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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

AKRILAMIDIN TM3 LEYDiIG HUCRELERINDE STEROIDOGENIK
GENLERIN iFADE DUZEYINE ETKIiSi

Nebahat YILDIZBAYRAK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Melike ERKAN

Bu c¢alismada, akrilamidin testosteron yapimini saglayan steroidogenik yolaktaki
etkilerine odaklanilmistir. Fare Leydig hiicre soyu olan TM3 hiicreleri luteinizan
hormon (LH) ile stimule edilmistir ve akrilamid maruziyeti sonucunda steroidogenik
enzimleri kodlayan genlerin (StAR, Cypllal, Cypl7al, HSD3B ve HSD17B) ve bu
genleri diizenleyen belirli ortak transkripsiyon faktorlerinin (SF-1, GATA-4, Nur77)
ifade diizeylerindeki degisiklikler in vitro ¢alisma ile gosterilmistir. Ayrica luteinizan
hormon (LH) ile stimule edilmis Leydig hiicrelerinde testosteron sekreyonu da
degerlendirilmistir.

Akrilamid 1970’lerden beri polimer, kozmetik, kagit, tekstil, atik su iyilestirme ve
laboratuvar jellerinin {iretimi gibi ¢esitli endiistri alanlarinda kullanilan suda
¢oziinebilen, kimyasal olarak reaktif bir molekiildiir. Endiistride ve laboratuvarda
kullaniminin yani sira akrilamidin 1s1l islem uygulanmis belirli yiyecek iirlinlerinde
bulundugu 2002 yilinda Isve¢ Ulusal Gida Ajanst ve Stokholm Universitesi
arastirmacilar1 tarafindan rapor edilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda akrilamid i¢eren
patetes cipsi, kizarmis ekmek, biskiivi, kahvaltilik tahillar ve kahve insanlarin giinliik
akrilamid maruziyetinde en fazla pay1 olan gida maddeleridir. Ayrica akrilamidin sigara
dumaninda da bulundugu gosterilmistir.

Akrilamid 24 saat siireyle 0.01 mM ile 10 mM araliginda 9 farkli konsantrasyonda TM3
Leydig hiicrelerine LH uyarimli kosullarda uygulanmistir. Bu doz araliginda TM3
Leydig hiicrelerinin canliligint %80 oraninin altina diisiiren ilk doz (0.1 mM) ile hiicre
canliligin1 % 50’ye diisiiren (2 mM) dozlar bu tez calismasinda kullanilacak olan iki

vii



farkli akrilamid konsantrasyonu olarak se¢ilmistir. Steroidogenik genlerin (StAR,
Cypllal, Cypl7al, HSD3B) ve HSD17B) ve bu genlerin ortak transkripsiyon
faktorlerinin (SF-1, GATA-4, Nur77) ifade diizeyleri ve Leydig hiicrelerinde tiretilen
serbest testosteron miktar1 6l¢iilmistiir. Bulgular akrilamidin hiicre canliligini azalttigini
ve lretilen serbest testosteron seviyesini diisiirdiigiinii gostermektedir. Steroidogenik
yolakta gorevli genlerin anlatimindaki degisiklikler ile testosteron biyosentezini negatif
yonde etkiledigi sonucuna varilmstir.

Haziran 2015, 60 safya.

Anahtar kelimeler: Akrilamid, Leydig hiicresi, Steroidogenez, Gen anlatimi,
Testosteron
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

EFFECT OF ACRYLAMIDE ON THE EXPRESSION OF STEROIDOGENESIS
GENES IN TM3 LEYDIG CELLS

Nebahat YILDIZBAYRAK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Melike ERKAN

In this study, we focused on the effects of acrylamide on the steroidogenic pathway that
provides the testosterone production. Following acrylamide exposure, we demonstrated
the changes in expression levels of genes (StAR, Cypllal, Cypl7al, HSD3B and
HSD17B) and their regulator transcription (SF-1, GATA-4, Nur77) factors in
luteinizing hormone (LH) stimulated TM3 cells (mouse Leydig cell line) in vitro. In
addition, we evaluated testosterone secretion in luteinizing hormone (LH) - stimulated
Leydig cells.

Acrylamide is a water-soluble and chemically reactive molecule, and since 1970 it has
had various industrial uses including polymers, cosmetics, paper, textile, waste water
treatment, and the production of laboratory gels. The Swedish National Food Agency
and Stockholm University reported in 2002 that acrylamide can be found in certain
heat-processed foods, in addition to its use in the industry and laboratory. Potato chips,
toasted bread, biscuits, breakfast cereals and coffee contain high concentrations of
acrylamide, and these foods have the maximum contribution to individuals’ daily
exposure to acrylamide. In addition, acrylamide is also present in cigarette smoke.

Acrylamide was exposed to TM3 Leydig cells for 24 hours in 9 different concentration
between 0.01 mM and 10 mM with LH-stimulated conditions. In this dose range first
concentration that decreased the cell viability rate under 80% (0.1 mM) and
concentration (2 mM) that decreased the cell viability rate 50% were selected as the two
different acrylamide concentration that will be used in this thesis study. Steroidogenic
genes (StAR, Cypllal, Cypl7al, HSD3B and HSD17B) and common transcription
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factors (SF-1, GATA-4, Nur77) of that genes expression levels and the amount of free
testosterone which produced in Leydig cells, were measured. The results indicated that
acrylamide reduced the cell viability and decreased the level of free testosterone. With
the changes on expression level of the genes which are official at steroidogenic
pathway, concluded that it was negatively affected the testosterone biosynthesis.

June 2015, 60 pages.

Keywords: Acrylamide, Leydig cell, Steroidogenesis, Gene expression, Testosterone



1. GIRIS

Akrilamid birgok endiistri alaninda (kagit, boya, kozmetik gibi) yaygin olarak kullanilan
bir kimyasaldir; ancak insanlar akrilamide en fazla tahilli ve nisastali yiyeceklerin
(patates, bebek biskiivileri gibi) pisirilme silirecinde ortaya ¢ikmasiyla maruz kalirlar
(Doergo ve dig., 2008). Akrilamidin kimyasal ve toksikolojik ozellikleri birgok
calismanin konusu olmustur. Ozellikle kemirgenlerde yapilan yiiksek doz uygulanan
hayvan c¢aligmalar1 akrilamidin karsinojenik ve genotoksik bir madde oldugunu
gostermistir (Yang ve dig., 2005). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi, yapilan
hayvan deneylerine dayanarak akrilamidi insanlar i¢in olas1 karsinojen kimyasallar

(Grup 2A) grubuna dahil etmistir (IARC, 1994).

Akrilamid, diinya ¢apinda giinliik diyetle yaygin olarak tiiketilen gesitli yiyeceklerde
bulunur (Parzefall, 2007). Besinlerin iceriginde bulunmayan akrilamid, karbohidrat¢a
zengin vyiyeceklerin 1s1l iglem (120°C ve daha yiiksek sicakliklarda) uygulanarak
pisirilmesi sirasinda karbohidratlarin ve aminoasitlerin bir tepkimesi sonucunda ortaya
¢cikmaktadir (Mottram ve dig., 2002; Stadler ve dig., 2002; , Zyzak ve dig., 2003).
Akrilamidin yiyeceklerde bulunmasi ilk olarak Nisan 2002°de Isve¢ Ulusal Gida
Komisyonu ve Stokholm Universitesi bilim adamlari tarafindan rapor edilmistir (Tareke
ve dig., 2002). Patates ve tahillar gibi bitkisel icerikli iirtinler, glukoz/fruktoz ve
aspargin gibi akrilamid olusumunda etkili olan bilesenleri dogal olarak bulundurduklari

icin yiiksek miktarda akrilamid icerme egilimindedirler (Pedreschi ve dig., 2013).

Akrilamidin noérotoksik, genotoksik ve karsinojik etkilerinin yani sira {ireme
sistemlerinde de hasara yol actigi gosterilmistir (Exon, 2006). Akrilamidin iireme
sistemi {lizerine olan etkileri birgok kemirgen deneyinde gozlemlenmis ve hayvanlara
verilen akut dozlar sonucunda dogurganlik, postnatal canlilik azalmig ve embriyonun
implantasyonunda Sorunlar ortaya c¢ikmistir (Tyl ve Friedman, 2003). Yayimnlanan
raporlara gore akrilamidin veya metaboliti olan glisidamidin spermatid protaminlerine
baglanarak spermde vakuollesme, sisme, nekroz gibi histopatolojik degisikliklere ayni

zamanda gonadal hiicrelerde 6liim oraninin artmasimna neden oldugu gosterilmistir



(Sakamoto ve Hashimota, 1986; Sakomota ve dig., 1988). Bununla birlikte seminifer
tubiillerde sperm parametrelerini etkileyecek bircok apoptotik hiicre ile ¢ok nukleuslu
dev hiicrelerin (giant hiicre) olusumunda rol aldig1 yapilan ¢calismalarla desteklenmistir.
(Tyl ve Friedman, 2003; Yang ve dig., 2005). Akrilamid kan-testis bariyerini ve kan-
epididimis bariyerini agarak erkek iireme hiicrelerinde toksisiteye neden olur (Ma ve
dig., 2011). Ayn1 zamanda cCinsiyet steroidlerinin tasinmasi ve spermatogenez ile ilgili
gen anlatimini negatif yonde etkiledigi ve kauda epididimisteki sperm miktarini azalttig
gostermislerdir (Yang ve dig., 2005). Yapilan tiim bu ¢alismalarla birlikte akrilamidin
neden oldugu testikular toksisitenin mekanizmasi halen tam olarak anlasilamamistir

(Camocho ve dig., 2012).

Bu caligmada akrilamidin farkli dozlarinin TM3 Leydig hiicrelerine uygulanmasi
sonucu steroidogenik genlerin ve belirli transkripsiyon faktérlerinin ifade diizeyinde
meydana gelen degisiklikler incelenmistir. Tezin “Genel Kisimlar” boliimiinde testis,
Leydig hiicresi, testosteron biyosentezi, Leydig hiicrelerinde steroidogenezin

transkripsiyonel kontrolii ve akrilamid ayrintili olarak anlatilmistir.

Tezin “Malzeme ve Yontem” boliimiinde laboratuvarda uygulanan islemler ayrintili
olarak anlatilmistir. Yapilan bu islemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular”

boliimiinde belirtilmistir.

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

veriler mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmigtir.

Bu calisma akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde olasi toksik etkilerinin ortaya
cikarilmast amaciyla yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda farkli akrilamid dozlarn
uygulanan Leydig hiicrelerinde hiicre canlilii, {retilen testosteron miktari,
steroidogenik genler ve bu genlerin ortak transkripsiyon faktorlerinin ifade diizeyleri

Olclilmiistiir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TESTISIN GENEL YAPISI

Ureme tiim canlilarda genetik devamliligi saglayan fizyolojik bir siirectir (Bozdogan,
2000). Erkek iireme sistemi, spermlerin tretildigi testislerden, spermlerin gegisini,
olgunlagmasin1 ve depolanmasini saglayan epididimis ve genital kanallardan, semen
stvisini {retip salgilayan seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretal bez gibi yardimci
bezlerden ve spermin disiye aktarilmasini saglayan penisten olugmaktadir (Creasy ve

Foster, 2002).

Testisin iki ana fonksiyonu vardir. Bunlardan birincisi; tliriin devamliligini saglamak
icin erkek germ hiicresi liretmek, ikincisi ise erkegin cinsel farklilasmasi, erkek germ
hiicresi tiretimi ve ikincil seks karakterlerinin gelisimi i¢in gerekli olan steroid hormon

iretim ve salgilamasin1 yapmaktir (Gnessi ve dig., 1997).

Testis seminifer tiibiiller ve interstisyel alan olmak tizere iki kisimdan olusmaktadir.
Tiibiiler kisim ise Sertoli hiicreleri, germinal hiicreler ve tiibiilleri ¢evreleyen miyoid
hiicrelerden olusmaktadir. Sertoli hiicreleri, tiibiiler kistmdaki diger hiicrelerden farkl
olarak, sabit sayidadirlar. Seminifer epitelde spermatogenezin diizenlenmesinde énemli
rol oynayan Sertoli hiicreleri; spermatogonyumlarin kontrol edilmesinde, spermlerin
gelismesinde ve yasamlarinin devam ettirilmesinde hayati 6neme sahip bir destek
gorevi goriir (Edwart ve Brody 1995; Ross ve dig. 2003). Bununla birlikte komsu
Sertoli hiicreleri birbirleriyle siki baglantilar kurarak kan-testis bariyeri olarak bilinen
yapiy1 olusturmaktadirlar (Walker ve Cheng, 2005). intersitisiyel alan ise Leydig
hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve kan damarlarindan olugmaktadir (Bozdogan
2000; Aktiimsek 2006). Leydig hiicreleri testisleri meydana getiren lobiiller arasindaki
bag dokusu bdlmelerinde bulunurlar. Testosteron hormonunun {iretimi ve
salgilanmasindan ve ikincil seks karaketerlerinin gelismesinden sorumludurlar. Leydig
hiicreleri salgiladiklari testosteron hormonu ile spermatogenezin devamliligini saglarlar

(Bozdogan, 2000; Aktiimsek, 2006).



2.2. LEYDIG HUCRESININ GENEL OZELLIiKLERI

1850 yilinda Franz Leydig memeli testisinde seminifer tiibiiller arasinda bulunan
intersitisiyel alanda hiicreler tanmimlamistir. Bu hiicrelere Leydig hiicresi veya
intersitisiyel hiicre adi1  verilmistir  (Christensen, 2007). Leydig hiicreleri,
spermatogenezin, erkek iireme kanallarinin ve erkek fenotipinin olusmasi ve
devamliliginin saglanmasi igin esas androjen olan testosteronun ana kaynagidir
(Sriraman ve dig., 2003).

Leydig hiicreleri tek tek veya gruplar halinde bulunabilirler. Steroid yapida salg1 yapan
diger hiicreler gibi bol miktarda diiz yiizlii endoplazmik retikuluma, mitokondriye ve iyi
gelismis Golgi kompleksine sahiptirler. Sitoplazmalarinda lipaz, oksidatif enzimler,

esteraz ve steroid dehidrogenaz enzimleri bulunur (Trainer, 1995).

Androjenlerin testikular salgilanmasi Leydig hiicrelerinin sayisina ve aktivitesine
baglidir. Bu siire¢ Leydig hiicrelerinin ¢ogalmasini ve testosteron iretebilme
kapasitesini  kazanmalarin1 igerir. Leydig hiicrelerinin  fonksiyonunu yerine
getirebilmesinde luteinizan hormon anahtar diizenleyici gorevi goriir, bununla birlikte
farklilasmalar1 ve g¢ogalmalari i¢in vazgegilmez bir hormondur (Benton ve dig., 1995;

Sriraman ve dig., 2003).

Androjenlerin birincil kaynaginin olmasinin yani sira Leydig hiicreleri diger steroidleri
ve bazi steroid olmayan faktorleri de iiretirler. Bu diger faktorler testis cevresinin
vaskiiler ve immiinolojik kontrolii ile erkek liremesinde 6nemli rol istlenirler (Hedger

ve Kretser 2000).



2.3. TESTOSTERON BiYOSENTEZI

Testosteron, fetal donem boyunca cinsel gelisim ve testislerin inmesi igin, erginlik
donemi boyunca da seminifer tiibiillerde sperm {iretimi, aksesuar cinsiyet organlarinin
ve cinsel davranigin saglanmasi i¢in gerekli olan baslica hormondur (Payne ve
Youngblood, 1995; Wilson, 2001; Hardy ve dig., 2008). Testisin interstisiyel alaninda
bulunan Leydig hiicreleri, kolesterolden testosteron biyosentezi yapabilme
kapasitesindedirler (Ye ve dig., 2011). Testosteron biyosentezi esas olarak hipofizden
salman bir gonadotropin olan luteinizan hormon (LH) kontroliindedir. LH, Leydig
hiicreleri yilizeyindeki 6zellesmis reseptoriine baglanir ve hiicre i¢i ikincil mesajct olan
siklik AMP (cAMP)’nin iiretimini saglar. CAMP’nin Leydig hiicrelerinde ger¢eklesen
steroidogenez siirecinde iki esas rolii vardir. Bunlardan birincisi; kolesteroliin
steroidogenik yolaga tasinmasiyla gergeklesen testosteron biyosentezinin akut
diizenlenmesi roliidiir. cAMP bagimli protein kinaz A, hiicreler arasi lipoprotein
kaynaklarindan, kolesteroliin de nova sentezinden veya hiicre ici kolesterol
havuzlarindan kolesteroliin tasinmasini aktive eder. Sekil 2.3.1°de Leydig hiicrelerinde
gerceklesen testosteron biyosentezi sematik olarak gdosterilmistir. Kolesteroliin
mitokondri i¢ zarma tasinmasi her ne kadar cAMP bagimli bir siire¢ olsa da
steroidogenik akut diizenleyici protein (StAR) kontroliinde gergeklesir. cAMP nin
Leydig hiicrelerindeki ikinci ve kronik etkisi, steroidogenik enzimlerin gen anlatiminin

diizenlenmesi roliidiir (Chen ve Zirkin, 2000; Stocco, 2000).
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Sekil 2.3.1: Leydig hiicresinde testosteron biyosentezi ve metabolik aktivasyon
yolaklari.

Kolesterol, mitokondriye transfer oldugunda, mitokondri i¢ zarinin i¢ yiiziinde bulunan
kolesterol yan zincir kirict (Cypllal) enzimi araciligiyla pregnenolona donisiir.
Pregnenolon 3B-hidroksidehidrogenaz (3B-HSD) enziminin etkisi ile progesteronu
olusturacagi yer olan diiz yiizlii endoplazmik retikuluma geger. Daha sonra progesteron
17a-hidroksilaz/Cq7.20 liyaz (Cypl7al) enzimi araciligiyla once 17a-hidroksi
progesterona arkasindan da androstenediona doniiglir. Son basamakta androstenedion
17B-hidroksisteroid-dehidrogenaz (17B-HSD) enziminin etkisi ile testosteronu olusturur
(Hales, 2002; Ge ve Hardy, 2007). Testosteron biyosentezi siiresince gorev alan
enzimlerin hiicrede bulunduklar1 yerler ve bu enzimleri kodlayan genlerin listesi tablo

2.3.1’de verilmistir.



Tablo 2.3.1: Steroidogenik protein ve enzimleri kodlayan genler.
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2.4 LEYDIG HUCRELERINDE STEROIDOGENEZIN TRANSKRiPSiYONEL
KONTROLU
Transkripsiyon faktorleri dokuya 6zgli gen ekspresyonunda pozitif veya negatif
diizenleyici olarak goérev alan niikleer proteinlerdir ve hiicreler arasi sinyallerin
alinmasinda, yorumlanmasinda ve tasinmasinda rol aldiklarindan dolay1 bir¢ok hiicresel
stirecte On plana ¢ikarlar (Tremblay, 2007). Hiicrelerin, belli gen gruplarini aktive eden
sinyallere, hiicre gogalmasi, farklilasmasi ve aktivasyonunu diizenleyen faktorler gibi
uyaranlara genomik olarak karsilik vermesinde transkripsiyon faktorleri esas rol
oynarlar. Bir¢ok transkripsiyon faktorii multifonksiyoneldir ve ayrica DNA

replikasyonunun baglamasini direkt olarak etkiledikleri de bilinmektedir.

Okaryotlarda yaklasik olarak 3000 adet transkripsiyon faktorii belirlenmistir ve bu
faktorler DNA’ya baglanma bolgelerindeki aminoasit dizilerinin benzerliklerine gore
dort ana aileye smiflandirilmislardir. Bu aileler; temel domain, ¢inko parmak, sarmal-
dontig-sarmal ve B-scaffold’u igerir (Latchman, 2004). Leydig hiicrelerinde bulunan

transkripsiyon faktorleri tablo 2.4.1°de gosterilmistir (Tremblay, 2007).

Tablo 2.4.1: Leydig hiicrelerinde bulunan transkripsiyon faktorleri.

Aile Transkripsiyon Faktorleri

c-Jun, c-Fos, Fra-2, CREB, CREM, C/EB-B,
SHARP-2, USF1, USF2, SREBP

Temel Domainler

Ap-2, GR, MR, AR, Ero, Erf, RARa-p,
Cinko bagimlit DNA baglanma bdlgesi olan RXRa-B, Nur77, Nurrl, SF-1, LRH-1,
domainler PPARa-, TR4, COUP-TFI, GATA-4, Spl,
Sp3, Egr-1, GIOT1, GIOT2

Sarmal-Doniis-Sarmal Arx, Rhox4, Pbx1, Lhx9

[-scaffold NF-KB, STAT5A, STATSB,NF-Y




Steroidogenez, hipofiz hormonlarina bagli olarak diizenlenen bir siiregtir. Steroidogenik
dokularda hormonal uyarim; CAMP {iretimi, protein kinaz A (PKA) aktivasyonu ve
hedef transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu igeren hiicreler arasi sinyal
yolaklarinin aktivasyonunu tetikler. Klasik cAMP sinyal yolaginda PKA, CREB (cCAMP
karsilik elementi baglayici protein)’i fosforilize eder ve CREB daha sonra promotor
bolgelerinde CAMP-karsilik element (CRES) bulunan hedef genlerle etkilesime girerek
gen aktivasyonunu saglar. Ancak, steroidogenik dokularda eksprese edilen birgok genin
promotor bolgesinde CRES bulunmaz. Transkripsiyonel diizenlenmenin, transkripsiyon
faktorleri i¢in Ozel tanima motifleri sunan g¢esitli DNA elementleri araciligiyla
saglandig1 bilinmektedir (Stocco ve dig., 2003; Viger ve Tremblay, 2003; Viger ve dig.,
2008).

Steroidogenik faktor 1 (SF-1), CCAAT enhansir baglayici protein (C/EBP), karaciger
reseptor homolog 1 (LHR-1), sterol diizenleyici element baglayici protein (SREBP),
CREB/CRE modiilator protein, SF-1, Nur77, GATA-4 Leydig hiicrelerinde hedef
genleri olan transkripsiyon faktorleridir. Bu transkripsiyon faktorlerinden SF-1, Nur77
ve GATA-4 steroidogenik yolakta gorev alan hedef genleri bakimindan
karsilastirildiginda benzerlik gostermektedirler (Tablo 2.4.2) (Jameson ve dig., 2001;
Viger ve Tremblay, 2003; Lee ve dig., 2012) .

Ad4BP veya NR5SA1 olarak da bilinen Steroidogenik faktor 1 (SF-1), steroidogenik
enzimleri kodlayan birgok genin diizenlenmesinde rol oynayan transkripsiyon
faktorlerinden ilk tespit edilenidir (Lala ve dig., 1992). Orfan niikleer reseptor ailesi
transkripsiyon faktorlerinden olan SF-1’in etkisi gen inaktivasyonu yapilarak
gosterilmistir. SF-1 nakavt yapilan farelerde adrenal bezler ve gonadlar gelismemis ve

XY bireylerde disi i¢ genital fenotipi gézlemlenmis (Luo ve dig., 1994).

GATA faktorleri tiim Okaryotik organizmalarin gelisiminde ve farklilasmasinda kritik
rolleri olan evrimsel olarak korunmus bir grup transkripsiyonel diizenleyicidirler.
Ureme ile ilgili dokularda da, GATA gen anlatiminin yapildigi ortaya konulmustur
(LaVoie, 2003; Viger ve dig., 2008). Yapilan in vitro calismalar GATA-4’iin
steroidogenik hiicrelerde fosforillendigini ve fosforilasyon seviyelerinin cAMP ile
uyarildigin1  gostermektedir. Fosforilasyon GATA-4’iin DNA baglama aktivitesini

arttirir, boylelikle bircok steroidogenik promotdr iizerindeki transkripsiyonel 6zellikleri
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yiikselir. GATA faktorleri hedef promotor bolgelerini SF-1 ile sinerjistik bir iliski ile
diizenler (Tremblay ve Viger, 2003). Kimerik fare kullanilarak yapilan bir ¢alismada
GATA-4’iin fetal fare testisinde Leydig hiicresi farklilasmasini direkt olarak etkiledigi
gosterilmistir (Bielinska ve dig., 2007).

NR4A1 veya NGFI-B olarak da bilinen Nur77 transkripsiyon faktorii NR4A niikleer
reseptOr ailesinin bir {iyesidir. Bu transkripsiyon faktorleri hizli erken yanit faktorleri
olarak smiflandirilirlar; ¢iinkii gen anlatimlar steroidogenik gonadal hiicreleri de igeren
bircok dokuda hizlica uyarilir. Son yillarda NR4A iiyeleri Leydig hiicrelerinde bazal ve

hormon uyarimli gen ekspresyonunda yeni diizenleyiciler olarak dikkat cekmektedirler.

Tablo 2.4.2: SF-1, GATA-4 ve Nur77’nin steroidogenik yolaktaki hedef genleri.

Transkripsiyon Faktorleri

11B-hidroksilaz,
17a-hidroksilaz,

P450aldo,

Steroidogenik yolaktaki hedef genleri

Aromataz, HDL-R,

SR-B1

21-hidroksilaz,
11B-hidroksilaz,
17a-hidroksilaz,
Aromataz P2,

LH-R

Steroidogenik faktor 1 (SF-1) GATA-4 Nur77
ACTH-R, ACTH-R
SIAR, SIAR, 21-hidroksilaz,
P4S0sc, PA4S0scc, 17a-hidroksilaz,
HSD3B, HSD3B,

HSD3B,
21-hidroksilaz, HSD178B,

StAR,

20-hidroksisteroid
dehidrogenaz




2.5, AKRILAMID
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2.5.1. Akrilamidin Genel Ozellikleri

Akrilamid (AA) kokusuz, beyaz, kristal yapida kat1 bir bilesiktir. Vinil amid, propenoik
asit amid, akrilik amid olarak sinonimleri mevcuttur (EPA, 2007). Sekil 2.5.1’de

akrilamidin kimyasal yapis1 gosterilmistir (Friedman, 2003).

O

C

\NHQ

Sekil 2.5.1: Akrilamidin kimyasal yapisi.

Akrilamid su, aseton ve etonelde ¢oziinebilen, toprakta ve yeralti sularinda tasinabilen

ve biyolojik olarak pargalanabilen doymamis ¢ift bag iceren bir amiddir (Smith ve dig.,

1996). Oda sicakliginda stabil olan akrilamid ultraviyole radyasyona maruz kaldiginda

veya erime noktasina kadar isitildiginda hizlica polimerize olur (Budavari ve dig.,

1989). Akrilamidin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri tablo 2.5.1’de verilmistir.

Tablo 2.5.1: Akrilamidin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Kimyasal formiilii C3;HsNO
Molekiiler agirhgi 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)
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Ticari liretimine 1954’te baslanan dogadaki akrilamidin tamami sentetiktir. Akrilamid
endistriyel bir materyal olarak poliakrilamid iiretimi, endiistriyel atik sularin aritilmasi,
igme suyu depolar1 ve kanalizasyon hatlarinin yapimi, jel elektroforezi uygulamalari,
kagit ve tekstil endiistrisi, madencilik ve kozmetik gibi ¢esitli alanlarda kullanilir
(Stadler ve dig., 2002; Tarcke ve dig., 2002; Friedman, 2003; Parzefall, 2008).
Akrilamid sigara dumaninin bir bilesenidir ve sigara dumaninin ortalama 1.1 — 2.34 pg

akrilamid igerdigi hesaplanmistir (Smith ve dig., 2000).

Isve¢ Ulusal Gida Komisyonu ve Stokholm Universitesi akrilamidin ekmek, kizartilmas
besinler ve kahve gibi yaygin olarak tiiketilen gidalarda bulundugunu 2002 yilinda rapor
etmistir. Ilerleyen caligmalar akrilamidin Kkarbohidrat bakimindan zengin igerikli
yiyeceklerin 120°C ve iizeri sicakliklarda kizartilmasi, kavrulmasi ya da 1zgara
yapilmasi sonucu besin maddelerinin igerigindeki sekerler ve asparjin aminoasiti
arasinda gerceklesen Maillard reaksiyonu yoluyla olustugunu géstermektedir (Mottram
ve dig., 2002; Stadler ve dig., 2002). Yapilan bir¢ok caligmada karbonillerin Maillard
reaksiyonunu tetikledigi belirtiliyor. Bir ¢esit a-hidroksi karbonil olan fruktozun disiik
sicaklik ve nem kosullart altinda akrilamid olusturma kapasitesi glukoz ve sukroza gore
daha yiiksektir (Yaylayan ve Stadler, 2005). Maillard reaksiyonu firinlanan ve kizartilan
besin maddelerindeki renk, lezzet ve aromanin olusmasindan sorumludur (Karagoz,
2009). Gidalarin dogal yapisinda bulunmayan akrilamidin, meyve ve sebzelerin ¢ig ya
da haslanarak tiiketildiginde saglik agisindan bir risk olusturmadigi bildirilmistir.
Yetigkinler i¢in glinliik olarak alinan ortalama akrilamid 0.3 — 0.6 pg/kg viicut agirlig
olarak hesaplanmistir; ancak ¢ocuklarin ve ergenlerin viicut agirligina oranla giinlikk
olarak daha fazla (0.4 — 0.6 pg/kg) akrilamid aldiklar1 gosterilmistir. Yiiksek
miktarlarda akrilamid igeren besinlerin alinimi, beslenme big¢imlerine ve besinlerin
hazirlanma yontemlerine gore tilkeden iilkeye degisiklik gostermektedir (Schieber ve
dig, 2007). Avrupa Birligi Komisyonunun talep ettigi belli kategorilerdeki gidalarin
akrilamid igerigi EFSA tarafindan kizartilmig patateste 600 pg/kg, patates cipslerinde
1000 pg/kg, ekmekte 150 pg/kg, biskiivi ve krakerlerde 500 pg/kg, kahvaltilik tahillarda
400 pg/kg ve kahvede 450 pg/kg olarak bildirilmistir (EC, 2013).

Akrilamidin disiik molekiil agirligina ve suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmast,

insanlarda ve hayvanlarda ki ¢esitli biyolojik membranlardan kolaylikla gecebilmesine
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olanak saglar (Sumner ve dig., 1992; Friedman, 2003). insanlarin akrilamide maruziyeti
iic temel yol ile gergeklesir: oral (yiiksek 1sil islem gormiis gidalarin tiiketimi),
inhalasyon (sigara dumani, endiistriyel materyal) ve dermal (kozmetik triinler,
arastirma laboratuarlarinda kullanilan poliakrilamid jeller) (Carere, 2006). Akrilamid
viicut i¢ine alindiktan sonra kan dolagimi yoluyla tiim viicuda hizli bir sekilde dagilir,
timiis, kalp, beyin, karaciger, bobrek ve testis dokularinda bulunabilir (Abramsson-
Zetterberg ve dig., 2005). Ayrica, hamileligi siiresince akrilamid igerigi yiiksek diyet ile
beslenen annelerden, bebeklere plasenta ve anne siitii yoluyla akrilamid gectigi

gosterilmistir (Sorgel ve dig., 2002).

Akrilamid metabolizmasinda iki ana yolak bulunur (Sekil 2.5.2) (Baker ve dig., 2014).
Bu yolaklarin birinde akrilamid dogrudan glutatyon-S-transferaz enziminin katalizledigi
konjugasyon reaksiyonu ile glutatyona (GSH) doniisiir ve idrar ile merkapturik asit
olarak atilir (Dybing ve dig., 2005). Glutatyon, akrilamid detoksifikasyonundaki temel
radikal temizleyici olarak gosterilmektedir (Kurebayashi ve Ohno, 2006). Diger
metabolik yolakta ise akrilamid, karacigerde CYP2E1l (sitokrom P450) enzimi
araciligiyla epoksidi olan glisidamide oksitlenir (Fennel ve dig., 2005). Glisidamid daha
sonra GSH ile konjugat olusturur veya epoksit hidrolaz araciligiyla metabolize edilir
(Paulson ve dig., 2005). Epoksitler oksijen igeren heterosiklik bilesiklerdir ve ¢ok
reaktiftirler bu sebepten proteinlerdeki ve DNA’daki niikleofilik bolgelerle kolayca
reaksiyona girebilirler (Melnick, 2003). Akrilamid ve glisidamidin 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).
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Sekil 2.5.2: Akrilamidin metabolizmasi.

Akrilamidin farkli canli gruplarinda cesitli doku ve organlar iizerinde toksik etkileri
oldugu bilinmektedir. Bu toksik etkiler, ndrotoksisite, karsinojenite, genotoksisite ve
tireme sistemleri tizerine olan etkiler olarak smiflandirilir (Friedman, 2003; Parzefall,
2008; Exon, 2010). Akrilamidin norotoksik etkileri bir¢ok ¢alismanin konusu olmustur;
clinkii hem insanlarda hem laboratuvar hayvanlarinda etkileri gozlenen tek toksik
Ozelligidir. Ortaya c¢ikan norotoksik etkilerin temelinde akrilamidin kinezin aracili
aksonomal tasimayi ve ndrotransmisyonu inhibe etmesi bulunmaktadir (LoPachin,
2002; Sickles ve dig., 2002). Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu akrilamidi insanlar
icin muhtemel karsinojen olarak siniflandirmistir (IARC, 1994). Deney hayvanlariyla

yapilan c¢aligmalarda da akrilamidin beyin, merkezi sinir sistemi, lireme ile ilgili
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organlar, tiroid ve diger endokrin bezlerde tiimdr olusumunu tetikledigi gosterilmistir
(Friedman, 2003). Akrilamid ve metaboliti glisidamidin karsinojenik ve genotoksik
etkileri ¢esitli in vivo ve in vitro galismalarda gosterilmistir (Koyama ve dig.,2006;
Ehlers ve dig., 2013). Akrilamid ile iliskilendirilen genotoksik ve mutajenik etkilerin
temelinde kendisine gore daha reaktif olan metaboliti glisidamid vardir (Wilson ve dig.,
2006). insan ve farelerden elde edilmis hiicre soylar1 ile yapilan hiicre kiiltiirii
caligmalarinda akrilamid kromozom kiriklarina, nokta mutasyonlarina ve oOzellikle
guanin bazmin yerine adeninin ve adenin bazi yerine sitozinin gectigi gen

mutasyonlarina neden olmustur (Mei ve dig., 2008; Pingorilho ve dig., 2013).

2.5.2. Akrilamidin Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Yapilan ¢esitli hayvan calismalar1 ile akrilamidin ireme fonksiyonlar1 iizerinde
olusturdugu etkiler incelenmis ve bu calismalarin sonucunda akrilamidin erkek lireme
kapasitesini olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir. Siganlarla yapilan bir ¢alismada
akrilamid uygulanmasi sonucu seminifer tubiillerde atrofi, ¢ok nukleuslu dev hiicre
olusumlari, vakuolizasyon ve ¢ok sayida apoptotik hiicre goriilmesi gibi histopatolojik
bulgulara rastlanmigtir (Yang ve dig., 2005). Subkronik akrilamid maruziyeti sperm
canliliginin azalmasina ve spermatozoanin normal gelisiminin etkilenmesine neden olur
(Song ve dig., 2008). Akrilamid uygulanan erkek siganlarda ciftlesme ve fertilitenin
baskilandigi bununla birlikte spermlerin uterusa ulasamamasindan dolayr hamile
birakabilme oraninin diistiigii belirtilmistir (Tyl ve dig., 2000). Akrilamid spermatid
protaminlerinde siilfit baglarini alkilleyerek gonadal hiicrelerde baskin olarak 6liime ve
bununla birlikte sperm (bas, kuyruk) morfolojisinde anomolilere sebep olur (Sega ve
dig., 1989; Sega, 1991). Yapilan bazi ¢alismalarda bu durumun sperm penetrasyonunu
etkiledigi ve implantasyon Oncesi kayiplari tetikledigi gosterilmistir (Dearfield ve dig.,
1995; Tyl ve dig., 2000). Ayrica akrilamid, kinezin ve dinein motor proteinlerine
baglanmasi sonucu flagella fonksiyonunu bozarak sperm hareketliligini de olumsuz

etkiledigi gosterilmistir (Tyl ve Friedman, 2003).

Akrilamid baslica metaboliti olan glisidamidin DNA’ya gosterdigi reaktiviteyle iligkili
olarak sigan ve fare spermatidlerinde klastojenik (kromozomlara hasar verebilme
yetenegi) etkilere sebep olur ve germ hiicresi mutajeni olarak gosterilir (Adler ve dig.,

2000). Erkek farelerle yapilan bir calismada akrilamid uygulanmasi sonucu germ
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hiicresi gelisiminin belirli evrelerinde DNA kiriklart olustugu goézlenmistir (Sega ve
Generoso, 1990).

Yapilan bir diger calismada akrilamidin Leydig hiicrelerine dogrudan hasar verdigi ve
bu sebepten testisin endokrin fonksiyonu {izerinde olumsuz etkiler olusturdugu
gosterilmistir (Song ve dig., 2008). Artan doza bagl olarak akrilamid Leydig hiicre
canliligin1 ve serumda bulunan testosteron seviyesini diislirerek spermatogenez
kapasitesinin diismesine neden olur. Ayrica, spermatogenez ile ilgili gen anlatimini
negatif yonde etkiledigi, kauda epididimisteki sperm miktarin1 azalttigi ve cinsiyet

steroidlerinin tasinmasinda olumsuz etkiler yaptig1 gosterilmistir (Yang ve dig., 2005).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez ¢aligmasinda, akrilamidin farkli dozlart TM3 Leydig hiicrelerine LH uyariml
olarak 24 saat boyunca uygulanmistir. Deney siiresi tamamlandiginda spektrofotometrik
yontem kullanilarak hiicre canlilig1 ve iiretilen testosteron miktari, RT-PCR yontemi ile
steroidogenik genler (StAR, Cypllal, Cypl7al, HSD3B ve HSD17B) ve bu genlerin
ortak transkripsiyon faktorlerinin (SF-1, GATA-4, Nur77) ifade diizeyi oOlgiilerek

akrilamidin Leydig hiicreleri iizerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amag¢lanmaistir.

3.1. HUCRE KULTURU

3.1.1. Kullanilan Hiicre Soyu
Deneyde model olarak kullanilan TM3 hiicre soyu ATCC (American Type Culture

Collection): The Global Bioresource Center’dan temin edilmistir.

TM3 Leydig hiicre soyu, 11-13 giinliik Mus musculus tiirii farelerin testis dokusundan
izole edilmis, tlimorogenik olmayan bir hiicre soyudur. Epidermal biiyiime faktorii
(EGF), androjen, Ostrojen ve progesteron reseptorlerine sahip olan TM3 hiicreleri

Luteinizan hormon varliginda kolesterolii metabolize edebilme yetenegindedir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlanisi

Ticari olarak satin aliman DMEM/F12 50:50 kiiltiir medyumunun 500 mI’lik sisesinden
50 ml ¢ekildi. Daha sonra igerisine 25 ml at serumu, 12.5 ml f6tal sigir serumu ve 7.5
ml Hepes tamponu 0.20 pm’lik filtreden siiziilerek eklendi. 5 ml PSA (Penisilin-
Streptomisin-Amfoterin) antibiyotik karisimi ilave edildikten sonra maddelerin

karigsmasi i¢in ¢alkalanan medyum +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.3. Hiicre Inkiibasyon Kosullari
Deneylerde kullanilan hiicreler % 5CO;’li inkiibatorde, 37°C’de ve % 95 nemli ortamda

75 cm?’lik kiiltiir kaplarinda kiiltiir medyumu ile inkiibe edilmistir.
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3.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiucreler konfluent (%70-80 yogunluk) duruma gelince kiiltiir kabindaki medyum
cekilip atilir. Kiiltiir kabindaki hiicreler Sml PBS (Phosphate Buffer Saline) ile yikanir.
Her 75 cm®lik kiiltiir kab1 icin 2-3 ml tripsin-EDTA soliisyonu hiicrelere 37°C’de 2-4
dakika boyunca uygulanir ve hiicrelerin tutunduklar1 yiizeyden kalkmasi saglanir.
Yiizeyden ayrilan hiicreler kiiltiir medyumuyla pipetaj yapilarak toplanir ve santrifiij
tiiptine aktarilir. 1500g’de oda 1sisinda 5dk siireyle santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklagtirilir ve dipte kalan hiicre peleti bir miktar taze kiiltiir medyumu ile siispanse
edilir. Hiicre sayimi1 Neubauer lami ile belirlendikten sonra hiicreler kiiltiir medyumu
konulmus kaplara gerekli miktarda ekilir. Hiicrelerin pasaj islemi deney siiresince

haftada iki ti¢ defa olmak tizere tekrarlandi.

3.1.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicrelere pasaj islemi uygulandiktan sonra yeterli miktarda kiiltiir medyumu ile pipetaj
yapilir ve elde edilen hiicre siispansiyonundan 1900 ul ¢ekilip kriyotiipe aktarilir. Her
tipe dondurucu ajan gorevinde 100 pul DMSO (dimetil siilfoksit) eklenir. Deney
stiresince her hiicre dondurma isleminde stok tiipler bir gece -20°C’de tutulduktan sonra

-86°C’ye alind1 ve uzun siireli depolama i¢in -196°C’lik s1v1 azot tankina kaldirildi.

3.2. AKRILAMID KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Akrilamid ile gesitli hiicre soylarinda yapilan in vitro ¢alismalarda kullanilan dozlar
esas alinarak bir doz araligi olusturulmustur. %1°lik at serumu iceren deney medyumu
icerisinde 0.01 mM, 0.05 mM, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM ve 10 mM
konsantrasyonlarinda akrilamid soliisyonlar1 hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak da

%1°lik at serumu igeren kiiltiir medyumu kullanilmistir.

Hazirlanan akrilamid soliisyonlar1 ve kontrol grubu 0.2 um milipor filtre ile steril edilip
LH (100 ng/ml) uyarimi yapildiktan sonra TM3 Leydig hiicrelerine 24 saat

uygulanmustir.
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3.3. MTT HUCRE CANLILIGI TESTi

Sitotoksik etkilerin degerlendirilmesinde kantitatif, kolorimetrik bir yontem olan MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol -2-il)- difenil tetrazolium bromid] testi kullanilmistir. Bu yontem,
canli hiicrelerde mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesini belirlemede kullanilan en
bilindik testtir. MTT testi, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin, sar1 renkli bir
tetrozolium tuzu olan MTT’yi mor renkli formazan kristallerine indirgeyebilme esasina
dayanir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
gorilmektedir. MTT formazanlar1 suda ¢6zlinemedigi i¢in absorbansin Ol¢lilmesinden

once kristallerin ¢ozlinebilmesi i¢in organik ¢dziiciilere ihtiyag vardir.

Uygun hiicre kiltiirii kosullarinda ¢ogalmaya birakilan hiicreler konfluent duruma
gelince tripsin-EDTA soliisyonu ile kiiltiir kabinin zemininden kaldirilmistir. Neubauer
lam1 kullanilark sayilan hiicreler, MTT testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltlir kaplarina
her kuyu basina 5000 hiicre olacak sekilde %]1°lik at serumu kullanilarak ekilmistir.
Hiicrelerin tutunmasi icin bir gece beklenildikten sonra, hiicreler akrilamidin 0.01 mM
ile 10 mM arasinda dokuz farkli konsantrasyonu ile LH uyarimi yapilan deney
medyumlarinda 24 saat siireyle 37°C’de CO;’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. 24 saat
sonunda her bir kuyucuga 10 pl MTT I soliisyonu eklenmistir ve 4 saat 37°C’de CO2
inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan
kristallerinin ¢oziilmesi i¢in her bir kuyucuga 100 ul MTT II soliisyonu (SDS) eklenmis
ve bir gece boyunca CO; inkiibatoriinde birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerin optik
yogunluklar1t ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile
muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligt %100 olarak kabul edilerek, deney
hiicrelerinin canlilik oranlart yilizde olarak ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar
edilmistir (Mossman, 1983).
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3.4. SERBEST TESTOSTERON TAYINI

Hiicre  kiiltiirii  stipernatandindaki ~ serbest  testosteron  miktari, kompetitif
immunoenzimatik renk o6l¢iim metodu ile belirlenmistir. Serbest testosteron tayini,
MyBioSource Rat Free Testosterone Elisa Kit kullanilarak gerceklestirilmistir. Olciim
sirasinda kullanilan kiiltiir kaplarmin kuyular1 Kegi-anti-tavsan antikoru ile kaplhdir.
Standart veya Ornekler testosterona ve testosteron ile isaretlenmis Horseradish
peroksidaz (HRP) konjugatina spesifik antikorla kuyulara uygun sekilde eklenir ve
inkiibasyona birakilir. Kompetetif inhibisyon reaksiyonu, HRP isaretli ve isaretsiz

testosteron ile antikor arasinda gergeklesir.

Deneye baglamadan 6nce kullanilacak olan tiim soliisyonlarin oda i1sisina getirilmesi
saglanmigtir. Akrilamidin iki farkli konsantrasyonunu (0.1 mM ve 2 mM) igeren deney
medyumlar ile 24 saat siireyle 37°C’de CO3’li inkiibatérde inkiibe edilen hiicrelerin
tizerinden medyumlar pipet ile cekilip santrifiij tliplerine aktarilmistir. 15 dk boyunca
1000 g’de santrifiij edildikten sonra siipernatant hizlica toplanmistir ve kiiltiir kaplarina
her kuyuda 50pl olacak sekilde aktarilmistir. Blank (kor) kuyusu hari¢ tiim kuyulara 50
ul HRP konjugat ve 50 ul antikor eklendikten sonra 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra her kuyu 200 pul Wash Buffer ile iki kere yikanmustir ve sivi
kalmadigindan emin olmak i¢in kiiltiir kab1 ters cevrilerek temiz bir pegeteye hafifce
vurulmustur. Tim kuyulara 6nce 50 ul Substrat A, arkasindan 50 pl Substrat B eklenip
renk degisimi kontrol edilerek 37°C’de karanlikta 15dk siireyle inkiibe edilmistir.
Reaksiyonu durdurmak ig¢in tiim kuyulara 50 pl Stop Solution eklenmistir ve 6rneklerde
olusan optik yogunluk 10 dk icinde 540 nm dalga boyunda ELISA cihazinda
okunmustur. Konsantrasyon degerleri standart grafigi olusturularak belirlenmistir. Bu

test her gruptaki 6rnekler i¢in li¢ kez tekrarlanmistir.
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3.5. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (RT-PCR)
INCELEMELERI

3.5.1. Total RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirii ortaminda akrilamidin iki farkli konsantrasyonuna (0.1 mM ve 2 mM) 24
saat boyunca maruz birakilmis hiicrelerden total RNA izolasyonu, QIAGEN RNeasy
Mini Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kit slika temelli segici baglanma
Ozelliklerine sahip membrani1 hizli mikrospin teknolojisiyle birlikte kullanarak yiiksek

kalitede RNA saflagtirilmasini saglar.

Deneye baglamadan 6nce kullanilacak olan tiim soliisyonlarin oda 1sisina getirilmesi
saglanmistir. Alt1 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda akrilamid iceren deney medyumlart ile
24 saat siireyle 37°C’de CO;’li inkiibatorde inkiibe edilen hiicrelerin iizerinden medyum
cekilip atilir. Hiicrelerin yapistiklart zeminden kalkmalari i¢in tripsin ile muamele edilir.
Kalkan hiicrelerin tlizerine medyum eklenir ve RNase-free santrifiij tiiplerine toplanir.
300 g’de 5 dk siireyle santrifiij edilir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant atilir ve
hiicre duvarlarinin ve organel zarlarinin par¢alanmasi igin 350 pl RLT soliisyonu
eklenir. Pipetaj yapilarak veya vorteks ile iyice karigsmasi saglanir. Hiicre lizatinin
homojenizasyonu igin lizat 20 gauge igneden RNase free siringa kullanilarak en az 5
kere gegirilir. Homojenize olmus hiicrelere RNA’nin ¢okelmesi igin esit hacimde %70
etanol eklenir. lyice karstirildiktan sonra 700 ul 6rnek 2 ml’lik toplama tiipiine
yerlestirilmis RNeasy spin kolona aktarilir ve 8000 g’de 15 sn siireyle santrifiij edilir.
Bu basamaktan sonra yikama adimlarina gegilir. RNeasy spin kolonun membraninda
kalmis RNA’lar i¢in 700 pul RW1 soliisyonu, kullanilan diger soliisyonlardan kalan tuz
kalintilarmni yikamak igin de 500 pl RPE soliisyonu eklenir, her soliisyon eklendikten
sonra 800 g’de 15 sn siireyle santrifiij edilir. Her santrifiij isleminden sonra toplama
tiipii spin kolumdan dikkatlice ayrilip bosaltilir ve bir sonraki adimda tekrar kullanilmak
tizere spin koluma takilir. RPE soliisyonuyla yapilan son santrifiijiin ardindan spin
colum 1.5 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilir ve 50 pl RNase free su eklenerek 1 dk
siireyle 8000 g’de santrifiij edilir. Bu adimin sonunda elde edilmek istenen total RNA
1.5 mI’lik toplama tiipiinde elde edilir. Ornekler -80°C’de muhafaza edilir.



22

Elde edilen RNA &rneklerinin igerdigi niikleik asit konsantrasyonlar1 (ng/pl) ve saflik

derecelerinin (A260/230) 6l¢iimii i¢in nanodrop cihazi kullanilmstir.

3.5.2. Total RNA’nin Komplementer DNA’ya (¢cDNA) Cevrilmesi

Hiicrelerden izole edilen RNA’lar Biomatik marka First Strand cDNA Synthesis Kit
kullanilarak ¢cDNA’ya ¢evrilmistir. Turbo-1 Reverse (ters) transkriptaz yeni nesil bir
transkriptazdir ve tek iplikli RNA veya DNA kaliplarindan ¢cDNA ipliklerinin sentezini

katalizler.

Reverse transkripsiyon reaksiyonlarinin RNase-free ortamda gergeklesmesi gerektigi
icin ¢aligma alan1 DEPC’1i (dietilpirokarbonat) su ile silinir. Elde edilen RNA &rnekleri
niikleaz free su ile konsantrasyonlar1 esit olacak sekilde sulandirilir. Uygun
konsantrasyonlara getirilmis RNA oOrnekleri hizlica ¢ozdiriilir ve buz iizerinde
calismak kosuluyla reaksiyon karisimi hazirlanir. Reaksiyon karisimina her érnek igin
uygun hacimde RNA eklendikten sonra sirasiyla 1 pl Random primer, 1 pl dNTP
karisimi ve toplam hacim 14.5 ul olacak sekilde niikleaz free su eklenir. Karisim
65°C’de 5 dk siireyle inkiibe edildikten sonra en az bir dk buz lizerinde bekletilir ve kisa
bir santrifiij isleminden gegirilir. Reaksiyon karigimina sirasiyla 4 pul 5X RT Tamponu,
0.5 pl RNase inhibitorii ve 1 ul Turbo-1 Reverse transkriptaz eklenir. Toplam hacmi 20
pl olan karisim kisa bir santrifiij isleminden gegirildikten sonra cDNA sentezinin
tamamlanmas1 i¢in once 42°C’de 50 dk sonra 85°C’de 5 dk siireyle inkiibe edilir.
Inkiibasyonlarin ardindan tiipler buz iizerine almir ve reaksiyon durdurulur. Yeni

sentezlenmis cDNA’lar -20°C’de muhafaza edilir.

Elde edilen cDNA o6rneklerinin igerdigi niikleik asit konsantrasyonlar1 (ng/pl) ve saflik
derecelerinin (A260/280) olgimii i¢in nanodrop (Thermo Scientific 2000) cihazi

kullanilmistir.



23

3.5.3.Primerlerin Secilmesi

Ekspresyon calismalarinda kullanilan genlerin primer ¢iftleri tablo 3.5.1°de belirtilen

kaynaklar baz alinarak BIOMATIC firmasina sentezlettirilmistir.

Tablo 3.5.1: RT-PCR isleminde kullanilan primer dizileri (F: Forward, R: Reverse).

BAZ

GEN ADI PRIMER DIZISI CiFTi Kaynak
StAR F: 5-CTGCTAGACCAGCCCATGGAC-3' 109 | Horstman ve
dig., 2012
R: 5-TGATTTCCTTGACATTTGGGTTCC-3'
F: 5-CGTGACCAGAAAAGACAACA-3 Liu ve dig.,
Cypllal 152 2014
R: 5-AGGATGAAGGAGAGGAGAGC-3'
F: 5'CATCCCACACAAGGCTAACAT-3 Liu ve dig.,
Cypl7al 200 2014
R: 5'-CTCCGAAGGGCAAATAACTG-3
F:5-TAGTATTGCTTTTATTTCCCCCT-3' Liu ve dig.,
HSD3B 91 2014
R:5-ATTTATTGCTGTTTTTGTTTTGC-3'
F: 5-TGGGGCTGGAGGGAGAGT-3' Liu ve dig.,
HSD17B 228 2014
R: 5-TATTTGGGGGGAGGGGTTC-3'
F: 5-GCCCTGTTGGATTACACCTTG-3' Matzkin ve
SF-1 382 dig., 2012
R: 5-GTTGCCAAATGCTTGTGGTA-3'
F:5-CGGGATCCGCTACTACCTAGCTTAGTGACC-3 Martin ve
Nur77 1013 dig., 2008
R: 5-CTGGTACCGCGTGCGCTCTGCAATCCTTC-3'
F.: 5'-CTCTGGAGGCGAGATGGGAC-3' Liu ve dig.,
GATA-4 414 2014
R: 5-CGTCGTCACTTCTCTACGCG-3'
. F: 5-CGTTGACATCCGTAAAGAC-3 Liu ve dig.,
B-Actin 201 2014
R: 5-TGGAAGGTGGACAGTGAG-3'
F: 5-AAATGGTGAAGGTCGGTGTG-3' Liu ve dig.,
GAPDH 108 2014

R: 5-TGAAGGGGTCGTTGATGG-3'
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3.5.4.RT-PCR ile Genlerin ifade Diizeyinin Belirlenmesi

Gliniimiizde en yaygin olarak kullanilan ve kesin sonuglar veren nicel PCR ydntemi
gercek zamanli PCR’dir (Bustin, 2000). RT-PCR, floresan i1sima yapan haberci
molekiiller kullanarak PCR reaksiyonunun her dongiisiinde ¢ogalan DNA miktarini es
zamanl olarak goriintiilenmesini saglayan bir tekniktir, boylece niikleik asit ¢ogalmasi
ve belirlenmesi adimlarini tek bir basamakta yapilmasma olanak saglar (Wong ve
Medrano, 2005). Hedef genin gogalmasinin ilk belirlendigi zaman genellikle dongii esik
degeri (cycle treshold Cy) ile ifade edilir. Hedef gen igin belirlenen floresan
yogunlugunun ge¢mis PCR dongiilerine gore en kuvvetli oldugu deger cycle treshold Ct
degerini verir. Reaksiyonun Cr degeri baslangigtaki kalip DNA’nin miktariyla
orantilidir. Baslangicta fazla miktarda kalip DNA bulunuyorsa PCR reaksiyonunun
erken dongiilerinde floresan sinyali verilebilmesi icin yeterli iirlin ¢ogaltilir; ancak
reaksiyona az miktarda kalip DNA ile baslanilirsa kuvvetli floresan sinyalinin
goriilebilmesi i¢in daha fazla dongii ger¢eklesmis olmasi gerekir (Bustin ve dig., 2005).
Ct degerleri arasindaki bu iliski RT-PCR’mn kantitatif olarak degerlendirilmesinde
onemli bir yere sahiptir. Farkli miktarlardaki baslangi¢ iiriinlerinden kaynaklanacak
hatalardan kaginmak icin ve elde edilen sonuc¢larin normalizasonu i¢in internal kontrol
kullanilmas1 gereklidir. Internal kontrol olarak, temel hiicresel fonksiyonlarin yerine
getirilmesi i¢in gerekli olan ve her durumda ekspresyonu gerceklesmekte olan referans

gen veya housekeeping gen olarak adlandirilan genler kullanilir (Bustin, 2000).

Bu tez ¢alismasinda segilen steroidogenik genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin ifade
diizeylerinin belirlenmesi i¢in LightCycler® Nano (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) Sistemi ve LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green 1 (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany) kiti kullanilmistir. PCR tiriinlerinin olugmasi
SYBR Green 1 floresan sinyalinin dl¢lilmesiyle saptanir. SYBR Green 1 DNA ¢ift
sarmalina eklenir. Soliisyondaki DNA’ya baglanmamis SYBR Green 1 boyasi ¢ok az
floresan gosterirken DNA baglanmasina bagl olarak floresan miktart oldukca artar. Bu
nedenle PCR sirasinda, SYBR Green 1 floresaninin artmasi dogrudan cift iplikli DNA

olusumu ile orantilidir

Real time PCR yonteminde DNA kalib1 olarak akrilamidin diisiik ve yiiksek dozlar

uygulanmis hiicrelerden elde edilen cDNA ornekleri kullanilmistir. Master karisimi
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hazirlamak igin kit igeriginde bulunan enzimden (FastStart tag DNA polimeraz) 14 ul
cekilip reaksiyon karigimi etiketli tiipe eklenir. Pipetaj yapilarak karismasi saglanir ve
hazirlanan master karisim 1siktan korunur. Her bir 6rnek igin hazirlanan 20 ul hacimli
reaksiyon karigimi 5 pl cDNA, 9 ul PCR grade su, son konsantrasyonlar1 0.5 pM olacak
sekilde hazirlanmig mRNA’ya 6zgii 2 pl primer ve 4 pl Master karisim igerir. PCR
tiiplerinde hazirlanan 6rnekler Light Cycler cihazmna yerlestirilir. LightCycler® Nano
cihazi dort farkli program igerir: FastStart DNA polimerazin aktivasyonu ve DNA’nin
denatlirasyonunun gerceklesmesi icin On-inkiibasyon, hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi
(amplifikasyon), PCR {irlinlerinin tanimlanmasi ve rotor ile termal kismin sogumasi
(inkiibasyon). Reaksiyon kosullarina uygun sicakliklar ve dongii sayilar1 ayarlandiktan

sonra PCR baglatilir ( Tablo 3.5.2).

Tablo 3.5.2: Real Time PCR cihazi deney kosullari

Program Dongii Hedef Sicakhik Siire
Sayisi

On Inkiibasyon 1 95°C 10 dk

Denatiirasyon 95°C 10 sn

Cogalma 45 Baglanma 54°C 30sn

Uzama 72°C 25 sn

Inkiibasyon 1 40°C 30 sn
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3.5.5.AACt Metodu ile Verilerin Degerlendirilmesi
2" metodu bagil gen ekspresyonu analizlerinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Hedef genlere ve referans genlere ait Ct degerleri RT-PCR cihazindan alinir.
Oncelikle hedef genin Ct degeri referans gene gore normalize edilir, bu islem hem

madde uygulamasi yapilmis test geni i¢cin hem de kontrol grubu icin gergeklestirilir:
ACT(test) = CT(hedef,test) - CT(referans,test)
ACT(kontrol) = C:T(hedef,kontrol) - CT(referans,kontroI)

Ikinci adim olarak uygulama yapilmis test geninin ACt degeri kontrol grubunun ACt

degerine gore normalize edilir:
AACt= ACT(test) - ACT(kontrol)

Son olarak ekspresyon orani hesaplanir:

244! = Normalize edilmis ekspresyon orani

Sonug, referans genin ekspresyonuna gore normalize edilmis madde uygulamasi
yapilmis test geninin ifadesinin kontrol grubuna gore ka¢ kat azaldigini veya arttiginm

verir (Livak ve Schmittgen, 2001) .
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3.6. ISTATISTIK ANALIZ

Deney gruplarinda uygulanan doza bagli olarak hiicre canlilig1 ve serbest testosteron
verilerinin istatistik degerlendirilmesinde Graphpad Prism 5.0 programi kullanilmistir.
Istatistiksel analizler i¢in One-Way ANOVA ydntemi ve Tukey’s testi uygulanmustir.

Sonuglarin degerlendirilmesinde p<0.001 ve p<0.01 anlamlilik seviyesi temel alinmistir.

Steroidogenik genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin mRNA diizeylerindeki,
uygulanan akrilamid dozuna bagimli degisimlerin istatistiksel olarak degerlendirmesi
Livak ve Schmittgen 2001°¢ ait 2 **“ metoduna gére One-Way ANOVA ydntemi ve
Tukey’s test (Ct degeri olarak belirlenmis) sonuclart referans gen olan B-actin ve

kontrol kosullarina goére anlamlilik (p<0.05, p<0 .01) dereceleri belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIGI BULGULARI

4.1.1.MTT Bulgulan

Akrilamidin 0.01 mM ile 10 mM araligindaki LH uyarimi yapilmis dokuz farkli
dozunun testis TM3 Leydig hiicrelerinde 24 saat siirede hiicre canlilig: iizerine etkisi
MTT testi yapilarak spektrofotometrik olarak oOlgiildii. Kontrol ve akrilamid

gruplarindaki hiicre canlilik oranlari sekil 4.1.1.‘de verilmistir.

Hiicre Canlihigi

100 —
80 [
60|

a0}

% Canlilik orani

20 |

Akrilamid konsantrasyonlari

Sekil 4.1.1: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde % canlilik orani iizerine etkileri
(***:p< 0,001; **:p< 0,01).
Akrilamidin TM3 hiicre soyu iizerindeki 24 saatlik maruziyeti sonrasi hiicre canlilig
tizerine etkileri kontrol grubuna gore karsilastirildiginda anlamli bir azalma 0.01 mM
konsantrasyonunda goriilmeye baglamistir. Hiicre canliligii %80 oraninin altina
(%79,52) diisiiren ilk dozun 0.1 mM akrilamid konsantrasyonu oldugu tespit edilmistir.

2 mM akrilamid dozunun ise hiicre canlilik oranin1 % 50°ye diisiirdiigii bulunmustur.
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Akrilamidin 0.01 mM ile 10 mM araligindaki dokuz farkli konsantrasyonuyla yapilan
doz denemeleri sonucunda bu tez c¢alismasinda kullanilacak olan iki farkli akrilamid
konsantrasyonuna karar verilmistir. MTT testi sonuglarina goére akrilamidin TM3
Leydig hiicrelerinin %50’sini 6ldiiren 2 mM dozu yliksek doz olarak, hiicre canlilik

oranini %80’in altina diigiiren ilk doz olan 0.1 mM dozu diisiik doz olarak sec¢ilmistir.

4.2. SERBEST TESTOSTERON BULGULARI
TM3 Leydig hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol ve deney gruplarinda kompetitif
immunoenzimatik renk 6l¢iim metodu kullanilarak hesaplanan testosteron miktarlari

sekil 4.2.1°de verilmistir.

Testosteron Miktari
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i

Serbest testosteron (pg/ml)
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Kontrol 0.1 mM 2mM
Akrilamid konsantrasyonlari

Sekil 4.2.1: Akrilamidin TM3 Leydig hiicrelerinde serbest testosteron {izerine etkileri
(**:p<0,01).

24 saat sonunda kontrol grubu ve akrilamidin iki farkli dozu serbest testosteron miktari
bakimindan karsilastirildiginda tiim gruplarda kontrol grubuna gére anlamli bir azalma
saptand1 (p<0,01). Akrilamidin 0.1 mM ve 2 mM dozlar1 24 saatin sonunda, birbirlerine

gore kiyaslandiginda ise anlamli bir fark bulunamadi.
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4.3. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (RT-PCR)
BULGULARI
Akrilamidin, steroidogenik genler (StAR, Cypllal, Cypl7al, HSD3B ve HSD17B) ve
transkripsiyon faktorlerinin (SF-1, GATA-4, Nur77) gen anlatim seviyeleri iizerindeki
etkileri TM3 Leydig hiicrelerinde SYBR Green 1 floresans boyasi ile RT-PCR
kullanilarak belirlenmistir. 24 saat siireyle akrilamidin LH uyarimi yapilmig 0.01 ve 2
mM dozlarina maruz birakilan TM3 Leydig hiicrelerinde sadece LH uyarimi yapilmis
kontrol grubuna gore anlamli ve anlamsiz bulgular elde edilmistir. Tiim sonuglar
referans gen olarak kullanilan B-aktin’e gore normalize edilmistir. Kontrol grubuna ait
orneklerin RT-PCR sonuglarina gore Ct degerlerinin goriildiigli amplifikasyon egrileri

grafigi sekil 4.3.1°de verilmistir.

Bagil floresan yogunlugu

— s

Dongiler

Sekil 4.3.1: Kontrol grubunun RT-PCR sonuglarina gére amplifikasyon egrileri.
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0.1 ve 2 mM AA konsantrasyonlarina maruz birakilmis 6rneklerin RT-PCR sonuglarina
gore Ct degerlerinin gorildiigli amplifikasyon egrileri grafigi sirasiyla sekil 4.3.2 ve
4.3.3’de verilmistir.

Bagl floresan yogunlugn

Dangiilar

Sekil 4.3.2: 0.1 mM akrilamide maruz kalmis grubun RT-PCR sonuglarina gére amplifikasyon

egrileri.
& // '
>
/
Dongiiler

Sekil 4.3.3: 2 mM akrilamide maruz kalmis grubun RT-PCR sonuglarina gore amplifikasyon
egrileri.
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Sekil 4.3.4’te 24 saat boyunca akrilamidin iki farkli dozu uygulanan TM3 Leydig
hiicelerinde ¢aligilan StAR gen ifadelerinin kontrole gore degerlendirilmesi verilmistir.

Tim gruplarda kontrol grubuna gore anlamli bir artis goriilmistiir (p< 0.01).

StAR
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Kontrol 0.1 mM 2mM
Akrilamid konsantrasyonlarn

Sekil 4.3.4: Akrilamidin TM3 Leydig hiicreleri tizerinde StAR geninin mRNA ifade
seviyesine etkisi (*: kontrole gore), (p<0.01).

TM3 Leydig hiicrelerinde 24 saat sonunda akrilamid uygulanan gruplarin kontrol
grubuna gore CYP11Al gen ifadeleri sekil 4.3.5’te verilmistir. 0.1 mM dozunda gen
ifade seviyesi kontrol grubuna gore anlamli (p< 0.01) olarak artig gosteririken, 2 mM

dozu kontrol grubuna gore anlamli (p< 0.05) olarak diisiis gostermektedir.

Cyp11a1
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Kontrol 0.1 mM 2mM
Akrilamid konsantrasyonlari

Sekil 4.3.5: Akrilamidin TM3 Leydig hiicreleri tizerinde Cypllalgeninin mRNA ifade
seviyesine etkisi (*: kontrole gore), (p< 0.01, p< 0.05).
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24 saat boyunca akrilamidin iki farkli dozu uygulanan TM3 Leydig hiicelerinde
calisilan HSD3B ve HSD17B genlerinin ifade seviyeleri sirastyla sekil 4.3.6 ve 4.3.7°de
verilmistir. Her iki gende de 0.1 mM akrilamid uygulanan gruplarda kontrole gore
anlaml (p< 0.01, p< 0.05) azalma goriilmistiir. 2 mM akrilamid uygulanan gruplarda

ise kontrole gore karsilastirildiginda anlamli (p< 0.05) bir artis goriilmiistiir.

HSD3B
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Bagil mRNA ifade seviyesi
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Kontrol 0.1 mM 2 mM
Akrilamid konsantrasyonlari

Sekil 4.3.6: Akrilamidin TM3 Leydig hiicreleri izerinde HSD3B geninin mRNA ifade
seviyesine etkisi (*: kontrole gore), (p< 0.01, p< 0.05).
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Kontrol 0.1 mM 2mM
Akrilamid konsantrasyonlari

Sekil 4.3.7: Akrilamidin TM3 Leydig hiicreleri iizerinde HSD17B geninin mRNA ifade
seviyesine etkisi (*: kontrole gore), (p< 0.05).
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Akrilamide 0.1 ve 2 mM konsantrasyonlarinda 24 saat boyunca maruz birakilan TM3
Leydig hiicrelerinde CYP17A1 geninin mRNA ifade seviyeleri sekil 4.3.8°da
verilmistir. CYP17A1 gen ifadesinde deney gruplar1 kontrole gore karsilastirildiginda
0.1 mM dozunda anlamli (p< 0.01) biz azalma goriiliirken 2 mM dozunda kontrole gore

anlamli bir etki gorilmemistir.
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Sekil 4.3.8: Akrilamidin TM3 Leydig hiicreleri tizerinde Cyp17al geninin mRNA ifade
seviyesine etkisi (*: kontrole gore), (p< 0.01).

Sekil 4.3.9’da 24 saat boyunca akrilamidin iki farkli dozu uygulanan TM3 Leydig
hiicelerinde calisilan SF-1 gen ifadelerinin kontrole gore degerlendirilmesi verilmistir.

Deney gruplari kontrole karsilastirildiginda higbir grup anlamlilik gostermemektedir.
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Sekil 4.3.9: Akrilamidin TM3 Leydig hiicreleri {izerinde SF-1 geninin mRNA ifade seviyesine
etkisi.
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TM3 Leydig hiicrelerinde 24 saat sonunda akrilamid uygulanan gruplarin kontrol
grubuna gore Nur77 ve GATA-4 genleri ifadeleri sirasiyla sekil 4.3.10 ve sekil
4.3.11°de verilmistir. 0.1 mM dozunda sadece GATA -4 geninde kontrole gére anlamli
bir artis gorilirken 2 mM dozunda her iki genin de ifade diizeylerinde artis

gorilmiistiir.

Nur77

Bagil mRNA ifade seviyesi
N
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Y T
Kontrol 0.1 mM 2mM
Akrilamid Konsantrasyonlari

Sekil 4.3.10: Akrilamidin TM3 Leydig hiicreleri iizerinde Nur77 geninin mRNA ifade
seviyesine etkisi (*: kontrole gore), (p< 0.01).
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Sekil 4.3.11: Akrilamidin TM3 Leydig hiicreleri tizerinde GATA-4 geninin mRNA ifade
seviyesine etkisi (*: kontrole gore), (p< 0.01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Akrilamid 1970’lerden beri polimer, kozmetik, kagit, tekstil, atik su iyilestirme ve
laboratuvar jellerinin {iretimi gibi g¢esitli endiistri alanlarinda kullanilan suda
¢oziinebilen, kimyasal olarak reaktif bir molekiildiir (Friedman 2003, Parzefall 2008).
Endiistride ve laboratuvarda kullaniminin yani sira akrilamidin 1s1l islem uygulanmis
belirli yiyecek iiriinlerinde bulundugu 2002 yilinda Isve¢ Ulusal Gida Ajansi ve
Stokholm Universitesi arastirmacilar1 tarafindan rapor edilmistir (Claus ve dig., 2008).
Yiiksek konsantrasyonlarda akrilamid igeren patetes cipsi, kizarmis ekmek, biskiivi,
kahvaltilik tahillar ve kahve insanlarin giinliik akrilamid maruziyetinde en fazla pay
olan gida maddeleridir (Friedman 2003, Stadler ve Scholz 2004). Ayrica akrilamidin
sigara dumaninda da bulundugu gosterilmistir (Schettgen ve dig., 2003; Fennel ve
dig.,2005). Akrilamidin biyolojik sistemler iizerindeki toksik etkileri norotoksisite,
genotoksisite, iireme toksisitesi ve embriyotoksisite olarak siralanir (Exon 2006, Ma ve
dig., 2011). Deney hayvanlarina oral olarak akrilamid uygulamasi yapilan bir¢ok
calismada akrilamidin testikular fonksiyon iizerindeki etkileri test edilmistir. Bu
caligmalar sonucunda sperm sayisinda ve canliiginda azalma, anormal sperm
morfolojisinde artis, seminifer tubullerde histolopatolojik degisiklikler (vakuolizasyon,
apoptotik ve dev hiicre olusumlari) gézlenmistir (Sakamoto ve Hashimoto 1986; Yang
ve dig., 2005; Song ve dig., 2008; Kermani-Alghoraishi ve dig., 2010). Akrilamidin
sperm lizerinde genotoksik etkisi oldugu da mikronukleus ve kromozom aberasyonu
testleri yapilarak gosterilmistir (Yang ve dig, 2005). Germ hiicreleri ile yapilan bir¢cok
calismaya ragmen akrilamidin Leydig hiicrelerinde steroidogenik yolak iizerindeki

etkilerinin gen diizeyinde in vitro olarak gosterildigi bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Akrilamidin hiicre canlilig tizerine etkisi ile ilgili farkli hiicre soylariyla ve dokularla
yapilan gesitli ¢alismalar bulunmaktadir (Awad ve dig., 1998; Yang et al., 2005b; Zodl
ve dig., 2007; Kermani-Alghoraishi ve dig., 2010; Ma ve dig., 2011; Camacho ve dig.,
2012; Chen ve dig., 2013; Lee ve dig., 2014; Wei ve dig., 2014; Pourentezari ve dig.,
2014). Awad ve digerlerinin 1998 yilinda sigan hepatosit hiicrelerine 30, 60 ve 120
dakika boyunca 0.1, 1 ve 10 mM akrilamid uyguladiklar1 ¢alismada 1 ve 10 mM
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dozlarinda hiicre canliliginin kontrole gére anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir. Caco-
2 hiicre soyuna 24 saat siireyle 0.1, 0.5 ve 1 mM konsantrasyonlarinda akrilamid
uygulanan bir ¢alismada 1 mM’dan diisiik konsantrasyonlarda hiicre canliliginda bir
etki gozlenmezken, 1 mM dozunda hiicre canlilig1 diismiistiir (Z6dl ve dig., 2007). Fare
ovaryumundan izole edilen graniiloza hiicreleriyle yapilan bir diger ¢alismada ise,
hiicrelere 48 saat siireyle 0.5 mM ve 5 mM akrilamid uygulanmistir. Calismanin
sonunda iki farkli akrilamid konsantrasyonunun da hiicre canliligini azalttig1 tespit
edilmistir (Wei ve dig., 2014). Insan astrostoma hiicrelerine ve sican astrosit hiicrelerine
0.1, 0.5, 1 ve 2 mM dozlarinda akrilamidin uygulandig1 caligmalarda da akrilamidin
hiicre canliligini 6nemli dlglide azalttig1 gosterilmistir (Chen ve dig., 2013, Lee ve dig.,

2014).

Akrilamidin erkek lireme sistemi iizerine toksik etkilerinin arastirildigi calismalarda,
akrilamidin sperm canliligin1 ve hareketliligini olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir.
2010 yilinda farelere 5 ve 10 mg/kg akrilamidin igme sulartyla giinliik olarak verildigi
bir ¢alismada 2 aym sonunda sperm izolasyonu yapilmistir. Yapilan sperm analizinde
deney gruplarinda sperm canlilifinda ve konsantrasyonunda diislis oldugu tespit
edilmistir (Kermani-Alghoraishi ve dig., 2010). Siitten kesilmis ii¢ haftalik erkek
siganlarla yapilan bir diger ¢alismada 5, 15 ve 30 mg/kg dozlarinda akrilamid bireylere
farkl siirelerle uygulanmistir. Deney sonunda akrilamidin doz ve zamana bagli olarak
sperm canlilik oranmi, sperm sayisini ve hareketliligini anlamli bi¢imde diistirdigii
gosterilmistir (Ma ve dig., 2011). Yang ve digerleri 2005 yilinda yaptiklar1 ¢calismada
siganlara bes giin boyunca gavaj yoluyla 5, 15, 30, 45 ve 60 mg/kg dozlarinda akrilamid
uygulamiglardir. Deney sonunda kauda epididimisteki sperm konsantrasyonunda
ozellikle 15 mg/kg/glin’den yliksek dozlarda doza bagimli diisiis oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte akrilamid uygulanms testislerden izole edilen Leydig hiicrelerinde 30,
45 ve 60 mg/kg akrilamid uygulanan gruplarda kontrole gére anlamli bi¢cimde hiicre
canliliginin azaldig: tespit edilmistir. Yapilan bir diger ¢alismada 2.5, 10 ve 50 mg/kg
akrilamid dozlarinin sicanlara igme suyu ile 14 giin boyunca uygulanmasi sonucunda
testisteki Leydig hiicrelerinin ortalama hacminde, 50 mg/kg dozunda anlamli bir disiis

oldugu gosterilmistir (Camocho ve dig., 2012).
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Yapilan bu c¢alismada, daha once akrilamidin hiicre canliligt {iizerine etkilerinin
incelendigi in vitro ¢alismalardaki dozlar baz alinarak olusturulan doz araligt TM3
hiicre soyuna uygulanmistir. TM3 Leydig hiicrelerine akrilamidin 0.01 ile 10 mM
konsantrasyonlar1 arasinda LH uyarimi yapilmis farkli dozlarinin (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1,
2, 4, 8 ve 10 mM) 24 saat slireyle uygulanmasi sonucunda tiim dozlarda hiicrelerin
canliliginda azalma goriilmesi Yang ve digerlerinin (2005) ve Camocho ve digerlerinin

(2012) yaptiklar1 ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Erkek lireme sisteminde androjenik hormon biyosentezi oncelikle Leydig hiicrelerinde
goriiliir ve Leydig hiicreleri testosteron iiretiminin ana kaynagidir (Zhang ve dig.,
2008). Akrilamidin, iiretilen testosteron miktar1 tizerindeki etkisi daha Once yapilan
calismalarda incelenmis ve akrilamid konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik
gosterdigi bulunmustur (Yang ve dig., 2005b; Wang ve dig., 2009; Hamdy ve dig.,
2011; Ma ve dig., 2011; Mazen ve Elnegris, 2012; Yassa ve dig., 2012; Pourentezari ve
dig., 2014; Khalil ve dig., 2014). Albino siganlara 8 hafta siireyle giinliik olarak 15
mg/kg akrilamid uygulanan bir ¢alismada deney siiresinin sonunda hayvanlardan kan
ornekleri alinmistir. Serum testosteron seviyeleri 6l¢iildiigiinde kontrol grubuna gore
diisiis oldugu gosterilmistir (Mazen ve Elnegris, 2012). Yassa ve digerlerinin 2011
yilinda albino si¢anlara akrilamidin LDsy dozunun 1/10’unu (15 mg/kg) ve 1/5’ini (30
mg/kg) uyguladiklar1 ¢aligmada serum testosteron seviyeleri kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda anlamli olarak diisiis goriilmiistiir. Yapilan bir diger c¢aligmada
siganlara giinlik 5, 10, 15 mg/kg akrilamid 8 haftalik deney siiresince oral olarak
uygulanmistir. Calismanin sonunda hem plazmada serbest halde bulunan testosteron
hem de total testosteron seviyeleri diismiistiir (Hamdy ve dig., 2011). Khalil ve digerleri
sicanlarla yaptiklar1 ¢aligmada 4 ve 8 hafta siireyle giinlik olarak 5, 10, 15 mg/kg
akrilamid uyguladiklar1 deney gruplarinda, serbest halde bulunan testosteron ve total
testosteron diizeylerinde artan doza ve uygulama siiresine gore kontrol grubuyla
kargilastirildiginda anlamli bir azalma oldugunu tespit etmislerdir. 2005 yilinda
sicanlara 5 giin siireyle 5, 15, 30, 45, 60 mg/kg akrilamid uygulanan ¢alismada serum
testosteron seviyeleri dl¢iildiigiinde tiim gruplarda testosteron miktarinda diisiis tespit
edilmistir ancak kontrol grubuna gore anlamlilik akrilamidin 30, 45, 60 mg/kg
dozlarinda goriilmiistiir. Bu ¢alismada kullanilan sicanlarin testislerinden izole edilen

Leydig hiicrelerinin kiiltir medyumundan 24 saat inkiibasyonun sonunda alinan
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orneklerdeki testosteron konsantrasyonu Ol¢iilmiistiir ve tiim gruplarda kontrole gore
anlamli bir azalma goriiliirken dozlar arasinda bir anlamlilik bulunmamistir. En diisiik
testosteron konsantrasyonu da 15 mg/kg akrilamid uygulanan grupta tespit edilmistir.
(Yang ve dig., 2005b).

Testosteron seviyelerinin artan akrilamid konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagli
olarak azalma gosterdigi c¢alismalara karsin yapilan bazi g¢alismalarda akrilamidin
testosteron seviyelerini yiikselttigi gosterilmistir (Wang ve dig., 2010; Ma ve dig.,
2011). Wang ve digerleri (2010) yaptiklar1 ¢alismada siganlara 8 hafta boyunca 5, 10
mg/kg/glin dozlarinda akrilamid uygulamis ve 10 mg/kg akrilamid alan grupta serum
testosteron konsantrasyonunun kontrol grubuna gore anlamli olarak artma oldugunu
rapor etmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada ise, ergin sicanlara 5, 15, 30 mg/kg
akrilamid oral olarak 4 hafta boyunca uygulanmis ve 5, 10 mg/kg akrilamid uygulanan
gruplarda serum testosteron seviyelerinde artis gorilmistir, 30 mg/kg akrilamid
uygulanan grupta ise serum testosteron seviyesinde azalma tespit edilmistir (Ma ve dig.,

2011).

Yapilan bu calismada TM3 Leydig hiicrelerine LH uyarimli olarak 0.1 ve 2 mM
akrilamid dozlarinin uygulandig1 deney gruplarinda serbest testosteron miktarlarinda
kontrol grubuna gore anlamli bir azalma goriilmesi Hamdy ve dig. (2011) ile Khalil ve
dig. (2014)’nin yaptiklar1 ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Yang ve digerlerinin
(2005b) hiicre kiiltiir medyumunda yaptiklar1 ¢alismada en diisiik testosteron miktarinin
uygulanan diisiik dozlarda tespit edilmesi ve deney gruplari arasinda anlamli bir fark

bulunmamasi yapmis oldugumuz ¢alismayi desteklemektedir.

Erkek iireme sisteminde androjenik hormon biyosentezinin baglica gerceklestigi Leydig
hiicrelerinde kolesteroliin testosterona doniisiimii StAR proteini ve steroidogenik
enzimlerin fonksiyonuna baghdir. Kolesterol dig mitokondriyal membrandan i¢
mitokondriyal membrana tasininca Cypllal enzimi araciligiyla kolesterolden
pregnenolon fretilir. Bunu takiben Cypl7al, HSD3B ve HSD17B enzimlerinin
diizenledigi siiregte Once progesteron arkasindan da testosteron tiiretimi gerceklesir
(Hales, 2002). Testosteron biyosentezinde gorevli genlerin ifade diizeylerini ¢evresel
toksinlerin ve endokrin bozucu kimyasallarin nasil etkiledigini gosteren birgok ¢alisma
bulunmaktadir (Feng ve dig., 2012; Chen ve dig., 2013; Adedara ve dig., 2014; Liu ve
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dig., 2014). Ayrica akrilamidin steroidogenik yolakla ilgili genlerin ifade diizeylerini
nasil etkiledigini gosteren sinirli sayida in vivo ¢alisma (Camacho ve dig., 2012)

bulunurken in vitro ¢alisma yoktur.

Ergin si¢anlarla yapilan bir ¢alismada deney gruplarina 14 giin boyunca bisfenol AF
maddesi 2, 10, 50 ve 200 mg/kg dozlarinda gavaj yoluyla uygulanmistir. Bisfenol
AF’nin kolesterol tasinmasinda ve steroidogenezde rol alan genler {izerine etkisine
bakildiginda 200 mg/kg uygulama yapilan grupta StAR, Cypllal ve HSD17B
genlerinin ifade diizeyinde kontrol grubuna gore anlamli bir azalma goriilmektedir.
Ancak; bisfenol AF uygulanan gruplarla kontrol gruplari karsilastirildiginda HSD3B ve
Cypl7a genlerinin anlatiminda anlamli bir degisiklik goriilmemektedir (Feng ve dig.;
2012).

Chen ve digerleri (2013) dibiitil ve monobiitil fitalatlarin Leydig tiimér hiicrelerinde
(MLTC-1 hiicre soyu) steroidogenik yolaktaki etkilerini incelemek igin yaptiklari
calismada hiicrelere 24 saat boyunca 0.01, 1, 100 umol/l dozlarinda dibiitil fitalat ve 0.1,
10, 1000 pmol/l dozlarinda monobiitil fitalat uygulamiglardir. Her iki maddede de artan
uygulama dozlarina bagl olarak P450scc, HSD3B ve P450c17 genlerinin mRNA
seviyelerinde kontrol grubuna gore azalma tespit etmislerdir. Yapilan bir diger
calismada da fare Leydig tiimor hiicrelerine hCG uyarimi yapilarak 0, 10(-9), 10(-8),
10(-7) ve 10(-6) M monobiitil fitalat 24 saat siireyle uygulanmistir. StAR mMRNA
seviyesi ve protein miktarinda 10(-9) ve 10(-8)M konsantrasyonlarinda bir degisiklik
gozlenmezken, 10(-7) ve 10(-6) M monobiitil fitalat hem mRNA seviyesinde hem de
protein miktarinda artisa sebep olmugstur. 3B-HSD ve p450scc protein miktarlarinda ise
24 saatin sonunda bir degisiklik gozlenmemistir. Ayni calismada SF-1 ve GATA-4
transkripsiyon faktorlerinin de DNA’ya baglanma oranlarina ve protein miktarlarina
bakilmig ve diisiik doz gruplarinda (10(-6)M) bu transkripsiyon faktorleri ile StAR
promotdr bolgelerinin DNA’ya baglanma oranlarinda artis gozlenmistir (Hu ve dig.,
2013).

Farelerden izole edilen Leydig hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada 1, 5, 10, 20 ug/ml
zearalenon 1, 6, 12 ve 24 saat boyunca hiicrelere uygulanmistir ve tiim gruplar 0.2 nmol
cAMP ile inkiibe edilmistir. Cypllal, Cypl7al ve HSD17B genlerinin mRNA

seviyelerinde artan zearalenon konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak anlamli bir
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azalma goriilmistiir. StAR geninin ekspresyonunda ise uygulama dozu ve siiresinden
bagimsiz olarak artis tespit edilmistir. HSD3B geninin mRNA seviyesinde de artan doza

ve zamana bagl olarak yiikselme gézlenmistir (Liu ve dig., 2014).

Khan ve digerleri (2013) sicanlarla yaptiklar1 ¢alismada deney grubundaki hayvanlara
28 giin siireyle 40 ppm arsenik uygulamislardir. Deney grubundaki sicanlardan izole
edilen Leydig hiicrelerinde StAR ve Cypllal genlerinin ekspresyonlarmin kontrol

grubuna gore anlamli diisiis gosterdigi tespit edilmistir.

60 giin boyunca 4 ve 8 mg/kg akrilamid uygulanmis sicanlardan elde edilen testis
dokulariyla yapilan bir ¢alisgmada StAR, Cypllal, Cypl7al VE HSD3B genlerinin
ifade diizeylerine bakilmistir. Deney sonucunda, 8 mg/kg dozunda StAR ve Cypllal
genlerinin ifade diizeyinde kontrol grubuna gore anlamli bir artis gézlenmistir. Cypl7al
ve HSD3B genlerinin mRNA seviyelerinde ise bir etki goriilmemistir (Camacho ve
dig.,2012).

Bu tez calismasinda 0.1 mM ve 2 mM konsantrasyonlarinda akrilamide 24 saat siireyle
maruz biraktigimiz TM3 Leydig hiicrelerinde deney sonunda StAR geni ifade
diizeyinde her iki grupta da kontrol grubuna gore anlamli bir artis gézlenmesi Camacho
ve digerlerinin 2012 yilinda yaptiklar1 calisma ile de paralellik gostermektedir. StAR
geninin ekspresyonundaki bu artis GATA-4 ve Nur77 transkripsiyon faktorlerinin gen
anlatimindaki artan akrilamid dozuna bagl artistan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Steroidogenik ~ yolakta  mitokondriye  tasinan  kolesterolden  pregnenolon
olusturulmasinda goérevli Cypllal geninin ifade diizeyinde 0.1 mM AA grubundaki
artis da Camacho ve digerlerinin (2012) yaptig1 caligmayla benzerlik gostermektedir.

Pregnenolonun progesterona ¢evrilmesinde gorevli HSD3B geni, olusan progesteronu
androstenedione doniistiren Cypl7al ve steroidogenik yolakta son basamakta
androstenediondan testosteron olugmasimi saglayan HSDI17B genlerinin ifade
diizeylerinde 24 saatin sonunda 0.1 mM akrilamid uygulanan gruplarda kontrole gore
anlaml bir diisiis goriilmektedir. Akrilamidin sadece diisiik dozunda goriilen HSD3B,
HSD17B ve Cypl7al genlerinin ifade diizeyindeki azalis, Yang ve digerlerinin (2005b)
akrilamidin diisiik dozunda gordiikleri testosteron seviyesindeki diisiisiin, bu genlerin

ifade diizeyindeki degisiklikler sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Gergeklestirilen bu tez ¢aligmasi akrilamidin TM3 Leydig hiicre canliligini azalttigini ve
serbest testosteron miktarint olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir. Akrilamid
maddesinin steroidogenik yolak iizerindeki etkilerine bakildiginda StAR proteinin gen
ifadesini arttirdigini; ancak mitokondri disinda islev goren steroidogenik enzimlerin gen
ifade diizeylerinde 0.1 mM dozunda kontrol grubuna gore anlamli diisiislere neden
oldugu goriilmistiir. Bu sonuglar akrilamidin Cypllal, HSD3B ve HSD17B genlerinin
ifade seviyesini diisiirerek testosteron biyosentezini olumsuz yonde etkiledigini
gostermektedir. Yiksek doz akrilamide maruz kalan gruplarda HSD3B ve HSD17B
genlerinin mRNA diizeylerindeki artisin ise oOzellikle GATA-4 transkripsiyon
faktoriiniin 2 mM AA grubundaki artistan kaynaklandigr diistincesini ortaya ¢ikarmaistir.
Sonug olarak akrilamidin steroidogenik gen anlatiminda degisikliklere neden olarak

testosteron biyosentezini olumsuz yonde etkiledigi diistiniilmektedir.
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