiginda ise tiim
gruplarda anlamli bir artig saptanmigtir. Akrilamid kaynakli olusan hidroksil radikaline kars1

kurkuminin koruyucu etkisi 100 ve 1000 uM akrilamide maruz kalan gruplarda istatiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05, p<0,01).
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Sekil 4.2.3.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde olusan OH™ radikali iizerine etkileri
*. kontrole gore, #:akrilamid+kurkumin gruplar yalniz akrilamid gruplarina gore, *: yalniz
kurkumin grubuna gore (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, #<0,05, ##<0,01 *<0,05, ** p<0,01).
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4.2.4. Hidrojen peroksit

TM3 Leydig hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda spektrofotometrik yontem kullanilarak
belirlenen hidrojen peroksit seviyeleri Sekil 4.2.4.1°de verilmistir. 24 saat sonunda akrilamidin
dort farkli konsantrasyonu ve akrilamide kurkumin ilavesi ile olusturulan gruplar kontrol

gruplarina gore karsilastirildiginda yalnizca 1000 uM akrilamid uygulanan gruplarda hidrojen

peroksit miktarinda anlamli bir artis gériilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.2.4.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde olusan H>O; iizerine etkileri *:

kontrole gore (¥p<0,05).
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4.2.5. Katalaz aktivitesi

Akrilamidin dort farkli konsantrasyonuna kurkumin ile birlikte ve tek basina maruz birakilan

TM3 Leydig hiicrelerinde tiiketilen H202 miktarma bagli olarak hesaplanan katalaz enzimi

miktar1 Sekil 4.2.5.1°de verilmistir. Deney siiresi tamamlandiginda, gruplar katalaz enzim

miktarlar1 bakimindan karsilastirildiginda 100 uM ve {izeri konsantrasyonlarda akrilamide tek

basina ve kurkumin ile birlikte maruz kalan hiicrelerde sirasiyla kontrol grubuna ve sadece

kurkumin grubuna gére anlamli azalmalar goriilmiistiir (p<0,05, p<0,01, p<0,001). 100 uM ve

tizeri konsantrasyonda akrilamide kurkumin ile birlikte maruz birakilan hiicrelerde tek basina

akrilamide maruz kalan hiicrelere gore kurkuminin koruyucu etkisi saptanmistir (p<0,05).
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Sekil 4.2.5.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde katalaz aktivitesi lizerine etkileri *:

kontrole gore, #:akrilamid+kurkumin gruplarnn yalmiz akrilamid gruplarina gore, -e:
kurkumin grubuna gore (**p<0,01, ***p<0,001, #<0,05, *<0,05, ** p<0,01).

yalniz



59

4.2.6. Siiperoksitdismutaz aktivitesi

Akrilamidin dort farkli konsantrasyonuna kurkumin ile birlikte ve tek basina maruz birakilan
TM3 Leydig hiicrelerinde siiperoksitdismutaz aktivitesi spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir
(Sekil 4.2.6.1). Deney sonuglar1 kontrol ve yalnizca kurkumin maruziyeti yapilmis gruplar ile
karsilastirildiginda akrilamide tek basina maruz birakilan hiicrelerde 10 uM ve iizeri
konsantrasyonlarda anlamli olarak azalma goriiliirken; kurkumin ilavesi olan gruplarda 100 uM
ve iizeri konsantrasyonlarda enzim miktarlarinda anlamli azalma gériilmiistiir (p<0,05, p<0,01).

Akrilamid ve kurkumine birlikte maruz birakilan gruplar yalnizca akrilamid uygulanan gruplara

gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir anlam bulunmamaktadir.
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Sekil 4.2.6.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde SOD aktivitesi lizerine etkileri
etkileri *: kontrole gore, #:akrilamid+kurkumin gruplari yalniz akrilamid gruplarina gore, °:

yalniz kurkumin grubuna gore (*p<0,05, #<0,05, ** p<0,01).
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4.2.7. Glutatyon peroksidaz aktivitesi

Akrilamidin dort farkli konsantrasyonuna kurkumin ile birlikte ve tek basina maruz birakilan
TM3 Leydig hiicrelerinde glutatyon peroksidaz enzim miktar1 spektrofotometrik yontem
kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.2.7.1). Glutatyon peroksidaz miktar1 10 uM ve flizeri
konsantrasyonlarda akrilamidin tek basina ve kurkumin ile birlikte uygulandigi gruplarda
sirastyla kontrol grubu ve yalniz kurkumin uygulanan gruba gore anlamli olarak azalmistir.

Tim gruplarda kurkuminin glutatyon peroksidaz enzim miktari iizerinde akrilamide karsi

koruyucu etkisi oldugu saptanmuistir.
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Sekil 4.2.7.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde GPx aktivitesi lizerine etkileri etkileri
*: kontrole gore, #:akrilamid+kurkumin gruplar yalniz akrilamid gruplarina gore, *: yalniz
kurkumin grubuna gore (*p<0,05, **p<0,01, #<0,05, +<0,05, ** p<0,01).
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4.3. APOPTOZ BULGULARI

TM3 Leydig hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda floresan boyama yontemi kullanilarak
belirlenen canli, erken apoptotik, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin yilizde cinsinden degerleri
Tablo 4.3.1°de verilmistir. Floresan boyama sonuglarina gore, deney gruplarinda gézlemlenen
morfolojik degisiklikler asagidaki oOzelliklere sahiptir: 1) canli hiicreler; oldukca organize
niikleuslu parlak mavi renkli ii) erken apoptotik hiicreler; niikleer olarak yogunlasmis mavi
renkli iii) apoptotik hiicreler; yiiksek niikleer yogunlasma ve fragmentasyon gosteren donuk
mavi ila mor renkli, iv) nekrotik hiicreler; kromatin fragmantasyonu gostermez ve kirmizi
renkli. Deney sonuglari 10 uM ve daha yiiksek akrilamid konsantrasyonlarinin, kontrol grubuna
gore erken apoptotik, apoptotik ve nekrotik hiicre konsantrasyonunu arttirdigini gostermektedir
(p<0,001, p<0,01). Akrilamid ve kurkumine birlikte maruz birakilan gruplar tek basina
akrilamid uygulanan gruplara gore karsilastirildiginda erken apoptotik ve nekrotik hiicreler, 10
uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda anlamli sekilde azalmistir. Bununla birlikte apoptotik
hiicre yogunlugunda 100 uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda 6nemli Ol¢iide azalma
saptanmistir (p<0,05).

Tablo 4.3.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde 24 sonunda apoptoz ve nekroz tizerine

etkileri.
ﬁ‘lc‘l ZEL:E/I Canh Erken Apoptoz Apoptoz Nekroz
0 = 98,67+0,34 1,124+0,30 0,09+0,04 0,24+0,03
1 - 96,63+0,33 2,56+0,37 0,51+0,09 0,52+0,01
10 = 86,15+1,31%** 12,55+1,31%** 0,84+0,17** 0,80+£0,01 ***
100 - 78,82+0,48%** 19,26+£0,30%** 1,14+0,20***  0,91+£0,08%**
1000 = 72,25+0,74%** 25,17+0,61%** 1,97£0,06***  1,11£0,07***
0 + 99,17+0,09 0,59+0,59 0,001+0,0 0,12+0,04
1 + 96,91+0,30 2,32+0,29 0,25+0,04 0,30+0,01
10 + 04,9840,12¢# 3,81+0,04¢# 0,41+0,08 0,46+£0,07+#
100 + 92,5140,21eee#t  5,50+0,16%0s#  1,08+0,08see#  0,78+0,120es#
1000 + 80,87+0,56# 16,06+0,58 e 1,7040,15¢e«#  0,87+0,08ee#
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Sekil 4.3.1: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde 24 sonunda apoptoz ve nekroz lizerine etkileri A:
kontrol, B: 1 uM AA, C: 10 uM AA, D: 100 uM AA ve E: 1000 uM AA. V¥: canli, ™: apoptotik,—:
erken apoptotik,=: nekroz.
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Sekil 4.3.2: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde 24 sonunda apoptoz ve  nekroz
iizerine etkileri A: KUR, B: 1 uM AA + KUR, C: 10 uM AA + KUR, D: 100 uM AA + KUR and E:
1000 uM AA + CUR 1000 uM AA. ¥: canli, ™ apoptotik,—: erken apoptotik,=>: nekroz.
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4.4. WESTERN BLOT BULGULARI

Akrilamid ve kurkuminin, TM3 Leydig hiicrelerinde MAP-Kinaz sinyal yolaginda bulunan
proteinlerin (ERK, JNK, p38) fosforilasyon seviyeleri tizerindeki etkileri Western blot yontemi
kullanilarak belirlenmigtir. Kontrol ve deney gruplarinda segilen proteinlerin miktar
belirlenmis ve sonuglar hem protein bantlari hem de her bir proteinin fosforillenme diizeylerine

gore degerleri grafik olarak verilmistir.
4.4.1 ERK fosforilasyonu

Deney siiresi tamamlandiginda TM3 Leydig hiicrelerinde hesaplanan ERK fosforilasyonu Sekil
4.4.1.1°de verilmistir. Deney siiresi tamamlandiginda, gruplar fosforilasyon diizeyleri
bakimindan karsilastirildiginda 10 pM ve iizeri konsantrasyonlarda akrilamide tek basina ve
kurkumin ile birlikte maruz kalan hiicrelerde sirasiyla kontrol grubuna ve sadece kurkumin
grubuna gore anlamli artiglar goriilmustir (p<0,05, p<0,01, p<0,001). 100 uM ve iizeri
konsantrasyonda akrilamide kurkumin ile birlikte maruz birakilan hiicrelerde tek basina
akrilamide maruz kalan hiicrelere gére kurkuminin koruyucu etkisi saptanmistir (p<0,05,

p<0,01).
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Sekil 4.4.1.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde ERK fosforilasyonu {izerine etkileri
*: kontrole gore, #:akrilamid+kurkumin gruplar yalniz akrilamid gruplarina gore, *: yalniz
kurkumin grubuna goére (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, #<0,05, ##<0,01, = p<0,01, eee

p<0,001).
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4.4.2. INK fosforilasyonu

Deney siiresi tamamlandiginda TM3 Leydig hiicrelerinde hesaplanan JNK fosforilasyonu Sekil
4.4.2.1°de verilmistir. Deney siiresi tamamlandiginda, gruplar fosforilasyon diizeyleri
bakimindan karsilastirildiginda 10 uM ve iizeri konsantrasyonlarda akrilamide tek basina ve
kurkumin ile birlikte maruz kalan hiicrelerde sirasiyla kontrol grubuna ve sadece kurkumin
grubuna gore anlamli artiglar goriilmiistiir (p<0,05, p<0,01, p<0,001). 100 uM ve iizeri
konsantrasyonda akrilamide kurkumin ile birlikte maruz birakilan hiicrelerde tek basina
akrilamide maruz kalan hiicrelere gore kurkuminin koruyucu etkisi saptanmistir (p<0,05,

p<0,01).
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Sekil 4.4.2.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde JNK fosforilasyonu iizerine etkileri
*: kontrole gore, #: akrilamid+kurkumin gruplar1 yalmz akrilamid gruplarina gore, *: yalniz
kurkumin grubuna gore (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, #<0,05, ##<0,01, ** p<0,01, e
p<0,001).
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4.4.3. p38 fosforilasyonu

Deney siiresi tamamlandiginda TM3 Leydig hiicrelerinde hesaplanan p38 fosforilasyonu Sekil
4.4.3.1°de verilmistir. Deney sonuglart kontrol ve yalnizca kurkumin maruziyeti yapilmis
gruplar ile karsilastirildiginda akrilamide tek bagina maruz birakilan hiicrelerde 10 uM ve iizeri
konsantrasyonlarda anlamli olarak artis goriiliirken; kurkumin ilavesi olan gruplarda 100 uM
ve lizeri konsantrasyonlarda enzim miktarlarinda anlamli artis goriilmistiir (p<0,05, p<0,01,
p<0,001). Akrilamide kurkumin ile birlikte maruz birakilan hiicrelerde tek basina akrilamide
maruz kalan hiicrelere goére kurkuminin koruyucu etkisi yalnizca 1000 uM konsantrasyonunda

saptanmustir (p<0,05).
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Sekil 4.4.3.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde p38 fosforilasyonu iizerine etkileri *:
kontrole gore, #:akrilamid+kurkumin gruplart yalmiz akrilamid gruplarina gore, e yalmiz
kurkumin grubuna gore (*p<0,05, **p<0,01, #<0,05, *p<0,05 ** p<0,01).
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4.5. GENOTOKSISITE BULGULARI
4.5.1. Mikroniikleus Bulgulari

Akrilamidin dort farkli konsantrasyonuna kurkumin ile birlikte ve tek basina maruz birakilan
TM3 Leydig hiicrelerinde niikleer boliinme indeksi 100 uM akrilamid konsantrasyonundan
itibaren kontrol grubuna gore anlamli olarak azalma gostermistir. Ayrica 1000 uM akrilamide
kurkumin ile birlikte maruz birakilan grupta tek bagma 1000 uM akrilamide maruz kalan gruba
gore anlamli bir iyilesme saptanmistir. Biniikleuslu hiicrelerde akrilamid ve kurkumin
maruziyeti sonrasinda olusan mikroniikleus oranlarina bakildiginda ise yalnizca akrilamide
maruz birakilan gruplarda 100 uM konsantrasyonundan itibaren kontrol grubuna gore anlamli
arttg goriiliirken; kurkumin ilavesi olan gruplarda 1000 uM akrilamid konsantrasyonunda

istatistiksel bir anlam goriilmiistiir.

Tablo 4.5.1.1: Akrilamid ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerinde nukleer boliinme indeksi ve
mikroniikleus igeren iki niikleuslu hiicre orami {lizerine etkileri *: kontrole gore,
#:akrilamid+kurkumin gruplari yalniz akrilamid gruplarina gore, *: yalniz kurkumin grubuna gore
(*p<0,05, #<0,05, *p<0,05).

Mikroniikleus i¢eren iki
Gruplar | Konsantrasyonlar | Niikleer Boliinme niikleuslu hiicre oran
Indeksi (%o)

H20> 150 uM 1,51 +£0,02 48,64 + 3,18
. 0 1,73+ 0,02 4,10+ 1,60
= 1 1,70 = 0,05 6,94+ 1,19
S 10 1,68 + 0,06 9,78 = 1,88

! 100 1,63 £ 0,07* 11,91 = 2,06*

1000 1,60 + 0,06* 15,73 £2,14*
v _ 0 1,74+ 0,11 3,19 + 1,26
g = 1 1,71 £ 0,07 4,20 £ 1,06
Pl 10 1,67 £ 02 9,77 £ 1,90
< 100 1,68 +0,05¢ 9,98 + 2,03

< 1000 1,70 = 0,09+# 12,21 £ 1,30+#




Sekil 4.5.1.1: A: Bir niikleuslu hiicre; B: Iki niikleuslu hiicre; C: Ug niikleuslu hiicre; D: Dért niikleuslu
hiicre.

Sekil 4.5.1.2: Biniikleuslu hiicrelerde mikroniikleus goriiniimii.
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4.5.2. Komet Bulgular:

TM3 Leydig hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda DNA hasarini belirlemek icin
uygulanan komet testi Kuyruktaki % DNA miktari, kuyruk uzunlugu ve Olive kuyruk momenti
parametreleri lizerinden degerlendirilmistir (Tablo 4.5.2.1). Kuyrukta bulunan % DNA miktar1
10 uM akrilamid konsantrasyonundan itibaren anlamli olarak artis gostermistir (p<0,05,
p<0,01). Kuyruk uzunlugu ve Olive kuyruk momenti verilerine bakildiginda ise 100 uM
akrilamid konsantrasyonlarindan itibaren anlamli artiglar goriilmiistiir. Leydig hiicrelerinde
akrilamid maruziyeti sonunda olusan DNA hasarina karst kurkuminin koruyucu etkisi 1000 uM

akrilamide maruz kalan gruplarda anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.5.2.1: Akrilamid ve kurkumine 24 saat maruz birakilan TM3 Leydig hiicrelerinde komet testi

sonugclari ile elde edilen DNA hasar1 belirtecleri.

Kuyruk % DNA - Olive kuyruk
Gruplar | Konsantrasyonlar ymiktan Kuyruk uzunlugu momezti
H202 150 uM 70,41 + 1,63 97,56 + 1,53 10,29 + 1,07
0 7,64+ 1,07 47,13 +2.12 1,11+ 1,41
= 1 17,23 £2,12 55,94+ 1,13 2,19+ 0,64
S 10 22,10 £ 1,02% 57.1+1,06 2.98+0,75
P 100 3335+ 1,17+ 61,97 + 1,56 402+ 1,03*
1000 45,42 + 0,98%** 71,89 + 1,18* 6,06 + 1,15%*
. 0 7,01 +£0,76 46,08 + 1,04 1,47 0,23
2 =) 1 16,35 + 1,67 53,75+ 2,18 1,99 + 0,73
il 10 19,57 + 1,15 56,16 % 2,01 2,65+ 0,160
:E ) 100 29,88 £ 1,08ee 60,02 + 1,74+ 3,87 +0,93¢
1000 33,99 & 1,64ee# 69,60 £ 1,13+# 5,47 £0,520#




Sekil 4.5.2.1: Akrilamidin farkli konsantrasyonlarmin TM3 Leydig hiicrelerine 24 saat maruziyeti
sonunda elde edilen komet testi floresan mikroskop goriintiileri (40X biiyiitme) A: Kontol, B: 1
uM, C:10 uM, D: 100 puM, E:1000 pM, F: Pozitif Kontrol.




Sekil 4.5.2.2: Akrilamidin ve kurkuminin TM3 Leydig hiicrelerine 24 saat maruziyeti sonunda elde
edilen komet testi floresan mikroskop goriintiileri (40X biiyiitme) A: Kurkumin, B: 1 uM+Kur ,
C:10 uM+Kur, D: 100 pM+Kur, E: 1000 uM-+Kur, F: Pozitif Kontrol.
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4.6. IMMUNFLORESAN BULGULARI

Akrilamid ve kurkumine maruz birakilan Leydig hiicrelerinde aktin hiicre iskeleti,
mikrotubuller ve konneksin 43 immunfloresan boyama teknigi uygulanarak floresan
mikroskopi ile incelenmistir. Mikrotubuller ve konneksin isaretlemesi igin spesifik antikorlar
kullanilmistir, aktin boyamasi ise falloidin ile gergeklestirilmistir. Hiicre iskeleti elemanlar1 ve
hiicre hiicre iletisim baglantilarinin incelendigi preparatlarda hiicre niikleusu DAPI ile

isaretlenmistir.

Aktin hiicre iskeleti kontrol grubunda diizenli demetler halinde sitoplazma boyunca uzanirken
artan akrilamid konsantrasyonuna bagl olarak aktin filamentlerinin organizasyonu bozuldugu
ve yogunlugunun azaldigir goriilmistiir (Sekil 4.6.1) Floresan mikroskop bulgularina gore
kurkumin ilavesi ile falloidin 1s1masinda artis goriillmesi kurkuminin aktin organizasyonu

tizerinde akrilamide kars1 iyilestirici etkisi oldugunu gostermektedir (Sekil 4.6.2).

Deney siiresi tamamlandiginda akrilamid maruziyetinin mikrotubul organizasyonu iizerinde de
olumsuz etkileri oldugu goériilmiistiir. Tubulin dagiliminda artan akrilamid konsantrasyonuna
bagl olarak gelisen kalinlagsma ve kisalmalar 10 uM akrilamid konsantrasyonundan itibaren
goriilmistiir ve mikrotubullerin hiicre ¢evresindeki 1simalar giderek azalmistir (Sekil 4.6.3).
Akrilamadin kurkumin ile birlikte uygulandigi gruplarda mikrotubul organizsyonundaki
bozulmalar sadece akrilamide yiiksek konsantrasyonlarinda (1000 uM) maruz birakilan

gruplarda saptanmistir (Sekil 4.6.4).

Akrilamidin farkli konsantrasyonlarina ve akrilamid ile birlikte kurkumine maruz birakilan
Leydig hiicrelerinde kontrol gruplarinda konneksin 43’iin yogun dagilimida oldugu ve
kuvvetli 1s1ma yaptig1 goriilmektedir. Akrilamid uygulanan gruplarda konsantrasyon artigina
bagli olarak konneksin 43 dagiliminda azalmalar goriilmiistiir (Sekil 4.6.5). Ayrica kurkuminin
akrilamid kaynakli olusan hasara kars1 koruyucu bir etkisi oldugu floresan mikroskopisi sonucu

elde edilen fotograflarda goriilmektedir (Sekil 4.6.6).
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Birlestirilmis

Sekil 4.6.1: TM3 Leydig hiicrelerinde akrilamidin aktin filamentleri tizerine etkileri.
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Aktin Birlestirilmis
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Sekil 4.6.2: TM3 Leydig hiicrelerinde akrilamid ile kurkuminin aktin filamentleri izerine etkileri.
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Tubulin Birlestirilmis

Sekil 4.6.3: TM3 Leydig hiicrelerinde akrilamidin tubulin {izerine etkileri.
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Tubulin Birlestirilmis

Sekil 4.6.4: TM3 Leydig hiicrelerinde akrilamid ve kurkuminin tubulin {izerine etkileri.
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Konneksin 43 Birlestirilmis

Sekil 4.6.5: TM3 Leydig hiicrelerinde akrilamidin konneksin 43 iizerine etkileri.
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Konneksin 43 DAPI
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Sekil 4.6.6: TM3 Leydig hiicrelerinde akrilamid ve kurkuminin konneksin 43 {izerine etkileri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Akrilamid, sanayide polimer, kozmetik, kagit, tekstil, atik su iyilestirme ve laboratuvar
jellerinin tiretimi gibi pekcok uygulama alaninda endiistriyel bir kimyasal olarak
kullanilmaktadir (Friedman, 2003). Bununla birlikte Nisan 2002’de akrilamidin 1s1l isleme
maruz kalmis yiyeceklerde olustugu tespit edilmistir (Tareke ve dig., 2002). Deney hayvanlari
ile yapilan calismalar sonucunda akrilamidin farkli konsantrasyonlarda norotoksisite (30
mg/kg/giin), genotoksisite (20 mg/kg/giin), reprodiiktif toksisite (5-60 mg/kg/day) ve
embriyonik toksisiteye neden oldugu gosterilmistir (Dobrovolsky ve dig., 2016; Yang ve dig.,
2005; Lakshmi ve dig., 2012; Sen ve dig., 2015), ayrica akrilamid IARC tarafindan insanlar
i¢in potansiyel karsinojen olan kimyasallar grubuna dahil edilmistir (IARC, 1994).

Son yillarda, erkek infertilite vakalar kiiresel bir saglik sorunu haline gelmistir. Akrilamid
kaynakli testikiiler hasar ve tireme sistemindeki fonksiyonel degisiklikler de erkek ilireme
sagligr i¢in blylik endigse yaratmaktadir. Kemirgenler ile yapilan ¢aligmalarda oral olarak
uygulanan akrilamidin (5, 10 mg/kg/giin) sperm sayisinda, canliliginda azalmaya neden olurken
anormal sperm morfolojisinde artisa neden oldugu gosterilmistir (Kermani-Alghoraishi ve dig.,
2010). Farkli konsantrasyonlarda akrilamide maruz birakilan si¢an testislerinde de seminifer
tiibiillerde ¢ok niikleuslu dev hiicreler, vakuollesme ve apoptotik hiicre olusumlari gozlenmistir
(Yang ve dig., 2005). Bunlarla birlikta akrilamidin Leydig hiicrelerinde steroidogenik yolakta
rol oynayan temel transkripsiyon faktorleri ve genler {izerinde ekspresyon diizeylerinde
olusturdugu baski ile iiretilen testosteron diizeylerini azalttig1 bildirilmistir (Yildizbayrak ve
Erkan, 2018). Akrilamidin erkek {ireme sistemindeki etkileri {izerine yapilan pek ¢ok ¢alisma
olmasina ragmen insanlara ulagabilen diisiik konsantrasyonlardaki akrilamidin Leydig hiicreleri

uzerindeki toksik etkileri tam olarak bilinmemektedir.

Leydig hiicre fonksiyonunun bozulmasi erkek lireme sistemi tizerinde olumsuz etkilere neden
olabilecegi i¢in bu tez ¢alismasinda TM3 Leydig hiicre soyu in vitro model olarak kullanilmistir
Calismamizda kurkuminin, akrilamidin toksik etkilerine karsi olast koruyucu roliinii
degerlendirmek ic¢in, kurkumin yoklugunda veya kurkumin varliginda akrilamide maruz
birakilan Leydig hiicrelerinde sitotoksiste, ROS iiretimi, antioksidan kapasite, apoptoz, MAPK

yolag, hiicre iskeleti ve genotoksisite arastirilmistir.
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Akrilamidin gesitli sistemlerde ve hiicre tiplerinde hiicre canliligi tizerindeki toksik etkileri
incelenmistir. Akrilamidin sinir sitemi iizerindeki etkilerinin incelendigi iki farkli ¢caligmada
si¢an adrenal medulla hiicrelerine 2, 4, 6, 8 ve 10 mM, noronal hiicrelere ise 1,25, 2,5 ve 5 mM
akrilamidin 24 saat uygulanmasi sonucunda her iki hiicre tipinde de hiicre canliliginda
konsantrasyon bagimli bir diisiis gézlenmistir (He ve dig., 2017b; Song ve dig., 2017). Albalawi
ve digerlerinin (2017) insan retinal pigment hiicreleri lizerinde yaptiklar1 calismada 24 saat siire
ile uygulanan 0,7, 1 ve 2 mM akrilamidin hiicre canliligin1 anlamli olarak diistirdigii
bildirilmistir. Kanser hiicre soylari ile yapilan c¢aligmalarda ise akrilamidin digiik
konsantrasyonlarda (1 — 100 uM) hepatositlerin hiicre canliliginda artisa neden oldugu
goriiliirken kolon adenokarsinoma hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda (2,5 — 40 mM)
hiicre canliligini azaltt1§1 gdzlenmistir (Shan ve dig., 2014; Chen ve dig., 2013). Ureme sistemi
ile ilgili ¢esitli hiicre soylari ile yapilan ¢alismalarda da Leydig hiicrelerinde (0,5 — 6 mM) ve
Sertoli hiicrelerinde (10, 1000 uM) akrilamidin hiicre canliligini azalttigi bulunmustur (Aydin,
2018; Sun ve dig., 2018; Yilmaz ve dig., 2017). Yapilan in vitro ¢alismalarin yanisira akrilamid
maruziyeti yapilmig sicanlardan elde edilen Leydig hiicrelerinde de hiicre canlilifinda azalma

oldugu gosterilmistir (Camacho ve dig., 2012; Yang ve dig., 2005).

Yapilan bu in vitro ¢alismada 6, 12, 24, 48 ve 72 saat siire ile akrilamidin 0,1 — 10000 uM
arasindaki on iki farkli konsantrasyonu TM3 hiicrelerine uygulanmistir ve konsantrasyon ve
zaman bagimlhi bir sekilde hiicre canliliginda anlamli disiisler goriilmiustiir. Yukarida
bahsedilen in vitro ¢aligmalarda kullanilan akrilamid konsantrasyonlar1 giinliik olarak maruz
kalinan konsantrasyonlarin oldukga tizerindedir (He ve dig., 2017; Song ve dig, 2017, Zamani
ve dig, 2017). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada uygulanan akrilamid (1, 10, 100, 1000 uM)
konsantrasyonlari kardiyomiyositlere (Walters ve dig., 2014) ve karaciger karsinoma (Shan ve
dig., 2014) hiicreleri ile yapilan c¢alismalarda oldugu gibi insanlara ulagabilen
konsantrasyonlardir. 24 saatlik maruziyet sonunda akrilamid TM3 hiicre canliliginda yalnizca
1000 uM konsantrasyonda anlamli bir azalmaya neden olmustur. Bununla beraber kurkumin
TM3 hiicre canliliginda, alkol ile birlikte kurkumin uygulanmis farelerden izole edilen Leydig
hiicreleri ile yapilan ¢alisma (Gianessi ve dig., 2008) ile tutarli olarak iyilestirici etki

gostermistir.

Laktat dehidrogenaz viicutta tiim dokularda eksprese edilen sitozolik bir enzimdir. LDH enzimi

piriivatin laktata doniismesini katalize ederken NADH’dan NAD+ olusmasinda rol oynar. Bu
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dontisiim oksidatif fosforilasyon aracili ATP iiretiminin bozuldugu hipoksik durumlar icin
oldukga kritiktir. Doku hasar1 olustugu zaman ve stres kosullarinda aktivitesinde artig olan LDH
enzimi hiicre sitotoksisitesinin belirteci olarak gosterilmektedir (Alegre ve dig., 2015).
Akrilamidin LDH aktivitesi lizerindeki etkilerini inceleyen insan ve kemirgenlere ait farkli
hiicre soylar1 ile gerceklestirilmis in vitro ¢alismalar bulunmaktadir. Insan néronal ve glial
hiicre soylar1 ile gergeklestirilen bir ¢alismada 24 saatlik akrilamid maruziyetinin noronal
hiicrelerde 0,5 mM konsantrasyondan, glial hiicrelerde ise 5 mM konsantrasyondan itibaren
LDH aktivitesini arttirdigi bulunmustur (Chen ve dig., 2009). Insan sindirim kanali hiicreleri
ile yapilan calismalarda 16 saatliklik 1 mM akrilamid uygulamasinin hiicrelerde LDH
salinimina neden oldugu gosterilmistir (Z6dl ve dig., 2007; Rodriguez ve dig., 2010). Jiang ve
dig. (2018)’nin yaptiklar1 calismada ise 5 M akrilamidin 16 saat siire ile uygulanmasi sonucu
LDH aktivitesi %80 oraninda artis izlenmistir. Akrilamidin erkek iireme sistemi hiicreleri
tizerindeki etkilerinin incelendigi bir diger ¢alismada Leydig ve Sertoli hiicrelerinde 10 uM

konsantrasyondan itibaren LDH seviyelerini arttirdigi rapor edilmisitir (Yilmaz ve dig., 2017).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada 24 saatlik akrilamid maruziyetinin TM3 hiicrelerinde LDH
seviyelerini arttirmasi, yukarida bahsedilen caligmalarda oldugu gibi akrilamidin Leydig
hiicrelerinde ~ olusturdugu  sitotoksisiteyi  desteklemektedir. ~ Akrilamidin  farkli
konsantrasyonlarina kurkumin ilave edilerek olusturulan gruplarda ise LDH seviyelerinde
kontrol grubuna gore anlamli azalma goriilmesi, Naik ve digerlerinin (2004) yaptiklar
calismada oldugu gibi kurkuminin LDH aktivitesini azaltma yoniindeki etkileri ile tutarlilik

gostermektedir.

Homoestatik denge bozuldugunda ve serbest radikal olusumu hiicresel savunma kapasitesinin
tizerinde oldugu durumlarda oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidaif stres hiicrelerin
protein ve DNA igerigine dogrudan zarar verebilme yetenegindedir (Rahal ve dig., 2014).
Cesitli hiicre soylar ile yapilan g¢alismalar akrilamid maruziyeti sonucu olusan hiicre igi
ROS’un oksidatif stres ile sonuglandigini gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda R2C Leydig
hiicrelerinde 1,925 mM, retinal pigment hiicrelerinde 0,7 ve 1 mM ve ndronal hiicrelerde 1,25
— 5 mM akrilamidin 24 saatlik maruziyeti sonucunda hiicrelerde olusan total ROS miktarinda
anlamli artiglara neden oldugu tespit edilmistir (Sun ve dig., 2018; Albalawi ve dig., 2017; Song
ve dig., 2017). Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada 24 saat maruziyet sinucunda akrilamidin 10

uM konsantrasyonundan itibaren OH" radikali seviyelerini, 1000 uM konsantrasyonunda ise
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H>O> seviyelerini kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttirdig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar
cesitli hiicre soylarinda akrilamid maruziyeti sonrasinda Olgiilen total ROS miktarlar ile

tutarlilik gostermektedir.

Stres kosullar1 altinda, serbest radikaller ve membran lipidlerinde bulunan doymamis yag
asitleri arasinda gerceklesen bir zincir reaksiyon olan lipid peroksidasyonu hiicre membrani,
yapis1 ve fonksiyonunda degisikliklere neden olmaktadir (Albalawi ve dig., 2017). Bobrekiistii
bezinden izole edilen PC12 hiicrelerinde 2,5 mM konsantrasyonda (Pan ve dig., 2017), Leydig
ve Sertoli hiicrelerinde 10 ve 1000 uM konsantrasyonlarda (Yilmaz ve dig., 2017) ve splenosit
hiicrelerinde 10 ve 25 mM konsantrasyonlarda (Zamani ve dig., 2017) oksidatif stres ile iligkili
akrilamid toksisitesinin lipid peroksidasyonu ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile
sonuglandig1 gosterilmistir. Erkek siganlarla yapilan in vivo ¢alismalarda akrilamid maruziyeti
sonrasinda testikular dokuda ve plazmada in vitro ¢alismalar ile benzer sonuglar elde edilmistir

(Hamdy ve dig., 2012; Yousef ve El-Demerdash, 2006).

Hiicrelerde degredayona ugramis oksidant durumunun bir belirteci ve lipid peroksidasyonunun
son Uirlinii olan MDA seviyeleri yapilan bu in vitro ¢alismada artan akrilamid konsantrasyonuna
bagli olarak artis gostermesi daha onceki ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir. Cao ve
digerlerinin 2008 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada kurkumin HepG2 hiicrelerine uygulanan
akrilamid maruziyeti sonrasinda ROS {iretimi iizerinde iyilestirici etki gostermistir.
Priyadarsimi ve digerlerine gore kurkuminin serbest radikal temizleyici aktivitesi OH’
radikalinin fenolik gruplarindan H atomu c¢ikarabilme 06zelliginden kaynaklanmaktadir
(Priyadarsini ve dig., 2008). TM3 Leydig hiicrelerine akrilamid maruziyeti yapilan bu
calismada da kurkumin MDA ve OH 'radikali seviyelerini baskilamistir.

Hiicre savunma sistemi enzimatik ve enzimatik olmayan (glutatyon gibi) antioksidanlar
araciligi ile normal kosullar altinda hiicre i¢i redoks dengesininin korunmasinda goérevlidir (He
ve dig., 2017). Biyolojik sistemlerde birinci derece 6neme sahip olan SOD, CAT ve GPx
antioksidan enzimleri serbest radikallerin olusuma karsi rol oynarlar. Hiicrelerde reaktif oksijen
tiirlerinin tiretilmesi sonucu goriilen oksidatif stres redoks dengesinin bozulmasi ile sonuglanir
(Jiang ve dig., 2018). Yapilan ¢alismalar akrilmadin aktioksidan savunma sistemini baskiladigi
gostermktedir. Albalawi ve digerlerinin retinal pigment epitelyum hiicreleri ile yaptiklari
calismada 0,7 ve 1 mM akrilamidin glutatyon seviyeleri ile SOD ve CAT enzim aktivitelerini

anlamli olarak azalttigi gosterilmistir (Albalawi ve dig., 2017). 6 mM akrilamide maruz
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birakilan PC12 hiicrlerinde SOD aktivitesi ve glutatyon seviyelerinde onemli diisiisler
g6zlenmistir (He ve dig., 2017). Sigan bagirsak epitel hiicreleri ile yapilan bir diger ¢alismada
ise 5mM akrilamidin SOD ve GPx aktivitelerini baskiladigi rapor edilmistir (Jiang ve dig.,
2018). Akrilamidin antioksidan savunma sistemi tizerindeki etkileri ¢ok farkli hiicre soylarinda
calisilmis olmasinin yanisira iireme sistemi hiicreleri ile yapilan sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. Leydig ve Sertoli hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada her iki hiicre tipinde de
akrilamidin GPx ve SOD aktivitelerini 10 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda anlamli olarak
diistirirken, CAT aktivitesinin sadece 1000 uM konsantrasyonunda azalttigi bildirilmistir
(Aydin, 2018).

Bu c¢alismanin sonuglarina goére 24 saatlik akrilamid maruziyeti 10 uM ve iizeri
konsantrasyonlarda SOD ve GPx, 100 uM ve tizeri konsantrasyonlarda ise CAT seviyelerinde
anlamli diisiislere neden olarak TM3 Leydig hiicrelerinin antioksidan kapasitesinin azalmasina
neden olmugstur. Bu baglamda TM3 hiicrelerinde ROS olusumunda goriilen degisiklikler ve
bozulan antioksan enzim seviyeleri yapilan diger in vitro ¢alismalar ile paralellik
gostermektedir (Albalawi ve dig., 2017; Aydin, 2018). Kurkumin akrilamid tarafindan
olusturulan oksidatif stresi GPx ve CAT seviyelerini iyilestirerek dnlemesi sisplatin ve aseton
toksisitesine kars1 glutatyon ve GPx aktivitelerini arttirdigi ¢alismalarla benzerlik

gostermektedir (Dai ve dig., 2015; Ilbey ve dig., 2009).

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii, hiicre homoestazisinde ve enerji bagimli biyokimyasal
mekanizmalarda rol oynayan olduk¢a kompleks bir siiregtir (Jin ve El Deiry, 2005). Hiicrelerde
cevresel toksinler ve endokrin bozucu kimyasallar gibi ajanlarin maruziyeti sonucunda olusan
oksidatif stres, 6zellikle mitokondriyal membrana hasar vererek apoptozun uyarilmasina neden
olur. Memeli sistemlerinde apoptotik sinyal kaskadlari temel olarak iki yol ile uyarilir: 1) 6liim
reseptOr yolu, i1) mitokondriyal yol. Cesitli sistemlerde ve hiicrelerde akrilamid ile uyarilmis
apoptoz mekanizmasi ¢alisilmistir ve akrilamidin genellikle mitokondriyal yolu uyararak
apoptoza neden oldugu gosterilmistir (Pan ve dig., 2017; Jiang ve dig., 2018). 2,5 ve 5 mM
akrilamid PC2 hiicrelerinde apoptozu uyarirken, sican intestinal hiicreleri ile gergeklestirilen
bir diger calismada 5 mM akrilamidin mitokondriyal apoptotik yolag: aktive ettigi gosterilmistir
(Pan ve dig., 2017; Jiang ve dig., 2018). Erkek si¢anlar ile gerceklestirilen in vivo ¢alismalar da
akrilamid maruziyetinin testis dokusunda apoptozu uyardigi rapor edilmistir (Camacho ve dig.,

2012; Yang ve dig., 2005). Sun ve digerleri (2018) yaptiklari ¢aligmada 1,925 mM akrilamidin
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R2C Leydig hiicrelerinde erken apoptozu uyardigini bildirmislerdir. TM3 Leydig hiicreleri ile
daha once gergeklestirdigimiz bir ¢alismada akrilamidin proapoptatik ve antiapoptatik genler
arasindaki dengeyi Bcl2/Bax oranimin diisiisii yoniinde bozarak ve kaspaz 3 aktivitesi ile p53

ekspresyonunu artirark bozdugu gosterilmistir (Yilmaz ve dig., 2017).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismanin sonuglarina gore akrilamid TM3 hiicrelerinde apoptotik ve
nekrotik hiicre 6liimiinii uyarmaktadir. 10 uM ve iizeri konsantrasyonlarda erken apoptotik ve
apoptotik hiicrelerin orani ile nekroz goriilme sikliginda yukarida bahsedilen ¢alismalarda
oldugu gibi anlamli bir artis gézlenmistir. Bununla birlikte kurkumin TM3 hiicrelerinde
akrilamidden kaynaklanan apoptotik ve nekrotik hiicre Oliimii iizerinde iyilestirici bir rol
oynamistir. Bu sonuglar kurkuminin testikuler toksisite ve apoptozu sisplatin maruziyetine karsi

iyilestirdigi ¢alismadaki sonuglar ile paralelellik gostermektedir (Ilbey ve dig., 2009).

Hiicre iskeleti, hiicreyi fiziksel ve kimyasal olarak hiicre disi matrikse ve komsu hiicrelere
baglayan ve hiicre bilesenlerinin organizasyonunu saglayan, plazma membranindan niikleusa
kadar uzanan ii¢ boyutlu agsi1 bir yapidir (Fletcher ve Mullins, 2010). Okaryotiklerde hiicre
iskeleti hiicre boyunca uzanan filamentli yapilari olusturan {i¢ ana protein ailesinden olusur: 1)
farkli aktin izoformlarindan olusan mikrofilamentler, ii) ara filamentler, iii) tubulinlerden
olusan mikrotubuller (Ramaekers ve Bosman, 2004). Hiicre seklinin ve biitiinliigiiniin
korunmasinda hayati onem tasiyan hiicre iskeleti bilesenlerinden mikrofilamentlerin ve
mikrotubullerin hasara ugramasi1 ¢esitli hiicre tiplerinde apoptoz goriilme sikligini
arttirmaktadir (Flusberg ve dig., 2001; Domnina ve dig., 2002). Hiicre iskeletinin kimyasal

ajanlar ile bozulmasi hiicrede molekiiler seviyede degisiklere neden olmaktadir (Blinska, 1989).

Okaryotik hiicrelerde yiiksek oranda korunmus yapisal bir protein olan aktin hiicre morfolojisi,
hareketlilik, tireme, doku onarimi gibi birgok mekanizmada kritik bir 6neme sahiptir (Lee ve
Dominguez, 2010). Aktin filamentlerinin organizasyonunda meydana gelen degisikliklerin
apoptoz farkli evrelerine eslik ettigi bilinmektedir. Bunlar apoptozun erken asamalarinda
hiicrelerin yuvarlaklagsmasi, ilerleyen evrelerde hiicre mebraninda olusan ¢ikintilar ve son
asamada aktin hiicre iskeletinin degradasyona ugramasi ile olusan apoptotik cisimciklerin
fagositozunun gergeklesmesi olarak siralanmaktadir (Charras ve dig., 2006). Aktinin apoptozun
morfolojik ozellikleri ile olan iliskisi, aktinin apoptoz sinyallerinin aracisi veya baslaticisi
olabilecegine dair kusku uyandirmaktadir. Sarmal olarak diizenlemis tubulin monomerlerinde

olusan mikrotubuller mitoz boliinmede, hiicre i¢i haberlesmede ve hiicre harekentinde rol
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oynarlar (Ramaekers ve Bosman, 2004). Yapilan ¢alismalar aktin ve mikrotubullerin pek ¢ok

hiicresel olayda anahtar rol oynadigini1 géstermektedir.

Akrilamidin cesitli sistemlerde hiicre iskeleti organizasyonunu bozarak hiicre hasarina ve
apoptozu uyardigini neden oldugu gosteren in vivo (Recio ve dig., 2017; Stasiak ve dig., 2013;
Yu ve dig., 2006; Yi ve dig., 2006) ve in vitro (Arocena ve dig., 2006; Sickles ve dig., 2007)
caligmalar bulunmaktadir. 20 ve 40 mg/kg akrilamide 8 hafta siire ile maruz birakilan
siganlardan izole edilen sinir hiicrelerinde pelette bulunan a, B-tubulin ve aktin seviyelerinde
meydana gelen degisiklikler ile akrilamid kaynakli olusan ndropatid iliskilendirilmistir (Yu ve
dig., 2006; Yi ve dig., 2006). Sigir lens epitel hiicreleri ile yapilan bir diger calisma SmM
akrilamide 4 saat siire ile maruz birakilan hiicrelerde vimentin, tubulin ve aktin monomerlerini
isaretlemistir ve hiicre iskeleti elemanlariin {i¢iiniin de hasara ugradigini rapor etmektedir
(Arocena ve dig., 2006). Erkek iireme sisteminde akrilamidin hiicre iskeleti lizerindeki
etkilerini inceleyen sinirli sayida calisma bulunmaktadir. Recio ve digerlerinin 2017 yilinda
erkek sicanlarla yaptiklar1 calismada 31 giin boyunca 12 mg/kg akrilamid maruziyeti
gerceklestirilmistir. Siganlardan izole edilen testislerde aktin filamentlerinin ve kalsiyum
sinyallerinin degisime ugradig goriilmistiir. Akrilamidin testiste aktin filamentleri ve kalsiyum
sinyallenmesi ile ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinde meydana getirdigi degisikliklerin
altinda yatan mekanizmanin olusturdugu protein-eklentileri ve protominlere baglanmasi oldugu

diistiniilnmektedir (Recio ve dig., 2017).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada 1, 10, 100 ve 1000 uM akrilamide 24 saat siire ile tek basina
maruz birakilan Leydig hiicrelerinde 100 pM ve iizeri konsantrasyonlarda aktin ve tubulin
filamentlerinin dejenarasyona ugramasi Arocena ve digerleri (2006) ile Recio ve digerlerinin
(2017) yaptiklar1 caligmalar ile benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte kurkuminin hiicre

iskeleti lizerinde koruyucu etkisi oldugu goriilmiistiir.

Plazma membraninin esas yapisal bilesenlerinden olan neksuslar (gap junction) hiicre
biiyiimesinin kontrolli, hormon yanit verebilirligi, hiicreler aras1 homeostazi gibi pekcok
hiicresel siiregte 6nemli rol oyanarlar (Zhang ve dig., 2016). Neksuslarin protein yap1 taslari
olan konneksinler, kiicilk molekiillerin ve iyonlarin hiicreler arasi gegisini saglayan
proteinlerdir (Li ve dig., 2013). Memeli genomlarinda farkli organ ve hiicre tiplerine goére
karakteristik bir yayilim gosteren 20 veya daha fazla konneksin kodlanmaktadir. Erkek tireme

sistemimnde en ¢ok calisilan konneksin olan konneksin 43 spermatogenezin saglikli bir sekilde
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yiiriitiilmesi, kan testis bariyerinin homeostazisi i¢in kritik 6neme sahiptir. Bunlarla birlikte
Sertoli hiicrelerinde meydana gelen konneksin 43 delesyonunun Leydig hiicrelerinin
hiperplazisi ile sonuclandigi rapor edilmistir (Brehm ve dig., 2007). Yapilan ¢alismalar Leydig
hiicrelerinde ifade edilen tek konneksin tiiriiniin, konneksin 43 oldugunu rapor etmistir (Points
ve dig., 2010) ancak daha sonra konneksin 36 ve konneksin 45’in de Leydig hiicrelerinde ifade
edildigi gosterilmistir (Li ve dig., 2013). TM3 Leydig hiicreleri ile gerceklestirilen bu ¢calismada
artan konsantrasyona bagli olarak azalan konneksin 43 1simasinin Leydig hiicrelerinde

akrilamidin neksus organizasyonuna hasar verdigini diisiindiirmektedir.

MAP kinaz sinyal yolagi hiicre dis1 sinyalleri hiicre mebranindan niikleusuna taginmasinda
iistlendigi gorev ile bilinmektedir. Erkek iireme sisteminde MAP kinaz yolaginin aktivasyonu
spermatogenez siirecinin aksamasina ve testikuler hiicrelerde fonksiyon bozukluguna neden
oldugu bildirilmistir (Li ve dig., 2009). Pan ve digerlerinin yaptigi ¢alismada 2,5 ve 5 mM
akrilamide 24 saat siire ile maruz birakilan PC12 hiicrelerinde JNK ve p38 fosforilasyonu artig
gostererek hiicrelerin apoptoza ugramasina neden olmustur. Bununla birlikte 0,6 — 5 mM
akrilamid uygulanan gruplarda ERK1/2 fosforilasyonunda azalma tespit edilmisitr (Pan ve dig.,
2017). Yapilan bir diger ¢alismada 4 saatlik 3 mM akrilamid maruziyeti fare epidermal
hiicrelerinde ERK fosforilasyonunu kontrol grubuna gore arttirmistir (Lim ve dig., 2011).
Makrofaj hiicreleri ile yapilan ¢alismada ise diisiik konsantrasyonlarda (<1 mM) uygulanan
akrilamidin JNK, p38 ve ERK1/2 fosforilasyonunu arttirarak hiicreleri senesense gotiirdiigii
rapor edilmigitir (Kim ve dig., 2014). Daha 6nceki raporlarin sonuglari ile paralel olarak,
yapmis oldugumuz ¢alismada 10 uM ve iizeri konsantrasyonlarda akrilamidin JNK, p38 ve
ERK1/2 fosforilasyonunun arttirdigi boylelikle akrilamidin diisiik konsantrasyonlarda bile
MAP kinaz yalagimin aktivasyonunu tetikledigi sonucuna varilmistir. Ayrica kurkuminin
akrilamid maruziyeti sonucu aktive olan MAP kinaz yolagindaki kinazlarin fosforilasyonunu
azaltt1ig1 bulunmustur.

Akrilamidin gosterdigi genotoksiste ve DNA hasarinin mekanizmas: halen tam olarak
bilinmemekle birlikte, genel olarak akrilamidin kimyasal yapist geregi makromolekiillere
eklenti (DNA adduct) yapmasi ve metaboliti olan glisidamid kaynakli genotoksik etki
gosterdigi disiiniilmektedir (Nixon ve dig., 2012). Akrilamid aminoasitlerdeki, glutatyon ve
proteinlerdeki sistein-tiol gruplarin1 iceren niikleofillere karsi1 Kkimyasal reaktivite
gostermesinden kaynakli olarak biyolojik sistemlerde bulunan makromolekiiller ile Micheal

tarzi eklentiler olusturur (Chen ve dig., 2010). Metaboliti olan glisidamid protein ve DNA’ya
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kars1 akrilamide oranla ¢ok daha yiiksek bir reaktivite gostermektedir. Akrilamidin neden
oldugu oksidatif stresin DNA {iizerinde pirimidinlerin oksidatif modifikasyona ugramas ile
iliskilendirilmektedir. Hiicrelerde akrilamid ve glisidamid kaynakli DNA lezyonlarinin tamiri
icin basvurulan baz kesip ¢ikarma onarimi DNA kiriklarinin olusmasina neden olmaktadir
(Martins ve dig., 2006). Akrilamidin sitogenetik etkileri insanlara ve deney hayvanlarina ait
cesitli hiicre tiplerinde in vivo (Algarni, 2018; Katen ve dig., 2016; Nixon ve dig., 2012; Tan ve
dig., 2013; Yener ve Dikmenli, 2009) ve in vitro (Baum ve dig., 2005; Blasik ve dig., 2004;
Cao ve dig., 2008; Chen ve dig., 2010; Jiang ve dig., 2007; Koyama ve dig., 2006; Sun ve dig.,
2018) olarak DNA iplik kiriklarini tespit eden komet testi ve sitoplazmadaki kiigiik kromozom

fragmetlerini isaretleyen bir mutajenite testi olan mikroniikleus testi ile belirlenmistir.

Insan hepatokarsinoma hiicreleri ile gerceklestirilen iki farkli ¢alismada 2,5 — 20 mM araliginda
4 farkli konsantrasyonda akrilamide 1 saat siire ile maruz birakilan hiicrelerde komet ve
mikroniikleus testleri gergeklestirilmistir. Komet testi sonuglarina gore akrilamidin 2,5 mM
konsantrasyondan itibaren kuyruk uzunlugu, kuyrukta bulunan % DNA ve kuyruk momenti
parametrelerinde anlamli artiglara sebep olurken, 24 saatlik maruziyette 0,625 mM
konsantrasyonunda mikroniikleus testinde pozitif sonug verdigi rapor edilmistir (Cao ve dig.,
2004; Jiang ve dig., 2007). Akrilamidin 1 saat siire ile 0,1 - 50 uM konsantrasyon aralifinda
uygulandig1 insan lenfosit hiicrelerinde komet kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti 0,1
uM’dan itibaren anlaml artis gostermesiyle birlikte akrilamid kuyruktaki % DNA miktarinda
0,5 uM’da anlamli bir fark olusturmustur (Blasiak ve dig., 2004). Koyama ve digerlerinin
(2006) insan lenfosit hiicre soyu ile yapilan bir diger ¢alismada ise 2,5 — 14 mM akrilamid
maruziyetinde komet kuyruk uzunlugunda anlamli bir fark bulunmadigi ancak mikroniikleus
sayisinda artis oldugu bildirilmisitir. Kiiltiire edilmis akciger hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda
1000 — 6000 uM konsantrasyonlarinda 24 saat akrilamid uygulamasi sonucunda mikronukleuus
sayisinda artig, 2000 pM konsantrasyonundan itibaren kromozom aberasyonu ve niiklear
boliinme indeksinde artan konsantrasyona bagli bir azalma oldugu goriilmiistiir (Baum ve dig.,
2005; Martins ve dig., 2006). Chen ve digerlerinin (2010) insan astrositom hiicreleri ile
gerceklestirdikleri bir diger calismada ise 48 saatlik akrilamid maruziyetinde komet kuyruk
uzunlugu ve kuyrukta bulunan % DNA 0,5 mM akrilamid uygulanan gruplarda artis gosterirken
kuyruk momenti 2 mM konsantrasyonunda anlamli olarak artmistir. Akrilamidin genotoksik
etkilerini arastiran ¢ok farkli hiicre tipleri ile gerceklestirilmis ¢alismalar olamasina ragmen

erkek iireme sisteminde olusturdugu genotoksiste ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
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Uzun siireli akrilamid maruzyetinin erkek fareler {izerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada 6, 9 ve 12 ay siire ile akrilamid uygulalanan farelerden izole edilen spermatsositlerde
kuyruktaki % DNA miktarlari karsilastirildiginda 6 aylik maruziyette 1 ng/ml akrilamide maruz
kalan gruplarda anlaml artis gozlenmisken 9 aylik maruziyette 0,001 pg/ml dozundan itibaren
istatistiksel anlam oldugu bildirilmisitir (Nixon ve dig., 2012). Bir diger calismada ise 6 ay siire
ile 1 pg/ml akrilamid uygulanan erkek farelerin yavrularindan elde edilen spermatozoalarda
genotoksik hasar oldugu komet testi ile belirlenmistir (Katen ve dig., 2016). Kiiltiire edilmis
sican Leydig hiicrelerinde 1,925 mM ve 3,250 mM akrilamidin 24 saat siire ile uygulanmasi
sonucunda komet kuyruk uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve Olive kuyruk momenti degerlerinde

kontrol grubuna gére anlamli artis oldugu rapor edilmistir (Sun vedig., 2018).

Mikroniikleus ve komet testleri ile akrilamidin genotoksik etkilerinin ve kurkuminin koruyucu
potansiyelinin arastirildigi bu ¢alismada akrilamidin tek basina uygulandigi gruplarda
yukaridaki benzer ¢aligmalarda goriildiigii gibi komet testi bulgularindan kuyruktaki % DNA
miktarinda 10 pM ve kuyruk uzunlugu ile Olive kuyruk momentinde 100 uM konsantrasyondan
itibaren artis izlenmistir. Bununla birlikte niiklear boliinme indeksi sonuglari hiicre canliligi
sonuglarin1 da destekler nitelikte olup Baum ve digerlerinin (2005) akciger hiicreleri ile
yaptiklar1 calismada oldugu gibi artan akrilamid konsantrasyonuna bagli olarak diisiis
gostermektedir. Akrilamidin 100 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda goriilen mikroniikleus
siklig1 cesitli hiicre tiplerinde akrilamidin mikroniikleus testinde pozitif sonu¢ verdigi
caligmalar ile paralellik gostermektedir (Algarni, 2018; Baum ve dig., 2005; Koyama ve dig.,
2006). Akrilamid ve kurkuminin birlikte uygulandigi gruplarda ise, TM3 Leydig hiicrelerinde
genotoksik etkide anlamli azalmalar oldugu tespit edilmistir. Bu durum daha 6nce akrilamidin
yiiksek konsantrasyonlarina karsi karaciger karsinoma hiicrelerinde (Cao ve dig.,2008) ve
quinoaseton maddesine karsi hepatosit hiicrelerinde (Dai ve dig., 2015) kurkuminin anti-

genotoksik etkilerini inceleyen ¢aligsmalarin sonuglari ile ortiismektedir.

Gergeklestirdigimiz bu tez c¢alismasinda akrilamidin hiicre fonksiyonlar1 {izerindeki
toksistesinin ve kurkuminin olasi iyilestirici etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda erkek ilireme
sistemi i¢in esas olan Leydig hiicreleri in vitro model olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar
akrilamidin hiicre canliligin1 maksimum %80 seviyelerine indiren diisikk konsantrasyonlarda
bile Leydig hiicresinin hiicresel fonksiyonlarinda ve hiicre iskeletinde hasara sebep oldugunu,

ROS olugumunu tetikleyerek lipid peroksidasyonuna yol actig1 boylelikle Leydig hiicrelerinde
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antioksidan-oksidan dengesini bozdugunu gostermektedir. Ayrica oksidatif stresi uyarmasi ve
MAPK yolagini aktive etmesiyle iligkili olarak Leydig hiicrelerinde apoptozu tetikledigini ve
genotoksisiteye neden oldugunu gostermektedir. Leydig hiicrelerinde akrilamidin olusturdugu

bu hasara kars1 kurkuminin antioksidan olarak koruyucu bir etki gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir.
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