T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTIiTUSU
TIBBi BIYOKIMYA ANABILIiM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

) ) Tez Y Oneticisi ) )
Dr. Ogr. Uyesi Giilben SAYILAN OZGUN

KAFEININ AKRILAMID UYGULANAN INSAN
KAYNAKLI HEPATOMA HUCRELERINDE PROTEIN
OKSIDASYONU VE ENDOPLAZMIK RETIKULUM
STRESINE ETKISI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Tugce KARABAS

Referans no: 10210495

EDIRNE-2020



T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
TIBBi BIYOKIMYA ANABILIiM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

) } Tez Y Oneticisi ) )
Dr. Ogr. Uyesi Giilben SAYILAN OZGUN

KAFEININ AKRILAMID UYGULANAN INSAN
KAYNAKLI HEPATOMA HUCRELERINDE PROTEIN
OKSIDASYONU VE ENDOPLAZMIK RETIKULUM
STRESINE ETKIiSI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Tugce KARABAS

Destekleyen Kurum: TUBAP-2018/266

EDIRNE-2020



TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogrenimim ve bu tezin
hazirlanmas1 siiresince bana gosterdikleri
her tiirli destek ve yardimdan dolay1
danmigman hocam sayin Dr. Ogr. Uyesi
Giilben SAYILAN OZGUN basta olmak
tizere, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Baskan1 sayin Prof. Dr. Selma SUER
GOKMEN’e, Tibbi Biyokimya Anabilim
Dal1 6gretim iyeleri sayin Prof. Dr. Sevgi
ESKIOCAK’a, saym Prof. Dr. Hakan
ERBAS’a, saym Prof. Dr. ilker
DIBIRDIKa ve sayin Dr. Ogr. Uyesi Eray
OZGUN’e ve tiim c¢alisma arkadaslarima,
calismamizi destekleyen Trakya
Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri’ne tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

GIRIS VE AMAC ... ueceerirereeeereresesesessssesssssesssssssesssesssssssosnsssssssenessoninens

GENEL BILGILER. ... eeeeeeeeeeeeese oot e et eee e eeeeaeeeeaeaesssreaisenaenns

AKRILAMIDIN YAPISI, METABOLIZMASI ve TOKSISITESI........co........
OKSIDATIF STRES VE PROTEIN OKSIDASYONU.......cccevurerrrrererersererennsens.
ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESH......cccoceueeeueirennenenesesesesessesessssesesnsinnnes
SAPERONLAR......ccueveeteereressessesessessssessesssessesessesssessesessessssessessssessasessesassessasssosans
KATLANMAMIS PROTEIN CEVABL..........cccooveiiieiieseeeeseeeses s

GEREC VE YONTEMLER.......ucuoieerererenerenenereseniesieseseseesesensessssesenenns
BULGULAR. ..ottt ettt sttt
TARTISMAL ....oeurrerererneresnssessssessssssssisssissssssssasssssssssessssassssasssssssssessesassesans
SONUGCLAR . ....cccueveeneresseressesssesssssssssessesssssesnsesssssssissessassssssssasssssssssassesanes
OZETuecueeeeereeesrereresssssessesssessesssessesssessens

SUMMOARY ..ottt es sttt ne st ne sttt ettt anes s
KAYNAKLAR. ..ottt en st an s ene st an st ane st enessanes
SEKILLER LISTESI..cotiuiuetiiiiiiieeeeeeeeeee e,
OZGECMIS...ovieiireerererereseseesssesesesesessssesssssesessssssssssesssssssssssssssssssssssssssrsass
EKLER



AA
ATF4
CHOP
ER
GRP78
GSH
MTT
oS

PC
PERK
ROS
UPR

SIMGE VE KISALTMALAR

- Akrilamid
: Transkripsiyon aktive edici faktor 4
: C/EBP-homolog protein
: Endoplazmik retikulum
- Glukozla iligkili protein 78 kDa
: Glutatyon
: 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir
: Oksidatif stres
: Protein karbonil
- Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz
: Reaktif oksijen tiirleri

: Katlanmamus protein cevabi



GIRIS VE AMAC

Akrilamid (AA), kesfi 1950’1lere dayanan kokusuz, beyaz, kristalize yapida sentetik bir
kimyasaldir (1). Endiistriyel tiretimden deneysel arastirmalara kadar bir¢ok alanda gesitli
polimerleri sentezlemek i¢in siklikla kullanilmaktadir (2). Kizartma ve firinlama islemleri
sirasinda gidalardaki asparagin ile indirgenmis sekerler arasinda Maillard reaksiyonuyla AA
olustugu bildirilmistir (3). Genellikle kizarmis patates {irtinleri, ekmek, biskiivi ve kahve gibi
gida tiriinlerinde bulunur (1). Ayrica AA toksisitesi solunum, su Kirliligi ya da cilt temasi ile
de goriilebilmekte (4) ve norotoksisite, karsinojenite, genotoksisiteye neden olmaktadir (1).

Karaciger akrilamid metabolizmasinda primer organdir. HepG2 hiicre hatti, primer
hepatositlere benzemektedir. Bu nedenle kimyasallarla indiiklenen toksisite modellerinde
siklikla tercih edilmektedir (5).

AA toksisitesindeki hasar mekanizmalarindan birisi oksidatif strestir. AA hiicresel
redoks durumunu etkileyerek, sitotoksisite yol agan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olugsmasina neden olabilir (6). AA ile indiiklenen toksisite modelinde HepG2 hiicrelerindeki
intraselliiler ROS diizeyinde artis oldugu bildirilmistir (7). ROS diizeylerindeki artis, direkt
olarak aminoasitlerin veya diger hiicresel komponentlerin oksidasyonu ile olusan ara iiriinler
araciligiyla proteinlerde post-translasyonal modifikasyona yol agar. Protein karbonil (PC),
protein oksidasyonu i¢in sik kullanilan belirteglerden biridir (8).

Endoplazmik retikulum (ER)’da, sekretuvar ve transmembran proteinler dogal
formlarina katlanir ve aktiviteleri i¢in 6nemli post-translasyonel modifikasyonlara ugrarlar.
Cesitli uyaranlarla (modifiye proteinlerin birikmesi, yaslanma, patolojik hastaliklar, oksidatif
stres vb.) ER fonksiyonu bozulur ve ER stresi olusur. ER'de homeostazi yeniden saglamak,

katlanma kapasitesini arttirmak veya protein katlanmasi engellendiginde hiicre oliimiinii
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indiiklemek i¢in katlanmamis protein cevabi (UPR; unfolded protein response) aktive edilir
9).

Is1 sok protein (HSP) 70 ailesi iiyesi olan glukozla iliskili protein 78 (GRP78) bir ER
saperonudur. Fizyolojik kosullarda GRP78, ER membranina yerlesik stres sensorii olarak
gorev yapar ve membran proteinlerine bagli iken inaktif sekilde bulunur. ER stresi
olustugunda GRP78 bu proteinlerden ayrilarak aktif hale gecer ve yanlis katlanan proteinlerin
hidrofobik kisimlarma baglanir. Bu ayrilma, ii¢ ana yoldan olusan UPR kaskadini baslatir
(10).

Stres sensorii olarak gorev yapan ER membran proteinlerinden biri olan Protein kinaz
RNA benzeri ER kinaz (PERK) okaryotik translasyon baglatma faktorii 2o subiinitesinin
(elF2a) fosforilasyonu ile protein translasyonunu inhibe ederek liimende biriken protein
miktari1  azaltir, diger yandan transkripsiyon aktive edici faktor 4 (ATF4)'in
transkripsiyonunu uyarir (11). ATF4, C/EBP-homolog proteininin (CHOP) aktivasyonun en
onemli indiikleyicisidir. Ayrica, amino asit metabolizmasi (12) ve oksidasyon/rediiksiyon (13)
ile iligkilidir. CHOP’un oksidatif stresi indiikledigi ve apoptozda anahtar rol oynadigi
bildirilmistir (14). CHOP’un delesyonunun ER stresiyle iliskili oksidatif stresi azalttigi
gosterilmistir (15).

Kafein, bir metilksantin alkaloiddir, proksidan ve antioksidan o&zellikler
gostermektedir. Kafein, kahve, kakao c¢ekirdekleri, c¢ay yapraklari, kola tohumlarinda
bulunmaktadir (16). Hepatoprotektif etkileri bulunan kafeinin, oksidatif stresi azalttigi (17) ve
karaciger hastaliklarinin ilerlemesini 6nledigi bildirilmistir (18).

Literatiirde kafeinin akrilamid uygulanan insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde
protein oksidayonu ve ER stresi iizerine etkisini arastiran bir g¢alismaya rastlamadik.
Caligmamizda akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde kafeinin protein oksidasyonu ve ER
stresi lizerine etkisi ilk kez protein oksidasyonu belirteci olarak PC diizeyi ve ER stres

belirteci olarak GRP78, ATF4 ve CHOP protein diizeyleri dl¢iilerek gosterilmistir.



GENEL BIiLGILER

AKRILAMIDIN YAPISI, METABOLIZMASI ve TOKSISITESI

Akrilamid (genel ismi akrilik amid, IUPAC ismi 2-propenamid), beyaz renkli,
kokusuz ve vinilmonomer yapiya sahip kristal bir maddedir. AA (CH>=CH-C(O)-NHy),
polimer veya kopolimer formlarinda endiistrinin birgok alaninda (igme sularinin
temizlenmesinde ve endiistriyel atik sularin aritilmasinda, besinlerin islenmesinde, sabun
yapiminda, boya sanayinde, plastik {retiminde, kagit {iretiminde, yapistirict madde
yapiminda, zenginlestirilmis petroliin geri kazanilmasinda, sigara, kozmetik ve madencilikte
vb.) kullanilmaktadir (1,19). Monomer formunda toksik iken polimerik formda toksik
olmayan AA, molekiiler laboratuvarlarda jel kromatografisi ve jel elektroforezinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (20,21).

Akrilamid, 120°C’nin tlizerindeki sicakliklarda gidalardaki indirgen sekerlerin karbonil
grubu ile ¢ogunlukla serbest asparagin aminoasidinin amino grubu arasinda meydana gelen
Maillard reaksiyonunun ana iriiniidiir (22). Farkli baslangi¢c molekiilleriyle de dolayli olarak
akrilamid olugsmaktadir (Sekil 1). Asparagin aminoasidinin enzimatik dekarboksilasyonuyla
aciga c¢ikan 3-aminopropiyonamidin deaminasyonu ile, gliseroliin dehidrasyonu ile olusan
akroleinin oksidasyonuyla (23), serin aminoasidinin dehidrasyonu ve sistein aminoasidinin
hidrojen siilfid kayb1 ile olusan piriivik asidin indirgenmesiyle (24), karnosin, aspartik asit, -
alanin ve L-argininin termal bozunmasiyla akrilik asit olusmakta ve ortamdaki amonyak

kaynaklari ile reaksiyona girerek akrilamide dontismektedir (25).
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Sekil 1. Akrilamidin gidalarda temel olusum yollar: (26)

Akrilamid olusma orani, indirgen sekerlerin ve asparagin aminoasidinin oranina,
ortamdaki nem miktarina, uygulanan sicaklik derecesine ve islemin uygulanma siiresine bagl
olarak degisiklik gostermektedir (27).

Akrilamid iki yolla metabolize edilir. Akrilamid Glutatyon-S-Transferaz araciligiyla
glutatyon (GSH) ile direkt konjuge edilerek ya da sitokrom P450 CYP2E1 araciligiyla
glisidamid olarak isimlendirilen genotoksik bir bilesige epoksidasyon ve devaminda glutatyon
ile konjugasyona ugrayarak metabolize edilir (28). Akrilamid ve glisidamid hizli bir sekilde
merkaptiirik asit metabolitlerine doniiserek idrarla atilir (29).

Akrilamid, 1994 yilinda Uluslararast Kanser Arastirma Ajanst tarafindan “Olasi
kanserojen madde” olarak siniflandirilmistir. 2002 yilinda Toksisite, Ekotoksisite ve Cevre
Bilimsel Komitesi toksik (norotoksisite, genotoksisite, kanserojenlik, iireme ve gelisim
toksisitesi) Ozelliklerinden dolayr AA’nin insan saglig iizerinde olumsuz etkileri oldugunu
bildirmistir (2,30). Rawi ve ark. siganlara 28 giin 15 mg/kg dozunda AA verildiginde
karaciger dokusunda Kupffer hiicre ¢ogalmasi, 16kosit infiltrasyonu, hepatosit dejenerasyonu,

apoptoz ve vakuollesmeler saptamistir (31).



OKSIDATIF STRES VE PROTEIN OKSIDASYONU

Serbest radikaller; genel olarak kovalent bagli bir molekiiliin ortak elektronlarindan bir
tanesini kaybetmesi, radikal olmayan bir molekiil ya da atomun tek bir elektron kaybetmesi
veya kazanmasiyla olusmaktadirlar (32). Serbest radikaller; oksijen, azot ve kiikiirt olmak
tizere li¢ temel elementten olusmakta ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri,
reaktif siilftir tiirleri olarak adlandirilmaktadirlar. En 6nemli radikaller siiperoksit anyon
radikali, hidrojen peroksit, hidroksil ve peroksit radikalidir (33).

Antioksidan mekanizmalar, hiicreleri serbest radikallerden korumak i¢in redoks
dengesini devamli olarak siirdiirmektedir. Antioksidan savunma mekanizmalari ve ROS
arasindaki dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi durumu oksidatif stres (OS) olarak
adlandirilmaktadir. Bu dengesizlik sonucu, hiicresel stres ve hasar meydana gelmektedir (34).
OS’nin Parkinson, Alzheimer, Huntington, enzimopati, immiin sistem bozukluklari, diyabet,
kardiyovaskiiler bozukluklar, kanser ve toksik karaciger hastaliklarna etkisi bulunmaktadir
(35).

ROS, fizyolojik sartlarda hiicresel metabolizmanin yan {irlinii olarak disiik
konsantrasyonda tretilmektedir (13) ve dengeyi bozmadiklari siirece sinyal iletimi,
diizenleme ve patojenlerle savunmada gorev alirlar. ROS, hiicrenin antioksidan sistemleri
tarafindan detoksifiye edilerek hiicredeki lipidler, karbonhidratlar, proteinler ve niikleik
asitlerde olusabilecek oksidatif hasar1 ortadan kaldirmaktadir (34).

ROS diizeylerindeki artig, direkt olarak aminoasitlerin veya diger hiicresel komponentlerin
oksidasyonu ile proteinlerde post-translasyonal —modifikasyonlara yol agar. Bu
modifikasyonlardan biri de protein karbonilasyonu olarak bilinen proteinlere aktif karbonil
gruplarinin eklenmesidir ve protein oksidasyonu 6l¢iimii i¢in en sik kullanilan belirteglerden
biridir (8). Proteinlerin karbonillenmesi geri doniisiimsiiz bir oksidatif hasardir ve siklikla
protein fonksiyon kaybina yol agar, bu da hastalik kaynakli protein fonksiyon bozuklugunun
ve ciddi oksidatif hasarin yaygin bir gostergesidir. Orta derecede karbonillenmis proteinler
proteazomal sistem tarafindan yikilirken, agir karbonillenmis proteinler, yikima direngli olan
ve hasarli veya katlanmamig proteinler olarak biriken yiiksek molekiiler agirlikli agregatlar

olusturma egilimindedir (36).

ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESI
Endoplazmik Retikulum; yassilasmis kesecikler, dalli tiibiiller, sisternal membran

agindan olugsan ve tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan bir organeldir. Bu organel, diiz
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(graniilsiiz) ve kaba (graniillit) ER olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Diiz ER’nin baslica
gorevleri; ilag metabolizmasi, ER’nin trigliserid ve kolesterol biyosentezi, hiicre i¢i kalsiyum
homeostazi ve sekresyonudur (37). Kaba ER ise, polipeptidlerin sentezlenmesi, dogru
katlanmas1 ve post-translasyonel modifikasyonundan sonra fonksiyonel ozellik
kazanmasindan sorumludur (38).

Fizyolojik kosullarda, katlanmamis polipeptidlerin olusum hiz1 ile ER'nin katlama
kapasitesi arasinda bir homeostatik denge bulunmaktadir (39). Viral enfeksiyon, oksidatif
stres, artan sicaklik, enerjinin (ATP) azalmasi, hipoksi, glikoz yoksunlugu, kalsiyum
depolarinin tiikenmesi, hiicre dongiisii, gelisim stireci, saperon eksikligi, protein sentezi artist,
katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinlerin birikimi gibi faktorler ER i¢in onemli stres
uyaranlaridir. Stres uyarani varhiginda ER’deki homeostatik denge bozulur ve yanlis
katlanmis proteinler birikir. Bu durum ER stresi olarak adlandirilmaktadir (40).

Lenfositler, asiner hiicreler, pankreas beta hiicreleri ve hepatositler gibi ER organeli
bakimindan zengin ve protein sentezinden sorumlu hiicrelerde fizyolojik adaptif cevaplar 6zel
bir 6neme sahiptir. ER stresi, translasyon veya yanlis katlanmis protein miktar arttiginda
apoptotik yollarin aktivasyonu ile sonuglanan patolojik bir yanit olusturmaktadir (41). Bu
patolojik yanitin karaciger, bobrek ve noronal defektler ile birlikte akut hastaliklarla iliskisi

oldugu gosterilmistir (42).

Saperonlar

Tim memeli hiicrelerinde bulunur. Proteinlerin katlanma katalizorleri olarak bilinirler.
Saperonlar, proteinlere tersiyer yap:1 kazandirmaz ancak yeni sentezlenmis proteinlerin ara
maddeler ile etkilesimini Onleyerek dogru katlanmasina aracilik ederler. Ayrica yiiksek
konsantrasyonda ROS maruziyeti, zehirlenme, ani sicaklik degisimleri gibi stres
olusturabilecek sartlar altinda denatiire olmus proteinlerin yeniden katlanmasina yardimeci
olurlar (43).

Is1 sok proteinleri, hiicresel strese karsi ilk savunma hatt1 ve molekiiler saperonlardir.
Bu saperonlardan bazilari: Is1 sok protein 70 (HSP70- Heat shock protein 70 kDa) ailesi iiyesi
olan GRP78/BIP, 1s1 sok protein 90 ailesi iiyesi olan glukozla iliskili protein 94, glikoprotein
iliskili kalretikulin ve kalneksindir (44). GRP78, HSPAS gen firiinii olan ve yaygin kullanilan
bir ER stres belirtecidir (45). GRP78, HSP70 ailesinin diger tiyeleri gibi polipeptitlerle
spontane olarak etkilesime girmeyen bir ATP’azdir ve ER limeninde en ¢ok bulunan

saperondur. GRP78, ER disinda niikleus ve mitokondride bulunmaktadir (46).
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Katlanmams Protein Cevabi

ER’de bir uyaran ile stres olustugunda, ER i¢inde transmembran reseptorlere bagl
olan intraliiminal saperon GRP78, protein katlanmasina yardimci olmak icin stres sensor
proteinlerinden ayrilarak aktif hale gecer ve yanlis katlanan proteinlerin hidrofobik
kisimlarma baglanir. Bu ayrilma ile ER'de katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak
isimlendirilen bir kaskad baglar (10) (Sekil 2).

PERK
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Sekil 2. Katlanmamus protein cevabi (UPR) sinyal yollari (47)
1 Azalma 1J: Artma

UPR’de ilk adim ER'de transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde homeostazi yeniden
saglamak, protein sentezini yavaglatmak, saperon sentezini ve katlanma kapasitesini
arttirmaktir. Bu adim basarisiz olursa, yanlis katlanan proteinler ubikutinlenir ve 26S
proteozomlar: tarafindan yikilmak tizere ER iliskili protein degradasyon (ERAD-ER
Associated Degredation) proteini ile sitozole aktarilir (48). Hiicre ilk iki adim ile homeostatik

dengeyi geri kazanamazsa ¢evre dokuya zarar vermemesi i¢in apoptoza gider (49).



Katlanmamig protein cevabini baglatan N terminali ER liimeninde, C terminali
sitozolde bulunan ii¢ 6nemli transmembran stres sensor proteini bulunmaktadir. Bunlar;
Protein Kinaz RNA Benzeri Endoplazmik Retikulum Kinaz (PERK), Inositol Aracili
Transmembran Endoniikleaz-1, Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii-6 (ATF6)’dir (50).

ER membranina bagli bir serin treonin kinaz olan PERK, GRP78'in ayrilmasiyla
otofosforilasyona ve dimerizasyona ugrayarak aktif hale gelir. PERK’ in temel gorevi;
Okaryotik translasyon baslatma faktorii 2o subtinitesinin fosforilasyonu ile protein
translasyonunu inhibe etmek ve ER’nin yliikiinii azaltmaktir. PERK, cAMP yanit elemani
baglayic1 transkripsiyon faktorlerinin bir iiyesi olan ATF4'in transkripsiyonunu arttirir.
Sentezi artan ATF4; amino asit tasiyicilari, saperonlar ve CHOP gibi birgok genin
ekspresyonunu indiikler (51). ATF4 ayrica antioksidan cevap gelistirilmesi ve mitokondri
iliskili kalsiyum seviyelerinin diizenlenmesi i¢in redoks reaksiyonlarini diizenlemektedir (13).
Katlanmamis protein cevabinin her iki kolunda da (Protein Kinaz RNA Benzeri Endoplazmik
Retikulum Kinaz, Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii-6) preapoptotik asamada aktive
olabilen CHOP, primer olarak PERK yolundan ATF4 araciligiyla indiiklenir. Endoplazmik
retikulum oksidaz loa proteini, CHOP varliginda aktive olur ve endoplazmik retikulum
oksidaz la proteini, inositol 1,4,5-trifosfat reseptor aracili bir mekanizma yolu ile kalsiyumun
ER’den sitozole gegisini artirarak kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II’yi aktive
eder. Aktivite kazanan kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz 1I, NADPH oksidaz 2'yi
indiikkleyerek OS olusturur (52). ER, CHOP sentezlendiginde sitokin ekspresyonunu
giiclendirerek de ROS olusumunu arttirir (53). ER stresi ile iligkili CHOP’a bagli oksidatif
stres olustugu ve CHOP’un delesyonunun apoptozu ve ROS birikimini engellendigi
bildirilmistir (15). ATF4 tarafindan indiiklenen bir diger gen olan GADD34 (Biiyiimenin
durdurulmast ve DNA hasarina bagli protein) fosfataz 1’e baglanarak elF2a'y1 defosforile
eder ve boylece protein translasyonunun siirdiiriilmesini saglayan bir negatif feedback
mekanizmasi olusturur (51).

ER strese bagli baglatilan apoptozda ii¢ ana yol bilinmektedir. Bunlar CHOP un
transkripsiyonel olarak uyarilmasi, c-Jun NH2-terminal kinaz yolaginin aktiflesmesi ve
kaspaz-12 aktivasyonudur (47). CHOP, ER stresine bagli olarak gelisen apoptozda énemli bir
proapoptotik gendir (45). Indiiklenen CHOP; B lenfoma hiicresi-2 (Bcl-2), néronal hiicre
Olimii ile indiiklenebilir protein kinaz, biiylimenin durdurulmasi ve DNA hasarina bagh
protein gibi bir¢ok pro ve antiapoptotik genleri diizenlemektedir (11). CHOP, ndronal hiicre

olimi ile indiiklenebilir protein kinaz geninin promotdriine dogrudan baglanarak
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ekspresyonunu diizenler, bu baglanma sitoprotektif Akt aktivasyonunu inhibe ederek
apoptoza neden olur. B lenfoma hiicresi-2 proteinlerin aktive edilmesi mitokondriyal
depolarizasyona neden olan kalpain aktivasyonunu ve ROS'u arttirmaktadir Ayrica c-Jun
NH2-terminal kinaz ile birlikte apoptozu modiile eden kaspaz 4 aktivasyonunu da
arttirmaktadir (54).

KAFEIN

Kafein (1,3,7 trimetilksantin), kakao c¢ekirdekleri, kola tohumlari kahve ve c¢ay
yapraklar1 gibi altmistan fazla bitki tiiriinde dogal olarak bulunan bir alkaloiddir (Sekil 3).
Antioksidan ve proksidan oOzellik gostermektedir (16,55). 1820 yilinda kimyasal
izolasyonundan sonra diinyada agr1i kesici ve cesitli regeteli-recetesiz satilan ilaclarda

terapotik olarak en sik kullanilan etken maddedir (56).

o) CHs
H3C KNJ\/[N;
0)\?1 N/

CHs
Sekil 3. Kafein molekiiliiniin yapis1 (57)

Fizyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle popiiler olan kafein apne, bas agrisi,
uykusuzluk i¢in planlanan tedavilerde giiniimiizde kullanilmaktadir (58). Hepatoprotektif
etkileri bulunan kafeinin (18) oksidatif stresi azalttigi (17) ve karaciger hastaliklarinin
ilerlemesini 6nledigi ve karacigeri yaglanmaya kars1 korudugu bildirilmistir (59).

Yar1 omrii yaklasik 4 saat olan kafein oral olarak alindiktan sonra gastrointestinal
sistemden ortalama 45 dakika sonra tamamen emilmekte, en yiiksek plazma
konsantrasyonuna ise 30-120 dakika sonra ulagsmaktadir (60). Ayrica yar1 omiir, hamilelik,
sigara kullanimi, karaciger yetmezligi, emilim ve maksimum konsantrasyona ulasim siireleri
gibi metabolik farkliliklar ve ekzojen faktorlere bagl olarak da degisim gostermektedir

Karaciger, kafein metabolizmasinin oncli gorevini hepatik mikrozomal enzim
sistemindeki sitokrom P450 1A2 (CYP1AZ2) ile yerine getirmektedir. Bu enzim, kafein
klirensinin % 90-95'ini olusturur (61).



Kafein; adenozin reseptorlerinin antagonizmasi, hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonu ve
fosfodiesterazlarin inhibisyonu olmak iizere hiicre diizeyinde ii¢ etki mekanizmasina sahiptir.
ER stresi iizerinde de rol alan hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonunda kafeinin gorevi,
sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum salimini baslatmak ve yeniden alimini inhibe etmektedir
(62).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onayland1 (TUTF-BAEK 2018/266, onay tarihi:17.09.2018) (Ek-1).

Kullanilan kimyasallar ve temin edilen firmalar asagidaki listede verilmistir.

Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler
Akrilamid (Merck)

Amonyum persiilfat (Sigma Aldrich)
Antibiyotik-Antimikotik (Thermo)

ATF4 antikoru (Abcam)

Bakir (II) siilfat pentahidrat (Sigma)
Bromofenol mavisi (Sigma Aldrich)

CHORP antikoru (Santa Cruz)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma)

Eagle'in Minimum Esansiyel Medyumu (EMEM)-fenol red iceren (Wisent)
EMEM-fenol red icermeyen (Wisent)
Etilendiamin tetra asetik asit EDTA (Sigma)
Fetal Sigir Serumu (Thermo)

Folin reaktifi (Merck)

Gliserol (Sigma)
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Glisin (Sigma)

Glukozla iligkili protein 78 (GRP78) (Abcam)
Hidroklorik asit (%37) (Merck)

Hidrojen peroksit (Merck)

Isopropanol (Honeywell)

Kafein (Sigma)

Kemiliiminesans substrat (Thermo)

Metanol (Merck)

N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck)
N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (TEMED ) (Sigma Aldrich)
Poliviniliden diflorid (PVDF) membran (Roche)
Pre-stained Protein Ladder (Thermo)

Protein karbonil antikoru (Abcam)

Sekonder antikorlar (Abcam)

Si1gir Serum Albumini (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)

Sodyum karbonat (Merck)

Sodyum klortir (Sigma)

Sodyum potasyum tartarat (Merck)

Tuzlu fosfat tamponu (PBS) tablet (Thermo)

Tiibiilin antikoru (Abcam)

Tween 20 (Sigma)

Yagsiz siit tozu (Sigma)
2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propanediol (Tris) (Sigma)
2-merkaptoetanol (Sigma)
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
%0.25 Tripsin-EDTA (Thermo)

Deneylerde Kullanilan Plastik ve Cam Laboratuvar Malzemeleri
Balon joje (Isolab)
Beher (Isolab)

Flask 75 cm? (Nest)
12



Hiicre kaziyici (Biosorfa)

Meziir (Isolab)

Mikroplaka (96 kuyucuklu) (SPL)

Petri Kab1 (90*16 mm) (SPL)

Steril otomatik pipet uglar1 (20, 200 ve 1000 uL )(Isolab)
Steril santrifiij tiipti (15 ve 50 mL) (Isolab)

Steril serolojik pipetler (5, 10 ve 25 mL) (Isolab)

Steril siringa filtre (Biosorfa)

Analizlerde Kullanilan Aletler

Biyogiivenlik Kabini (Thermo Scientific Safe 2020)

Calkalayic1 (Cleaver Scientific CW23)

Dikey Elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Omnipage Mini Vertical System)
Distile su cihazi (Niive)

Elektronik tart1 (Sartorius AG)

Faz Kontrast Invert Mikroskop (Olympus CKX 53)

Gli¢ kaynagi (Cleaver Scientific)

Homojenizatdr (Next Advance Bullet Blender Storm)

Is1 kontrollii UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu UV 1700A)
Isitmali manyetik karistiric1 (Daihan Scientific WiseStir)
Karbondioksitli inkiibatér (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371)
Kemiliiminesans Goriintiileme Sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System)
Mikrobiyolojik inkiibator (Thermo Scientific Heratherm IMC-18)
Mikroplaka okuyucu (Biotek pQuant)

Otomatik pipetler (Eppendorf ve Capp)

pH metre (Inolab)

Santrifiij (Heraeus multifuge 3 S-R)

S1v1 Azot Tanki (Air Liquide GT21)

Su banyosu (GFL 1083)

Vortex (Velp Scientificia)

Western blotting sistemi (Cleaver Scientific Semi Dry Blotter)

-80°C Derin Dondurucu (Heraeus HER Afreeze)
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Hiicre Kiiltiiri

Bu calismada Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda sivi
azot tankinda depolanan HepG2 hiicreleri kullanildi. Tiim hiicre kiiltiirii ¢alismalari, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali hiicre kiiltiiri laboratuvarinda bulunan Laminar Airflow
biyogiivenlik kabininde ve steril malzemeler kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan sivi
azot Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden satin alindi. Deneylerde 15-25. pasajlar arasindaki %80 doluluk oranina sahip
hiicreler kullanilmistir. HepG2 hiicreleri %10 fetal bovin serum ve %1 antibiyotik-antimikotik
iceren EMEM ile 75 cm?lik flasklarda kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin besiyeri 3 giin arayla
degistirilmis ve pasajlama 1:4 oraninda yapilmistir. Hiicrelerin yasamasi i¢in gerekli ortam,

37°C sicakliga sahip, nem ve %5 oraninda COz igeren bir inkiibatdr ile saglanmustir.

AKkrilamidin Hiicre Canlhihgina Etkisi

Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplakalara 10* insan kaynakli hepatoma hiicresi
ekildi. Belirlenen konsantrasyonlarda akrilamid (10, 1000 ve 10000 uM) besiyerinde ¢oziildii.
Bu mikroplakalara kontrol grubunda yalnizca besiyeri olacak sekilde sirasiyla hazirlanan AA
dozlar1 uygulandi. 24 saat boyunca inkiibe edilerek hiicre canliligina etkisi, Mossmann ve
arkadaglarinin  3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) hiicre
canlihig testi ile gosterildi (63). Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar bosaltildi ve her bir
kuyucuga fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS)’nde ¢oziinmiis 5 mg/mL konsantrasyonunda 10
pL MTT ve 100 pL renksiz EMEM konularak 37°C'de nemli ve %5 COz igeren inkiibatorde 4
saat siireyle inkiibe edildi. MTT ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra olusan formazan
kristallerinin 200 uL. DMSO ve 25 uL Sorenson tamponu (0.1 M glisin, 0.1 M sodyum klortir,
pH=10.5) ile ¢oziinmesi saglandi ve olusan renk mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik
olarak 570/630 nm’de 6lciildii (64). Olgiilen absorbanslar kontrol grubunun ortalamasina

boliindii ve elde edilen sonuglar ayn1 plakadaki kontrol grubunun yiizdesi olarak verildi.

Akrilamid ile Es Zamanh Uygulanan Kafeinin Hiicre Canlihigina Etkisi

HepG2 hiicrelerinde akrilamid ile es zamanli uygulanan kafeinin hiicre canliligina
etkisi yukarida anlatildigr sekilde ayni sayida hiicre ve ayni yontem ile gosterildi (63,64).
Kafein, 10000 uM AA igeren besiyerinde ¢oziildii ve hiicreler 10, 50 ve 200 uM
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konsantrasyonda kafein ile 24 saat siireyle inkiibe edildi. Kontrol grubuna yalnizca besiyeri,

akrilamid grubuna sadece AA uygulandi.

Hiicre Homojenizasyonu

Hiicrelere yukarida bahsedilen sekilde deneysel prosediir uygulandi. Uygulamadan 24
saat sonra hiicreler soguk PBS ile yikand1 ve 10 mM Tris (pH=8), 50 mM EDTA, %1 SDS
(W/v) igeren 90°C'ye 1sitilmis sicak liziz tamponu ile kazindi. Numuneler, 90°C’de 10 dakika
inkiibasyon sonrasi insiilin enjektoriinden gecirilerek homojenize edildi. Homojenatlar 2000
g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlar total protein tayini ve jel

elektroforezinde kullanilmak {izere porsiyonlandi.

Total Protein Ol¢iimii

Total protein 6l¢iimii, Lowry ve ark.’nin (65) metoduna gore yapildi. Bu metodun
prensibi, alkali ortamda bakir iyonu (Cu?") peptid baglari ile bir kompleks olusturur ve bakir
iyonunun yiikii +1’e indirgenirken proteinlerin yan zincirinde yer alan tirozin, triptofan ve
sistein aminoasitleri yiikseltgenir. Indirgenmis bakir iyonu ve agiga c¢ikan kompleks, Folin—
Ciocalteu reaktifiyle reaksiyon vererek yogun mavi bir renk olusturur (66). Olusan rengin
siddeti 660 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. Calismamizda homojenat ile esit hacimde
alkali bakir (%2 Na2COgz, 1M NaOH, %0.16 Na-K tartarat, %4 CuS0O4.5H20) iyice karistirilip
oda kosullarinda 10 dakika inkiibe edildi. Total hacmin 2 kat1 hacimde folin reaktifi eklenerek
karistirildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika daha inkiibe edildi. Siirenin sonunda 660

nm dalga boyunda absorbans degerleri spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel (SDS PAGE) Elektroforez Yontemi

Yukarida agiklanan sekilde elde edilen siipernatantlar kullanildi, ayrica ER stresi
indiikleyicisi olan tunikamisin 12 pM konsantrasyonda 24 saat siireyle uygulanarak elde
edilen siipernatant ER stresin pozitif kontrolii olarak kullanildi.

Elektroforez, Laemmli ve ark. (20) metoduna goére yapildi. Yiikleme jeli %4’liik,
ayirma jeli %8’lik olacak sekilde hazirlandi. GRP78, CHOP, ATF4 protein diizeylerinin
6l¢timiinde her bir numune igin 20 pg protein elektroforez jeline yiiklendi.
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Protein karbonil diizeylerinin 6l¢iimiinde, Reznick ve Packer tarafindan gelistirilen
metod kullanildi. Bu yontem protein yapisinda bulunan karbonil gruplarinin 2.4-
dinitrofenilhidrazin ile olusturduklari dinitrofenilhidrazonlarin olusturdugu rengin siddetinin
370 nm dalga boyunda 6l¢iilmesine dayanir (67). Homojenatlar, 21 puL %12 (w/v) SDS ve 42
puL 2,4-dinitrofenilhidrazin  (DNPH) c¢ozeltisi (trifloroasetik asit ile ¢ozildi) ile iyice
karigtirildi. 20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Siirenin sonunda 36 pL
noétralizasyon ¢ozeltisiyle reaksiyon durduruldu. PC diizeylerinin 6l¢limii i¢cin 5 pg protein

elektroforez jeline yiiklendi

Western Blot Yontemi

Tim proteinler icin elektroforez tamamlandiktan sonra proteinler jelden yari-1slak
western blot sistemi kullanilarak PVDF membrana aktarildi. Western blot cihazina sirasiyla
aktarim tamponu ile islatilmis whatmann kagitlari, 0.2 pum PVDF membran, jel ve tekrar
whatmann kagitlar yerlestirildi. 1 saatlik aktarim igleminin sonunda membranlar, %0.1 tween
20 igeren tris tamponlu tuzlu su (TBST, pH=7.5) ile hazirlanan yagsiz siit tozunda (%5, w/v)
oda sicakliginda 1 saat bloklandi. Bloklamadan sonra membranlar primer antikorlar (CHOP;
1:200, ATF4; 1:2000, PC; 1:5000) ile gece boyunca +4 °C’de, devaminda sekonder antikorlar
ile (CHOP ig¢in yabanturpu peroksidaz enzimi (HRP) keci anti-fare 1:10000, ATF4 ve PC i¢in
HRP kegi anti-tavsan 1:10000) oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Antikorlar ile
muamelelerden sonra membranlar 5 kez 5’er dakika TBST ile yikandi.

Western blot membranlarmin  kemiliiminesans  goriintillenmesi  i¢in  Trakya
Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastrma Merkezi
(TUTAGEM)’nden hizmet satin alindi. Protein bantlarmin goriintiilenmesinde HRP igeren
kemiliiminesans substrat kullanildi. TUTAGEM’de bulunan ve elektrokemiliiminesans
prensibiyle calisan cihazda membranlarda olusan bantlar goriintiiledi. Elde edilen protein
bantlarina ait yogunluklar Image-J programi kullanilarak hesaplandi (68). Ayni giin
membranlara stribbing yapildi. TBST tamponunda hazirlanan yagsiz siit tozu (%5, w/v) ile
oda sicakliginda 1 saat boyunca membranlar tekrar bloklandi. Bloklamadan sonra
membranlar, GRP78 antikoru (1:10000) ve yiikleme kontrolii olarak kullandigimiz alfa-
tiibiilin primer antikoru (1:10000) ile 1 gece boyunca +4°C’de inkiibe edildi. Primer antikorlar
ile uyumlu sekonder antikor uygulama ve goriintiileme asamalar1 yukaridaki prosediire uyarak
aym sekilde gerceklestirildi. Goriintiilemeden elde edilen kontrol ve numunelere ait bant

yogunluklar tiibiilin protein diizeyine oranlanarak ayni deneyde bulunan kontroliin kat1 olarak
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verildi (69,70). Deneysel prosediir ve 6lgiimler en az 3 kez tekrarlanarak sonuglar istastiksel

olarak degerlendirildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 20 programi (Lisans no: 10240642) kullanildi. Deney
parametrelerinin karsilagtirilmas1 icin Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar arasi
karsilastirma i¢in Tukey ve Tamhane testi kullanildi. Sonuglar ortalama+standart sapma

olarak ifade edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Genis konsantrasyon araliginda 24 saat siireyle uygulanan AA’nin HepG2 hiicreleri
tizerinde hiicre canliligina etkisi Sekil 4°te goriilmektedir. Hiicre canliligi; kontrol grubunda
%100.00+0.00, 10 uM AA uygulanan hiicrelerde %100.28+2.26, 1000 uM AA uygulanan
hiicrelerde %87.67+4.65, 10000 uM A A uygulanan hiicrelerde %57.13+6.61 bulundu. 10 uM
AA hiicre canliligin1 kontrole gore anlamli olarak degistirmedi (p>0.05). 1000 pM AA hiicre
canliligini, kontrole ve 10 pM AA uygulanan hiicrelere gére anlamli oranda azaltti (her ikisi
i¢in p<0.05). 10000 uM AA; kontrol, 10 uM ve 1000 uM AA uygulanan hiicrelere gore hiicre

canliligini anlamli olarak azaltt1 (tiimii i¢in p<0.05).

120

100
80 -
60 -
10 -
20 4
0L -

0 (Kontrol) 10
Akrilamid konsantrasyonu (uM)

Sonuglar 3 bagims:z deneyseltekrar igin ortalama £ standart sapma olarak ifade edildi (n=3)

Istatistiksel analiz igm Tek Yénli Varyans Anahin ve gruplar aras: karpilagtama igin Tukey testi kullanilds.
*: Kontrol ile kargtlagtinldiginda p<0.05.

#:10 pM aknlamid iz karplagtmldigmda p<0 05

1:1000 pM aknlamd ile karplagtinldigimda p<0.05.
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Sekil 4. Akrilamidin hiicre canhihgina etkisi
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Kafeinin HepG2 hiicrelerinde 10000 uM AA ile toksisite olusturulmus modelde hiicre
canliligina etkisi Sekil 5’te gosterilmistir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireli uygulama sonrasi
hiicre canliliklar1; kontrol grubunda %100.00+0.00, yalnizca 10000 uM AA uygulanan
hiicrelerde %58.10+1.21 bulunurken, 10000 uM AA ile birlikte 10 uM kafein uygulanan
hiicrelerde %58.03+2.88, 50 uM kafein uygulanan hiicrelerde %62.94+2.69, 200 uM kafein
uygulanan hiicrelerde %61.904+0.72 olarak bulundu. 10, 50 ve 200 uM kafein tedavisi 10000
uM AA uygulanan hiicrelerde hiicre canliligini anlamli olarak degistirmedi (timii i¢in

p>0.05).
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(10000 M)
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Sonuglar 3 bagims:z deneysel tekrar igin ortalama £ standart sapma olarak ifade edildi (n=3)

Istatistiksel analiz igin Tek Yénhi Varyans Anakizi ve gruplar arasi kargilagtima igin Tukey testi kullanilds.
*. Kontrol e karplagtinldianda p<0.03
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Sekil 5. Kafeinin akrilamid ile olusturulan toksisitede hiicre canlihigina etkisi

AA konsantrasyonlarinin HepG2 hiicrelerinde PC diizeylerine etkisi Sekil 6’da
gosterilmistir. AA nin HepG2 hiicrelerine 24 saat siire ile uygulama sonras1 PC diizeyleri i¢in
sonuglar kontrol grubunun ortalamasina boliinerek kontroliin kati olarak verildi. PC diizeyleri
10 uM AA uygulanan hiicrelerde kontrolin 1.26+0.15 kati, 1000 uM AA uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1.18+0.20 kati, 10000 pM AA uygulanan hiicrelerde ise kontroliin
2.04+0.62 kat1 bulundu. PC diizeyleri 10 ve 1000 pM AA uygulanan hiicrelerde kontrole gore
degismedi (her ikisi i¢in p>0.05). 10000 uM AA uygulanan hiicrelerde ise yalnizca kontrol
grubuna gore PC diizeylerinde anlamli olarak artig goriildii (her ikisi igin p<0.05)
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Istatistiksel analiz igm Tek Yénld Varyans Analin ve gruplar aras: kargilagtima igin Tukey testi kullandd:.
*: Kontrol le kargslagtinldiginda p<0.03.

Sekil 6. Akrilamidin protein karbonil diizeylerine etkisi
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Kafeinin 10000 uM AA ile toksisite olusturulan HepG2 hiicrelerinde PC diizeylerine
etkisi Sekil 7°de gosterilmistir. Kafeinin HepG2 hiicrelerine 24 saat siire ile uygulama sonrast
PC diizeyleri i¢in sonuglar kontrol grubunun ortalamasina bdéliinerek kontroliin kati olarak
verildi. PC diizeyleri, yalnizca AA uygulanan hiicrelerde kontroliin 2.04+0.10 kat1i, 10 uM
kafein uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.80+0.15 kati, 50 uM kafein uygulanan hiicrelerde
kontroliin 1.64+0.12 kati, 200 uM kafein uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.45+0.13 kat1
bulundu (timii i¢in p<0.05). 50 uM kafeinin, sadece AA uygulanan hiicrelere gére protein
karbonil diizeyindeki artis1 6nledigi, 200 uM kafein tedavisinin ise hem sadece AA hem de
AA ile birlikte 10 pM kafein uygulanan hiicrelere gore protein karbonil diizeylerini azaltmada
daha etkili oldugu gosterildi (tiimii igin p<0.05).
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Istatistiksel analiz igin Tek Yonla Varvans Analin ve gruplar aras: karglastuma igin Tukey testi kullanild:.
*: Kontrol de karplagtinldipinda p<0.05
T:10000 uM aknlamid de kargilastinldiginda p<0.05.
1:10000 M aknlamid- 10 pM kafeinile karplagtinidifinda p<0.05

Sekil 7. Kafeinin akrilamid ile olusturulan toksisitede protein karbonil diizeylerine
etkisi
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AA konsantrasyonlarinin HepG2 hiicrelerinde CHOP diizeylerine etkisi Sekil 8’de
gosterilmistir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siire ile uygulama sonrast CHOP diizeyleri kontrol
grubunun ortalamasina boliinerek kontroliin kati olarak verildi. CHOP diizeyleri 10 pM AA
uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.19+0.10 kati, 1000 uM AA uygulanan hiicrelerde kontroliin
1.50+0.21 kat1, 10000 uM AA uygulanan hiicrelerde ise kontroliin 2.26+0.19 kat1 bulundu.
CHOP diizeyleri 10 uM AA uygulanan hiicrelerde kontrole gore degismezken (p>0.05), 1000
uM AA uygulanan hiicrelerde kontrole gore anlamli olarak artti (p<0.05). 10000 uM AA
uygulanan hiicrelerde ise CHOP diizeyleri kontrole ve 10 uM ve 1000 uM AA uygulanan

hiicrelere kiyasla anlamli olarak artt1 (tiimii i¢in p<0.05).
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#:10 uM aknlamid ile karglaguinldiginda p<0.03

2:1000 uM akrilamid ile karsilagtmldsginda p<0.05.

Sekil 8. Akrilamidin CHOP diizeylerine etkisi
CHOP: C/EBP Homolog Protein
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Kafeinin 24 saat siire ile 10000 pM AA toksisitesi olusturulan HepG2 hiicrelerinde
CHOP diizeylerine etkisi Sekil 9°da gosterilmistir. CHOP diizeyleri AA uygulanan hiicrelerde
kontroliin 2.06+0.10 kati, 10 uM kafein uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.60+0.15 kati, 50
uM kafein uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.95+0.38 kati, 200 uM kafein uygulanan
hiicrelerde ise kontroliin 2.1740.09 kat1 bulundu (tiimi i¢in p<0.05). AA uygulanmis tim
hiicrelerde kontrole kiyasla CHOP diizeylerinde anlamli artis gozlendi (tiimii i¢in p<0.05). 10,
50 ve 200 pM kafein tedavisi AA uygulanan hiicrelerde CHOP diizeylerindeki artis1 anlaml
olarak 6nleyemedi (tiimii igin p>0.05). Ayrica 200 uM kafein tedavisi, 10 uM kafeine oranla
CHOP diizeylerini anlamli olarak arttird1 (her ikisi i¢in p<0.05).
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Sekil 9. Kafeinin akrilamid ile olusturulan toksisitede CHOP diizeylerine etkisi
CHOP: C/EBP Homolog Protein
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AA konsantrasyonlarinin HepG2 hiicrelerinde ATF4 diizeylerine etkisi Sekil 10°da
gosterilmistir. AA’nin HepG2 hiicrelerine 24 saat siire ile uygulama sonras1 ATF4 diizeyleri
kontrol grubunun ortalamasina boliinerek kontroliin kati olarak verildi. ATF4 diizeyleri 10
uM AA uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.05+0.05 kati, 1000 uM AA uygulanan hiicrelerde
kontroliin 2.92+0.29 kati, 10000 uM AA uygulanan hiicrelerde ise kontroliin 20.18+2.34 kati
bulundu (timii i¢in p<0.05). ATF4 diizeyleri 10 ve 1000 uM AA uygulanan hiicrelerde
kontrole kiyasla degismedigi (her ikisi i¢in p>0.05), 10000 uM AA uygulanan hiicrelerde ise
ATF4 diizeylerinin hem kontrole ve hem de diger dozlara gore anlamli olarak arttig1 gézlendi

(timii i¢in p<0.05).
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+:10 uM aknlamid e kargtlagtinldiginda p<0.05.
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Sekil 10. Akrilamidin ATF4 diizeylerine etkisi
ATF4: Transkripsiyon Aktive Edici Faktor 4
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Kafeinin 10000 uM AA ile toksisite olusturulan HepG2 hiicrelerinde ATF4
diizeylerine etkisi Sekil 11°de gosterilmistir. Kafeinin HepG2 hiicrelerine 24 saat siire ile
uygulama sonrast ATF4 diizeyleri kontrol grubunun ortalamasina boliinerek kontroliin kati
olarak verildi. ATF4 diizeyleri sadece AA uygulanan hiicrelerde kontroliin 19.64+4.20 kati,
AA ile birlikte 10 uM kafein uygulanan hiicrelerde kontroliin 17.84+3.24 kati, AA ile birlikte
50 uM kafein uygulanan hiicrelerde kontroliin 19.21+5.34 kati, AA ile birlikte 200 uM kafein
uygulanan hiicrelerde ise kontroliin 22.00+4.07 kati bulundu (timi i¢in p<0.05). AA
uygulanan tiim gruplarda kontrole gére ATF4 diizeylerinde anlamli artis gézlendi (tiimii igin
p<0.05). 10, 50 ve 200 uM kafein tedavisi 10000 uM AA uygulanan hiicrelerde ATF4

diizeylerini anlaml1 olarak degistirmedi (timii i¢in p>0.05).
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Sekil 11. Kafeinin akrilamid ile olusturulan toksisitede ATF4 diizeylerine etkisi
ATFA4: Transkripsiyon Aktive Edici Faktor 4
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AA konsantrasyonlarinin HepG2 hiicrelerinde GRP78 diizeylerine etkisi Sekil 12°de
gosterilmistir. AA nin HepG2 hiicrelerine 24 saat siire ile uygulama sonrast GRP78 diizeyleri
kontrol grubunun ortalamasina béliinerek kontroliin kati olarak verildi. GRP78 diizeyleri 10
uM AA uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.11+0.16 kati, 1000 uM AA uygulanan hiicrelerde
kontroliin 1.16+0.33 kati, 10000 pM AA uygulanan hiicrelerde ise kontroliin 1.73+0.17 kati
bulundu. GRP78 diizeyleri 10 ve 1000 uM AA uygulanan hiicrelerde kontrole kiyasla
degismedi (her ikisi i¢in p>0.05). 10000 uM AA uygulanan hiicrelerde ise kontrole ve diger
AA dozlarma (10, 1000 uM) kiyasla GRP78 diizeyleri anlamli olarak artti (tiimii i¢in p<0.05)
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#:10 uM aknlamid e karglagtinldijinda p<0.03
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Sekil 12. Akrilamidin GRP78 diizeylerine etKisi
GRP78: Glukozla iliskili protein 78
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Kafeinin AA ile toksisite olusturulan HepG2 hiicrelerinde GRP78 diizeylerine etkisi
Sekil 13’te gosterilmistir. Kafeinin HepG2 hiicrelerine 24 saat siire ile uygulama sonrasi
GRP78 diizeyleri kontrol grubunun ortalamasina boliinerek kontroliin kati olarak verildi.
GRP78 diizeyleri 10000 uM AA uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.74+0.14 kati, akrilamid
dozu ile birlikte 10 uM kafein uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.79+0.22 kati, 50 uM kafein
uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.75+0.19 kati, 200 uM kafein uygulanan hiicrelerde ise
kontroliin 1.94+0.19 kat1 idi (tiimii i¢in p<0.05). AA uygulanan tiim hiicrelerde GRP78
diizeylerinde kontrole kiyasla anlamli olarak yiikselme gozlendi (tiimii i¢cin p<<0.05). 10, 50 ve
200 pM kafein tedavisi 10000 uM AA uygulanan hiicrelerde GRP78 olusumunu
engelleyemediginden bu protein diizeylerinde anlamli olarak degisim goriilmedi (tiimii igin

p>0.05).
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Sekil 13. Kafeinin akrilamid ile olusturulan toksisitede GRP78 diizeylerine etkisi
GRP78: Glukozla iliskili protein 78
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TARTISMA

Akrilamid, suda ¢oziinebilen vinil monomer yapiya sahip, norotoksik ve genotoksik
etkileri olan bir maddedir (2). Ayrica karbonhidrat bakimindan zengin gidalarin 120°C’nin
tizerindeki sicakliklarda pisirilmesiyle spontane olarak olusmaktadir (71). Akrilamidin
viicuttaki etkisinin diger kanserojenlere benzedigi ancak diger gida kaynakli kanserojenlere
kiyasla daha yiiksek konsantrasyonlarda alindigi bildirilmistir (72). Oral yolla alinan
akrilamid primer olarak karacigerde metabolize edilmektedir ve karaciger igin toksik
etkilerinin oldugu gosterilmistir (73).

Proteinlerin  sentezlenmesi, dogru  sekilde katlanmasi,  post-translasyonel
modifikasyonu ve hiicre i¢inde farkli organellere ya da hiicre disina iletilmesi graniillii ER’de
gerceklesir (11). Protein katlanmasi patojenik enfeksiyon, kimyasal hasar, genetik mutasyon,
besin yoksunlugu gibi ¢esitli endojen veya ekzojen uyaranlardan etkilenebilen hassas bir
islemdir (50). ER, liimeninde katlanmamis veya yanlis katlanmis protein birikimiyle olusan
ER stresi durumunda, UPR yolaklarini aktive ederek kendi i¢c homeostasini saglamaya galisir
(74).

Proteinlerin dogru katlanmasina aracilik eden ER saperonlarindan biri olan GRP78
yaygin kullanilan bir ER stres belirtecidir. ER liimeninde hatali katlanmis veya katlanmamig
protein birikmesiyle ER membranindan ayrilarak hatali katlanmis proteinlere baglanir ve
UPR’yi baglatir (10). ER stres sensorii olarak rol oynayan proteinlerden biri olan PERK,
protein translasyonunu inhibe ederek ER’nin protein yiikiinii azaltmakta ayn1 zamanda ATF4

transkripsiyonunu arttirmaktadir.
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ATF4; ER fonksiyonu, ER stresiyle indiiklenen apoptoz, ER stres aracili ROS
tiretiminde yer alan genlerin ekspresyonlarini indiikkleyen bir transkripsiyon faktoriidiir ve
UPR'nin hiperaktivasyonunu onlemek i¢in eIF2a'nin fosforilasyonu yoluyla GADD34 aracili
negatif feedback mekanizmasi1 olan bir transkripsiyon faktoriidir ATF4’tin CHOP
ekspresyonunda ana indiikleyici oldugu kabul edilmektedir (11,13). CHOP, ER stres kaynakli
bir proapoptotik faktordiir (75). CHOP’un asir1 ekspresyonunun ER'de ROS iiretimini
arttirdig1 bilinmektedir (54).

Kafein; kahve, kakao ¢ekirdekleri gibi ¢ok fazla bitki tiiriinde dogal olarak bulunan bir
alkaloiddir. Kafeinin prooksidan ve antioksidan etkileri bildirilmistir (76).

Calismamizin amaci, kafeinin akrilamid uygulanan insan kaynakli hepatoma
hiicrelerinde protein oksidasyonu ve ER stresine etkisini arastirmaktir. In vitro karaciger
modeli olusturmak amaciyla bir¢ok yonden hepatositlere benzeyen HepG2 hiicreleri kullanildi
(77). HepG2 hiicreleri 24 saat siireyle 10, 1000 ve 10000 uM akrilamid ile inkiibe edildi. 1000
ve 10000 pM konsantrasyonlarinda akrilamid hiicre canliligini azaltirken, 10 pM
konsantrasyonda hiicre canliligin1 degistirmedi. Bu bulgumuz akrilamidin yiiksek dozlarinin
karaciger hiicrelerine sitotoksik etkisi oldugunu gostermektedir. Calismamizla benzer sekilde
literatiirde akrilamidin yiiksek konsantrasyonlarda HepG2 hiicrelerine toksik etkilerinin
bulundugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. (5,78,79).

Klinik ¢alismalarda kafein aliminin hepatoprotektif etkileri gosterilmis (18) ayrica
kafeinin karaciger hastaliklarinin ilerlemesini onledigi bildirilmistir (59) Giinlik kahve
tilketimine bagli olarak, plazma kafein konsantrasyonlarinin yetiskinlerde genellikle 2-10
mg/L (yaklasik 10-50 uM) arasinda oldugu bildirilmistir. 40 mg/L'den (yaklasik 200 uM)
yiiksek bir plazma kafein konsantrasyonunda toksik etkiler gdzlenmistir (80) Ozgiin ve
ark.’da HepG2 hiicre hattinda 24 saat siireyle uygulanan 200 uM konsantrasyonda kafeinin
toksik etkiler gostermeye basladigini bildirmislerdir (70). Bu nedenle, bu ¢alismada 10, 50 ve
200 uM kafein konsantrasyonlarinin akrilamid uygulanan HepG2 hiicreleri tizerindeki
etkilerini arastirdik. Kafeinin akrilamid uygulanan insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde
hiicre canlilifina etkisi bu calisma ile ilk kez gosterildi. 10000 pM AA ile es zamanli olarak
uygulanan 10, 50 ve 200 uM konsantrasyonlarda kafein tedavisinin hiicre canlilig1 tizerinde
etkisi olmadi.

Akrilamid karacigerde glutatyon ile konjuge edilerek viicuttan atilir. GSH ayrica ROS
uzaklastirmada viicuttaki en Onemli endojen antioksidandir ve ROS’u nétralize ederek

proteinlerin geri doniisiimsiiz inaktivasyonunu onler. AA maruziyeti asirt miktarda ROS
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tiretimine neden olur, GSH bu radikallere baglandigindan konsantrasyonu diiser. GSH
tiiketiminin artmasi oksidan/antioksidan dengesini bozar (81). Bu dengenin bozulmasi ve
ROS diizeylerindeki artis, proteinlerde post-translasyonal modifikasyona yol agar. Bu
modifikasyonlardan biri de protein karbonilasyonudur (8).

Literatiirde akrilamidin karaciger PC diizeyine etkisini arastiran az sayida calisma
bulunmaktadir (82,83). Calismamiz, bu c¢alismalara benzer sekilde akrilamidin HepG2
hiicrelerinde PC diizeyini arttirdigin1 gosterdi. AA toksisitesinin PC diizeylerini arttirmasinin
nedeni GSH tiiketiminin artmasina ve buna bagli olarak ROS diizeylerinin artmasiyla
oksidatif stresin indiikklenmesi olabilir. Bu ¢alismada ayrica kafeinin, akrilamidin yol actig1
protein karbonilasyonuna etkisi arastirildi. 10 uM kafein PC diizeylerini degistirmezken, 50
ve 200 puM kafein protein karbonilasyonunu anlamli olarak o6nledi. Bu durum kafeinin
antioksidan 6zelligini gostermektedir.

Akrilamid toksisitesinin ER stres ile iliskisini arastiran sadece iki ¢alisma
bulunmaktadir. Zebra baligiin yiizgeglerinden izole edilen fibroblast hiicrelerinde (BRF41) 6
saat siireyle uygulanan 10 mM AA’in ER stresi ve oksidatif stresi igeren hiicre i¢i sinyal
yollarin1 up regiile ettigi gosterilmistir (84). SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde
yapilan ¢alismada 10 mM AA’in farkli siirelerde (0, 1, 2, 4, 6, 8 saat) uygulanmasiyla hiicrede
ROS birikiminin arttigi ve buna bagh olarak elF2a-ATF4-CHOP sinyal kaskadinin aktive
oldugu ve apoptotik noronal hiicre 6liimiiniin indiiklendigi bildirilmistir (85). Calismamizda
yiikksek konsantrasyonda AA uygulanan hiicrelerde GRP78, ATF4 ve CHOP’un protein
diizeyleri artti. Bu bulgumuz yiiksek konsantrasyonda akrilamidin ER stresi arttirdigini
gostermektedir.

Literatiirde GRP78, ATF4 ve CHOP protein diizeyleri 6lgiilerek kafeinin akrilamid
uygulanan insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde ER stresi ilizerine etkisini gdsteren bir
calismaya rastlamadik. Calismamizda 10, 50 ve 200 uM kafein konsantrasyonlart GRP78,
ATF4 ve CHOP protein diizeylerindeki artist 6nleyemedi. Bu bulgularimiz ise uygulanan
kafein dozlarinin 24 saatlik siireyle ER stresi 6nlemede yetersiz kaldigin1 goéstermektedir.

Sonug olarak calismamiz yiiksek konsantrasyonda akrilamidin HepG2 hiicrelerinde;
hiicre canliligini azalttigini, protein oksidasyonu ve ER stresi arttirdigini gosterdi. Bu ¢alisma
ile insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde akrilamidin yiiksek konsantrasyonlariyla
olusturulmus ER stres iizerinde kafeinin bir etkisinin olmadig1 ancak 50 ve 200 uM kafeinin
oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir. Bu bakimdan kafein akrilamid toksisitesiyle iligkili

oksidatif stresin 6nlenmesinde faydali olabilir.
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SONUCLAR

Bu calismada kafeinin akrilamid uygulanan insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde
protein oksidasyonu ve ER stresine etkisini gostermeyi amagladik. Akrilamidin ve akrilamid
ile birlikte uygulanan kafeinin hiicre canliligina etkisini MTT testiyle Olcerek protein
oksidasyonu iizerine etkisini PC diizeylerini ve ER stresine etkisini, GRP78, ATF4 ve CHOP

protein diizeylerini dlcerek gosterdik.
Calismamizda elde edilen sonuglar soyledir:

1. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 1000 uM AA, kontrol ve 10 uM AA
uygulanan hiicrelere gore hiicre canliligini1 anlaml olarak azaltt1.

2. HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10000 uM AA, hiicre canliligini kontrol,
10 uM AA ve 1000 uM AA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltt.

3. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle 10000 uM AA ile birlikte uygulanan 10, 50 ve 200
uM kafein 10000 uM A A uygulanan hiicrelere kiyasla hiicre canliligini degistirmedi.

4. 10 ve 1000 uM AA uygulanan hiicrelerde, PC diizeyleri kontrole gére degismedi.

5. 10000 uM AA, PC diizeylerini kontrole gore anlamli oranda arttirdu.

6. 10000 uM AA ile birlikte uygulanan 50 uM kafein, PC diizeylerini 10000 pM AA’ya
gore azaltti.

7. 10000 uM AA ile birlikte uygulanan 200 uM kafein, PC diizeylerini 10000 pM AA ve
akrilamid ile birlikte 10 uM kafein uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltti.

8. 1000 uM AA, CHOP protein diizeylerini kontrole gore anlamli olarak arttirdi.
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9. 10000 uM AA, HepG2 hiicrelerinde CHOP protein diizeylerini kontrol, 10 ve 1000
uM AA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak arttirdi.

10. 10000 uM AA ile birlikte uygulanan 200 uM kafein, CHOP protein diizeylerini
kontrol ve AA ile birlikte uygulanan 10 uM kafeine gore anlamli olarak arttirdi.

11.10000 uM AA ATF4 protein diizeyleri kontrol, 10 ve 1000 uM AA’e gore arttirdi.

12. 10000 uM AA ile birlikte uygulanan 10, 50, 200 uM kafein, ATF4 protein diizeylerini
10000 uM AA uygulanmis hiicrelere gore degistirmedi.

13. 10000 uM AA, GRP78 protein diizeylerini kontrol, 10 ve 1000 uM AA’e gore anlamli
oranda arttird1.

14.10, 50 ve 200 uM kafein, GRP78 protein diizeylerini 10000 uM AA uygulanan

hiicrelere gore degistirmedi.

Sonug¢ olarak, bu ¢aligma akrilamidin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligini azaltarak
toksik etki gosterdigini, Kafeinin ozellikle yiiksek akrilamid dozlarinda olusan ER stresini

onleyemedigi, ancak protein karbonilasyonunu onleyebildigini gosterdi.
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OZET

Calismamizin amaci, kafeinin akrilamid uygulanan insan kaynakli hepatoma
hiicrelerinde protein oksidasyonu ve endoplazmik retikulum stresine etkisini aragtirmaktir.

Akrilamid ve akrilamid ile birlikte uygulanan kafeinin; hiicre canliligina etkisi 3-(4,5-
dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir testi ile, protein karbonil, glukozla
iliskili protein 78, transkripsiyon aktive edici faktor 4, C/EBP-homolog protein diizeyleri
western blot yontemiyle ol¢tildii.

HepG2  hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 1000 ve 10000 pM
konsantrasyonlarinda akrilamid hiicre canliligint anlamli olarak azaltt1 (her ikisi igin p<0.05).
10000 uM akrilamid, ER stres belirteci olan glukozla iliskili protein 78, transkripsiyon aktive
edici faktor 4, C/EBP-homolog protein diizeylerini anlamli olarak arttirdi (tiimi igin p<0.05).
Kafein uygulanan hiicrelerde glukozla iligkili protein 78, transkripsiyon aktive edici faktor 4,
C/EBP-homolog protein diizeyleri anlamli olarak degismedi (tiimii i¢in p>0.05).

Protein karbonil diizeyleri 24 saat siire ile 10000 uM akrilamid uygulanan hiicrelerde
kontrole gore anlamli oranda yiiksekti. 50 ve 200 uM kafein, 10000 uM akrilamid uygulanan
hiicrelerde protein karbonil diizeylerini anlamli olarak onledi (ikisi i¢in p<0.05).

Sonu¢ olarak calismamiz, HepG2 hiicrelerinde akrilamidin 1000 ve 10000 uM
konsantrasyonlarinda hiicre canliligini azalttigini, protein oksidasyonu ve endoplazmik
retikulum stresi arttirdigini, 10000 uM akrilamid ile birlikte uygulanan 10, 50 ve 200 uM
kafeinin endoplazmik retikulum stresi degistirmedigini ancak 50 ve 200 uM

konsantrasyonlarinda kafeinin protein oksidasyonunu onledigini gostermistir.
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stresi
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EFFECT OF CAFFEINE ON PROTEIN OXIDATION AND
ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS IN ACRYLAMIDE-TREATED
HUMAN-DERIVED HEPATOMA CELLS

SUMMARY

Our study aims to investigate the effect of caffeine on protein oxidation and
endoplasmic reticulum stress in human-induced hepatoma cells treated with acrylamide.

The effect of caffeine administered with acrylamide and acrylamide on cell viability
was measured by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide assay,
protein carbonyl, glucose regulated protein 78, activating transcription factor 4, C/EBP-
homologous protein levels were measured by western blot method.

Applied for 24 hours, 1000 and 10000 puM acrylamide significantly reduced the
viability of HepG2 cells (for both p <0.05). 10000 uM acrylamide significantly increased the
protein levels of glucose regulated protein 78, activating transcription factor 4, C/EBP-
homologous protein (p<0.05 for all). The protein levels of glucose regulated protein 78,
activating transcription factor 4, C/EBP-homologous protein were not significantly changed
in 10, 50, 200 uM caffeine treated cells (p >0.05 for all).

The protein carbonyl levels were significantly higher in cells treated with 10000 uM
acrylamide compared to control. 50 and 200 puM caffeine significantly prevented protein
carbonyl levels in cells treated with 10000 uM acrylamide (p <0.05 for both).
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As a result, our study showed that acrylamide decreases cell viability at concentrations
of 1000 and 10000 pM in HepG2 cells, increases protein oxidation and endoplasmic
reticulum stress, caffeine did not change endoplasmic reticulum stress, but doses of 50 and

200 uM caffeine prevent protein oxidation.

Keywords: Acrylamide, Caffeine, HepG2, Protein carbonyl, Endoplasmic reticulum stress
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