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OZET

CsHsNO kimyasal formiliyle bilinen akrilamit beyaz renge sahip suda
¢ok 1y1 ¢ozlinebilen bir monomerdir. Bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmasinin
yaninda akrilamit ayrica yliksek sicakliga maruz kalan karbonhidratca zengin
yiyeceklerde de olugsmaktadir. Hayvan ve insanlarda yapilan farkh
farmakolojik ve epidemiyolojik calismalarda akrilamitin nérotoksik etkiler
gosterdigi  bildirilmistir. Timokinon c¢orek otunun aktif maddesidir.
Timokinonun anti-inflamatuar, antikonvilsan, antitisif, anti-timoér ve
antioksidan aktiviteleri de igeren birgok faydali o6zelligi bulunmaktadir.
Kuersetin ise c¢esitli yiyeceklerde bulunan bir flavonoittir. Antioksidan, anti-
inflamatuar ve antiviral etkilere sahiptir. C6 hiicre hatt1 sican glioblastoma
hiicreleridir. Literatiirde akrilamitin C6 hicreleri tuzerindeki etkilerini
gosteren bir arastirmaya rastlamadik. Ancak, oOnceki laboratuvar
deneyimlerimiz bize akrilamitin C6 hiicreleri tizerinde toksik etkilerinin
olabilecegini gostermistir. Bu c¢alismamizda, akrilamitin C6 hicreleri
uzerindeki etkilerinin belirlenmesi ve timokinon ile kuersetinin akrilamitin

etkisini ne yonde etkilediginin arastirilmas1 amac¢lanmigtir.

Calismamizda ilk olarak MTT testi ile akrilamitin 24 saat i¢in C6
glioblastoma hiicreleri igin toksik dozu bulundu. Sonra timokinon ve
kuersetinin 24 saat igin C6 hiicrelerine toksik olmayan dozlar1 MTT
kolorimetrik testi kullanilarak belirlendi. Daha sonra bulunan bu dozlar
kullanilarak apoptoz yolagina bakmak i¢in akis sitometrisi ile kaspaz 3/7 ve
anneksin V testleri yapildi. Ayrica otofajik 6lim ve oksidatif stres de akis
sitometrisi analiziyle degerlendirildi. Immiinositokimyasal olarak Nrf2
miktar1 incelendi. Morfolojik inceleme TEM ve konfokal mikroskop

analizleriyle yapildi.

Bulgularimiza bakildiginda C6 hiicrelerinde toksik etki olusturmak igin 4
mM akrilamit degeri belirlendi. Timokinon ve kuersetinin toksik olmayan
dozlar1 sirasiyla 3.9 ve 2.0 uM olarak belirlendi. Timokinon ve kuersetinin
anneksin V ve kaspaz 3/7 sonucglarina bakildiginda akrilamitin neden oldugu

apoptozu ve mikroskopik incelemelerde de morfolojik deformasyonlar: azalttig:
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goruldia. Otofaji incelemesinde ise akrilamitin neden oldugu otofajinin
timokinon ve kuersetin verilmesiyle azaldig1 ortaya konuldu. Nrf2 ifadesine
bakildiginda akrilamitin Nrf2 ifadesini arttirdigi, timokinon ve kuersetinin

verilmesinin bu ifadeyi daha da arttirdig1 gézlemlendi.

Sonu¢ olarak, akrilamitin C6 glioblastoma hiicreleri lizerinde hasar
yapicl etkisinin bulundugu, timokinon ve kuersetinin 6nceden verilmesinin bu
hiicrelerde akrilamit kaynakli hasara karsi koruyucu etkilerinin oldugu
saptanmigtir. Timokinon ve kuersetinin diger akrilamit iligkili hiicre, doku
veya organ hasarlarinda da koruyucu etki gosterme potansiyeline sahip

olduguna ve ileriki calismalarda denenebilecegine inaniyoruz.

Anahtar kelimeler: Akrilamit, C6 hiicreleri, Timokinon, Kuersetin
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SUMMARY

Acrylamide, known as the formula of CsHsNO, 1is a white-colored and
readily water-soluble monomer. Besides being used in many industrial areas,
acrylamide is also formed in carbohydrate-rich foods processed at high
temperatures. Acrylamide was reported to exhibit neurotoxic effects in
different pharmacological and epidemiological studies conducted on animals
and humans. Thymoquinone is the active constituent of Nigella sativa and has
many beneficial properties, including anti-inflammatory, anticonvulsant,
antitussive, anti-tumor and antioxidant activities. Quercetin is a flavonoid
found in various foods. It has antioxidant, anti-viral and anti-inflammatory
properties. C6 cells are rat glioblastoma cells. In the literature, to the best of
our knowledge, there is not any study showing the effects of acrylamide on C6
cells in literature. However, our previous laboratory experience showed that
acrylamide exerts toxic effects in C6 cells. In this study, we aimed at
attempting to prevent the toxicity of acrylamide against C6 cells by using

thymoquinone and quercetin.

In our study, first, the toxic dose of acrylamide against C6 glioblastoma
cells for 24 hours was determined by MTT test. Then, non-toxic doses of
thymokinone and quercetin against C6 cells for 24 hours were determined by
MTT colorimetric test. After that, using these doses, caspase 3/7 and annexin
V tests were performed by flow cytometry to evaluate whether apoptosis
pathway was inducted. Furthermore, autophagy and oxidative stress were also
assessed by flow cytometry. The amount of Nrf2 was immunocytochemically
examined. Morphological examination was performed by TEM and confocal

microscope analyses.

As a result, the 4 mM of acrylamide was determined to be used to induce
toxicity in C6 cells. The non-toxic doses of thymokinone and quercetin were
respectively determined as 3.9 ve 2.0 uM. Thymokinone and quercetin not only
reduced both acrylamide-induced apoptosis in annexin V and caspase 3/7
results and morpholocial deformations in microscopic examinations. In

autophagy, it was revealed that acrylamide-induced autophagy was decreased
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by quercetin and thymokinone pretreatments. As for Nrf2 expression, it was
observed that acrylamide increased Nrf2 expression and thymkinone and

quercetin pretreatments increased this expression even further.

In conclusion, in the study, acrylamide had a damaging effect on C6
glioblastoma cells and thymokinone and quercetin pretreatments exerted a
protective effect against acrylamide-induced damage in C6 cells. We believe
thymokinone and quercetin might be used in future studies due to their
potential to exhibit protective effects against other acrylamide-related cell and

organ damages.

Keywords: Acrylamide, C6 cells, Thymoquinone, Quercetin
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1.GIRIS VE AMAC

CsHsNO (CH2:CHCONH3?) kimyasal formiiliiyle bilinen akrilamit veya 2-
propenamit beyaz renkli kristalize halde bir kimyasal birlesiktir. Akrilamit
etanol, eter, kloroform ve su gibi ¢oziiclilerde ¢oziilebilir. Akrilamitin erime
sicakligr 84,5+0,3 °C olup, diisiik buhar basinci vardir (0.007 mm Hg at 25 °C,
0.03 mm Hg at 40 °C, 0.07 mm Hg at 50 °C and 0.14 at 55 °C). Kaynama
noktas1 ylksektir (136 °C at 3.3 kPa/25 mmHg). Sudaki ¢ozlintrliga 215.5
g/100 mL'dir. Hem hafif asidik hem bazik 6zellik gosterir ve vinil grubu igerir
(Eriksson, 2005). Akrilamit bircok endistriyel sektérde kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda tekstil, kozmetik, kagit, polimer alanlar1 sayilabilir.
Akrilamit ayrica arastirma laboratuvarlarinda poliakrilamit jel uretilirken

kullanilmaktadir (Friedman, 2003).

Akrilamitin 2002 yilinda gidalarda bulundugu saptaninca énemi daha da
artmistir (Tareke, Rydberg, Karlsson, Eriksson, & Tornqvist, 2002). Akrilamit
120 °C’nin tstiinde sicakliklarda ozellikle asparajin aminoasiti ve indirgenmis
sekerlerin reaksiyonu ile olusmaktadir (Stadler vd., 2002). Bundan dolay1 bu
sicakliklar altinda islem goren bir¢cok besinde bulunmaktadir. Bunlar arasinda
ekmek, patates cipsi, kahve ve kizarmig patates sayilabilir (Kacar &
Sahinturk, 2018). Kanserojen etkisi acisindan akrilamit Uluslararasi Kanser
Aragtirma Kurumu (IARC) tarafindan 1994’dan beri 2A grubu maddeler
arasinda sayilmaktadir (Dearfield vd., 1995; IARC, 1994). 2A grubu maddeler
insanlarda kansere neden olma olasiligi olan maddeler olarak adlandirilir.
Akrilamitin norotoksik, genotoksik, tiremeyle ilgili ve kanserojenik etkilerini
inceleyen birgok hayvan c¢alismasi vardir. Akrilamitin bilinen ilk toksik etkisi
norotoksik etkisidir. Bu norotoksik etki sanayi iscilerinin akrilamite maruz
kalmas1 sonucu isgilerde ataksi, el ve ayaklarda uyusma, kas zayifligi, vb. gibi
bozukluklarin bulunmasiyla acgiga c¢ikti. Genotoksik etkisine bakildiginda,
akrilamit germ hiicre DNA'sina baglanarak DNA sentezini geciktirmekte ve
hatta bozmaktadir (Sega, Generoso, Brimer, & Malling, 1990) . Akrilamite
maruz kalan annelerin yavrularinin genetik hastaliklara daha yatkin oldugu

ve hastaligl gosterme risklerinin arttigir bildirilmistir (Dearfield vd., 1995).

1



Akrilamit ayrica tlreme sisteminde de toksik etkiler gostermektedir.
Seminifer tibillerde ¢ok cekirdekli dev hiicrelere yol acar (Kacar, Sahintirk,
Can, & Musmul, 2018), sperm sayisini ve kalitesini azaltir, anormal sperm
sayisim1 arttirir (Pourentezari vd., 2014), Leydig hicrelerine hasar verir,

testosteron seviyelerini diistiiriir (Song, Wang, Geng, Cao, & Liu, 2008).

Timokinon, Latince ismiyle Nigella sativa (¢orek otu) tohumlarinin aktif
bilesenidir. Halk arasinda inflamasyon, hipertansiyon, astim, bronsit, diyabet,
bas agrisi, egzema, gastrointestinal rahatsizliklar gibi durumlarda bircok
hastaliga care olarak yuzyillar boyu kullanilagelmistir (Woo, Kumar, Sethi, &
Tan, 2012). Timokinon gii¢lii bir antioksidandir, iyi bir reaktif oksijen tiirleri
(ROS) toplayicisidir ve anti-iflamatuar o6zellik gostermektedir (Aslam,
Shahzad, Shabbir, & Irshad, 2018; Badary, Taha, Gamal el-Din, & Abdel-
Wahab, 2003; Mansour, Nagi, El-Khatib, & Al-Bekairi, 2002). Bircok
toksisiteye karsi iyi geldigi gosterilmistir. Bunlar arasinda hepatotoksisite
(Aycan vd., 2014) , bobrek toksisitesi (Ulu vd., 2012) ve pulmoner hasar
(Yetkin vd., 2019) da bulunmaktadir. Ayn1 zamanda endoplazmik retikulum
stresi ve mitokondri kaynakli apoptozu da onledigi gosterilmistir (Bouhlel vd.,
2017). Timokinon sinir sistemi toksisitesini de azaltmaktadir (Mehri, Shahi,
Razavi, Hassani, & Hosseinzadeh, 2014). Bagka bir c¢alismada sican
mesanesinde timokinonun Nrf2 miktarini arttirdigi da bildirilmistir (Gore vd.,

2016).

Kuersetin ¢ay, kirmizi1 sarap ve meyve gibi giinliik gidalarda dogal olarak
bulunan bir flavonoittir. Kuersetinin antioksidan, antiviral, anti-inflamatuar
etkilerini de iceren bircok yararh etkisi mevcuttur. Ayrica ginlik kuersetin
alimindaki artis kalp hastaliklari, timér olusumu, nérodejeneratif hastaliga
yakalanma gibi riskleri ve yaslanmay1 azaltmaktadir (Kawabata, Mukai, &
Ishisaka, 2015). Ayrica, madde toksisitesine karsi gugli bir koruyucudur
(Waheed & Mohammed, 2012).

C6, sican glioblastoma hiicre hatt1 olup pek c¢ok calismada
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, akrilamitin C6 hicreleri tizerindeki

etkilerinin belirlenmesi ve timokinon ve kuersetinin akrilamitin olas1 hasar



yapici etkilerini anneksin V ve kaspaz 3/7 ile apoptoz, LLC3 isaretleyerek otofaji
aktivitesi ve oksidatif stres degisimi ve Nrf2 ifadesi degisimine bakarak

degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sisteminin gorevi viicut i¢inde ve disinda meydana gelen ve degisen
uyarilara karsi viicudun cevap vermesini saglamaktir. Ayni zamanda sinir
sistemi diger organ ve organ sistemlerinin iglevlerini kontrol eder ve birbiriyle
iletisimlerini saglar. Anatomik olarak sinir sisitemi merkezi ve periferik sinir

sistemi olarak iki kisimdan olusur (Ross & Pawlina, 2014).
2.2. Sinir Sistemi Hucreleri

Sinir sistemi noéronlar ve noroglia olarak adlandirilan sinir destek

hiicrelerinden olusur.
2.2.1. Noronlar

Merkezi sinir sisteminin islevsel birimleridir. Néronlar soma denilen bir
hiicre govdesi ve uzantilara sahiptirler. Sinir gévdesinden ¢ikan ¢ok sayida
kisa uzantilar dendrit adini1 alirken, uzun ve tek sayida olan uzanti akson
adimi alir. Sinir hiicreleri hicrelerden uyarilari almak ve iletmekten

sorumludurlar (Ross & Pawlina, 2014).
2.2.2. Noroglia hiicreleri

Merkezi sinir sisteminde astrosit, migroglia, oligodentrosit ve ependim

hiicreleri olmak tizere baslica 4 adet néroglia hiicresi mevcuttur.
2.2.2.1. Astrositler

En biiyiik norogliya hiicreleridir. Yildiz seklinde goriillen yapilar1 vardir.
Histolojik incelemelerde hiicrenin merkezinde bulunan ékromatik yuvarlak
cekirdeklerinden ayirt edilebilirler. Noronlarla daima iletisim halinde
bulunarak noéronlar1 desteklerler ve merkezi sinir sisteminde bir hiicre agi
meydana getirirler. Noronlardan artik drtinleri uzaklastirmada, cesithi
metabolitlerin  noéronlara tasinmasinda astrositler uzantilarini kan
damarlarindan noéronlara dogru uzatirlar. Uzantilarin uglar1 genisleyerek

damar veya aksolemmanin disindaki genis bir ylizeyi kaplayan son ayaklar:



olustururlar. Miyelin olusturamazlar. Iki astrosit tipi tamimlanmigtir. Beynin
gri madde adi verilen dig bolimiinde bulunan, bol granilli sitoplazma igeren,
cok sayida kisa ve kalin uzantilar: olan astrosit tipi protoplazmik astrosittir.
Beynin ak madde adi verilen i¢ boliimiinde bulunan, az sayida uzun uzantilar
olan astrosit tipi ise fibroz astrosittir (Ross & Pawlina, 2014). Fibroz astrositte
daha ¢ok olmak lizere her iki astrosit tipinde de bir ara filament proteini olan

gliyal fibriller asidik protein bulunmaktadir.
2.2.2.2. Mikrogliyalar

Norogliyal hiicrelerin en kiigigi mikrogliyadir. Histolojik incelemelerde
kiicuk, yass1 ve heterokromatik ¢ekirdekleri ile taninmirlar. Mikroglia hiicreleri
fagositik hicrelerdir. Merkezi sinir sisteminde gliyal hiicrelerin ortalama
%5’ini1 olustuirurlar. Monontkleer fagositik sistem igerisinde sayilirlar (Ross &
Pawlina, 2014). Merkezi sinir sisteminin hasarinda buramn yerlesik “makrofaj
benzeri” hiicreleri olarak mikroglia rol oynar ve herhangi bir patolojik durum
tespit edildiginde hizla aktive olurlar (Thompson & Tsirka, 2017). Noron ve
astrositlerle temas halindedirler. Olii néronlarin oldugu bélgelerde cogalarak

6lu hicreleri fagosite ederler (Kierszenbaum, 2006).
2.2.2.3. Oligodendrositler

Oligodendrosit ~ Yunancada  birka¢ uzantiya  sahip  demektir.
Oligodendrositin merkezi sinir sistemindeki gorevi aksonlarin yalitimini
saglamak ve aksonlar1 desteklemektir (Kierszenbaum, 2006). Bu baglamda
oligodendrositler miyelinin olusturulmasinda ve devamliliginin saglanmasinda
rol oynarlar. Buylik kismi lipit iceren bu kilif oligodendrosit plazma
membraninin  konsantrik katmanlar1 aracihgiyla yapilir. Tek bir
oligodendrosit birden fazla aksonun miyelin kilifin1 ayni anda yapabilir (Ross
& Pawlina, 2014). Oligodendrositler astrositlerle kiyaslandiginda daha az
uzantilarni vardir, daha kictktirler ve heterokromatik diizensiz bir
cekirdekleri vardir. Cok sayida golgi aygiti ve mitokondri igerirler

(Kierszenbaum, 2006).



2.2.2.4. Ependim hiicreleri

Ependim hiicreleri tek katli kiibik epitel seklinde diizenlenirler ve bu
sekilde omuriligin santral kanali ve beyin ventrikil bosluklarini kaplarlar.
Apikal kisimlarinda fazla sayida mikrovilliis ve az sayida silya bulundururlar.
Ayrica bazal kisimlariyla astrositlerle temas halindedirler (Kierszenbaum,
2006). Epitel hiicreleri gibi apikal tarafta baglanti birimleri vardir. Ama

epitelden farkli olarak bazal laminalar: bulunmaz (Meshcher, 2019).
2.3. C6 Glioblastoma Hiicreleri

Beyin tiimorleri, heterojen bir neoplazmik timoér grubudur. Primer beyin
timorleri, ¢ok nadir goriilen, invaziv olmayan ve cerrahi olarak tedavi
edilebilen astrositomlardan yetiskinlerde en sik gériilen, invaziv ve neredeyse
tedavi edilemez olan en yaygin intraparenkimal beyin timori olan
glioblastoma multiformeye kadar farkli cesitleri icerir. Ayrica, Merkezi sinir
sistemi timorleri 6dem, nobetler, endokrinopati, yorgunluk, psikiyatrik
bozukluklar ve venéz tromboembolizm gibi yasam kalitesini ciddi sekilde
etkileyebilecek c¢esitli semptom ve komplikasyonlarla iligkilidir (Nabors vd.,
2013).

2018 yili verilerine gore, beyin ve sinir sistemi kanserleri 296.851 yeni
vaka ile insidans olarak 17. ve 241.037 6liimle mortalite olarak 33 kanser tiiri
arasinda 12. sirada yer almaktadir (Bray vd., 2018). Bu oranlarin neredeyse
yaris1 Asya kitasina aittir (Bray vd., 2018). Beyin ve sinir sistemi
kanserlerinden gliomlar merkezi sinir sisteminde en yaygin gorilen
timorlerdir. Gliomlar arasinda, glioblastoma veya glioblastoma multiforme,
astrositlerden tireyen en invaziv olanidir. Ek olarak, glioblastomun
mortalitesi beyin timoérleri arasinda en yuksek olup, ti¢ hastadan sadece biri 1
yil boyunca yasar ve 5 yildan fazla hayatta kalan hasta orani %5'in altindadir

(Nabors vd., 2013).

Glioma hiticre biolojisini anlamak i¢in kullanilan bir¢ok model hiicre
bulunmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin olanlarindan biri de C6

glioblastoma hicreleridir. C6 glioblastoma hiticreleri ilk kez Benda ve



arkadaslar1 (1968) tarafindan N-nitrozo metil lire ile glioblastom olusturulmus
Wistar furth tird sican beyinlerinden elde edilmistir (Benda, Lightbody, Sato,
Levine, & Sweet, 1968). Oligodendrosit ve tip 2 astrositlere farklanabildigi
bildirilmistir (Parker, Norenberg, & Vernadakis, 1980; Tsai, Chen, Horng, &
Wu, 2002). Bu hiicreler astrositlerin bir ara filamani olan glial fibriller asidik
proteini igerirler.  Ayrica oligodendrosit belirtecleri olan gliserol fosfat
dehidrojenaz ve 2°, 3’-siklik niikleotit fosforilaz enzimlerini de bulundurur. C6
hiicreleri kemosensivite testi, retrovirus-aracili terapi gibi farkli testlerde

kullanilmaktadir (Freshney, 2005).

C6 hicreleri normalde poligonal sekillidirler ve tutunduklar1 ylzey
uzerine 1yl yayilarak buyurler ve fibroblast benzeri morfolojileri vardir. C6
hiicrelerinde aktin filamanlari, plazma zarinin hemen altinda kortikal bir ag
olusturur ve sitoplazmada kas olmayan hiicrelerde bulunan, kasilmay:
saglayan, aktin demeti olan, stres liflerini olusturur. Fosfomiyosin II, stres
lifleri boyunca ve hiicre zar1 altinda bulunur. Hiicreler acik¢a sinirlar: belirgin
olan lamellipodyum ile polarizedir. Fosforile miyozin hafif zinciri (MLC) ve
aktin filamentlerini ayristiran ve aktin baglayici bir protein olan cofilin
seviyesinin azalmasi, hiicre polarizasyonu kaybina, stres liflerinin
ayrismasina neden olur ve c¢oklu lamellipodia olusumunu destekleyerek
hiicrenin hareketini destekler. Hiicreler yuvarlaklasarak iskeleti bir araya
gelir ve uzunlamasina digsa blytume gosterir. Yuvarlaklagsmis durumdaki
hiicrelerin yiizey alanina gére hacimleri biyuktiir. F-aktin proteini baglica
hiicre ylzeyinde ve uzama esnasinda yogunlasir (Klopocka, Korczynski, &

Pomorski, 2013).

C6 glioma hiicreleri glioma hiicre biyolojisinde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. C6 hiicreleriyle astrosit kokenli glioma hiicre olarak
gorilmekte olup astrositlerin biokimyasal hiicre modeli olarak arasirmalar
yapilmaktadir (Brismar, 1995).. Glioma gelisiminin adenozin trifosfat (ATP)
sinyali ile iligkili oldugu ve hatta bu sinyalle belirlendigine dair kamnitlar
mevcuttur. (White & Burnstock, 2006) ATP, tridin trifosfat (UTP) ve
metabolitleri olan adenozin difosfat (ADP), tiridin difosfat (UDP) ve adenosin



plazma membraninda bulunan spesifik reseptorlerin uyarilmasiyla Ttcre
cogalmasi, yayilmasi ve 6limini diizenleyerek hiicre metabolizmasi tizerinde
etki gostermektedirler (Wypych & Baranska, 2013). Bundan dolayi, niikleotit
reseptorleri potansiyel terapotik hedefler olarak gorilmektedir (Burnstock,
2002; Wypych & Baranska, 2013). Bu baglamda C6 glioblastoma hicreleri
cesitli nukleotit reseptorlerini eksprese ederler. Bu hiicrelerde ADP, ATP ve
UTPnin baglattigir kalsiyum yanitinin degisen Ca2+ 'min kapasitatif modeli ile
uyumlu oldugu gosterilmistir. (Baranska, Przybylek, & Sabala, 1999; Sabala
vd., 2002; Wypych & Pomorski, 2013).

2.4. Akrilamit

2.4.1. Akrilamitin genel 6zellikleri

Agk kimyasal formiuli Sekil 2.1'de gorilen akrilamit CsHsNO
formuliyle bilinmekte olup suda ¢ok 1y1 bir ¢ézintiirlige sahip, beyaz renkte,
kristalize bir monomerdir. Yapisinda karbonil, amino ve wvinil gruplar

bulunmaktadir. Ayrica, sudan baska metanol, etanol ve eterde de ¢éziinebilir.

Molekiiler agirligi 71.08 g/mol’dur. (NCBI-PubChemDatabase, 2019).
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Sekil 2.1 Akrilamitin yapisal formuila
2.4.2. ARkrilamitin metabolizmasi

Akrilamit vicuda girdikten sonra iki yol izler. Birinci yolda dogrudan
glutatyon S transferaz enziminin aktivitesiyle glutatyon (GSH) ile birlesir.
Ikinci yolda énce sitokrom P450 oksidaz sisteminin bir {iyesi olan sitokrom

P450 2E1 enzimi ile glisidamite dontstiiriliir ve sonrasinda ya yine glutatyon
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S transferaz enziminin aktivitesiyle GSH ile birlesir veya epoksi hidrolaz
enzimi ile 2,3-dihidroksi propionamite donustirilir. En sonunda ara urin
olarak N-asetil-S sistein tlirevlerine donustirilerek viicut disina atilir.
Glutatyon S transferaz enzimi karaciger basta olmak tizere bobrek, kirmizi
kan hicreleri, beyin ve dalak gibi organlarda bulunur (Corrigall & Kirsch,
1988). Akrilamit en fazla karacigerde metabolize olur. Akrilamitin glisidamite
donlisme yuzdesi canlilar arasinda farklilik gostermektedir. Mesela farelerde
bu degisim diger canlilara gore daha yiiksek orandadir. Insanlarda ise bu
degisim daha yavag ve azdir (Calleman, Bergmark, Stern, & Costa, 1993;
JIFSAN/NCFST, 2004; Kacar & Sahinturk, 2018).

2.4.3. Akrilamitin maruz kalindig: alanlar

Akrilamit 1950’lerden beri ticari olarak sanayi alanlarinda kullanilmaya
baslanmigtir. Akrilamit kagit, boya, plastik sanayilerinde, atik su
arindirilmas1  igslemlerinde, kozmetik alaninda, molekiiler analiz
laboratuvarlarinda  proteinlerin  ayrilmasina dayanan  poliakrilamit
elektroforezinde ve daha bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Friedman & Levin,
2008). Insanlarin akrilamite maruziyetinin 2002 yilina kadar bu alanlarda
sinirlhi oldugu distintilmiustir ve akrilamitle ilgili bilimsel ¢alismalar kisith
sayida kalmigtir. 2002 yilinda ise Tareke ve arkadaslari (2002) akrilamitin
yiyeceklerde dogal olarak bulunmasa da baz 1s1l islemler sonucunda
olustugunu saptadilar (Tareke vd., 2002). Boylece akrilamit maruziyetinin
ginlik gidalarimizda da oldugu kanitlandi. Genel olarak firinlama, yagda
kizartma, tost yapma, kavurma ve 1zgara yapma gibi islemlere maruz kalan
yiyeceklerde akrilamit olugmaktadir. Bu olugsumun hizi ve miktar1 gesithi
faktorlere baghdir. 120 °C’de olusmaya baslayan akrilamitin miktar1 sicaklik
arttikca logaritmik olarak artmaktadir. Ayrica, akrilamit olusumu
karbonhidrat bakimindan zengin, aminoasit bakimindan fakir, ama o6zellikle
asparajin aminoasitince zengin gidalarda daha fazla olusmaktadir.
Akrilamitin fazlaca bulundugu bazi besinler arasinda kizarmis patates, kahve,

biskuvi, kraker ve cipsler sayilabilir (Kacar & Sahinturk, 2018).



2.4.4. Akrilamitin norotoksik etkileri

Akrilamitin saptanan ilk toksik etkisi norotoksik etkisidir. Bu norotoksik
etki sanayi iscilerinin akrilamite maruz kalmasi sonucu iscilerde ataksi, el ve
ayaklarda uyusma, kas zayifligi, vb. bozukluklarin goérilmesiyle agiga

citkmigtir.

Akrilamite maruz kalan 71 is¢ide norolojik ve elektronéromiyografik
incelemeler sonucunda bacaklarda zayiflik, el ve ayaklarda uyusma, deride
soyulma, ayak topuklarinda titresim hissinin bozulmasi ve ayak bilek
reflekslerinde kayip gibi bulgular tespit edilmis ve iscilerin %73.2’sinde
akrilamit toksisitesi bulundugu bildirilmistir (He vd., 1989). Ayn1 makalede,
kronik akrilamit maruziyetinin temel olarak periferik sinir sistemine hasar
verdigi, daha agir ve uzun maruziyetlerin ise serebellar disfonksiyon ve
polinoropatiye neden oldugu bulunmustur (He vd., 1989). Pennisi ve
arkadaslar1 2013’de yayinladiklari bir derlemede akrilamitin toksisitesi
periferal nitelikte olsa da merkezi sinir sisteminde de etkisinin

bulundugundan bahsetmiglerdir (Pennisi vd., 2013).
2.4.5. Akrilamitin genotoksik etkisi

Akrilamitin genotoksik etkisi akrilamitin DNA’ya baglanma 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Solomon ve arkadaslar1 (1985) akrilamitin adenin ve
guaninin N halkas1 araciligi ile DNA’ya baglandigini ortaya c¢ikarmigtir
(Solomon, Fedyk, Mukai, & Segal, 1985). Bagka bir ¢alismada da akrilamitin
germ hilicre DNA'sina baglanarak DNA sentezini geciktirmekte oldugu
gosterilmistir (Sega vd., 1990). Ayrica, akrilamite maruz kalan annelerin
cocuklarinin genetik hastaliklara daha yatkin oldugu ve hastalign gésterme
risklerinin arttigr bildirilmistir (Dearfield vd., 1995). Daha da 6nemlisi viicuda
alinan akrilamit karacigerde daha reaktif olan ve daha ¢ok risk teskil eden
glisidamit denen bir kimyasala dontstirilir. Bu kimyasalin DNA’ya
baglanma orani akrilamite gore en az 100 kat daha fazladir (Segerback,

Calleman, Schroeder, Costa, & Faustman, 1995).
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2.4.6. Akrilamitin kanserojenitesi

1954°den beri kullanilan ve aslinda evlerimizde bilmeden de olsa maruz
kaldigimiz akrilamit 1994 yilinda 2A grubu maddeler, yani insanda kanser
yapma ihtimali olan maddeler arasina eklenmistir IARC, 1994). Akrilamitin
deney hayvanlarinda kansere neden oldugu bilinmektedir. Farede akciger
timorlerini arttirdigi ve dermal maruziyet sonrasi deri tiimorlerine neden
oldugu bulunmustur. Ayrica, sicanlarda primer beyin, meme bezi, tiroid
folikiiler hiicre timorleri ve mezotelyomaya neden oldugu bildirilmistir (Rice,
2005). Kisaca, akrilamit deney hayvanlarinda bircok organda timor
olusumunu indiiklemektedir. Ama insanda kanser yaptigina dair net bir bilgi
yoktur. Hatta Pelucchi ve arkadaslar: (2015) meta analiz galismasinda glinlik
besinlerden alinan akrilamitin bir¢ok kanser i¢in risk tegkil etmedigini ileri
surmiuslerdir (Pelucchi, Bosetti, Galeone, & La Vecchia, 2015). Mucci ve
arkadasglar1 (2003) gunliik besinlerle maruz kalinan akrilamitle kalin
bagirsak, bobrek ve mesane kanseri iligskisini arastirdiklari calismada
akrilamitin bu kanserler i¢in onemli bir risk teskil etmedigi sonucuna
varmiglardir (Mucci, Dickman, Steineck, Adami, & Augustsson, 2003).
Akrilamitin insanda kansere neden olduguna dair kesin bir bilgi olmasa da
yeterince reaktif bir kimyasal olmasi kendisinin veya yan Uriini olan
glisidamitin DNA’ya baglanarak DNA aktivitesini engellemesi akrilamite
ihtiyatla yaklasilmasini gerektirmektedir. Bundan dolayr da akrilamit
Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansinca kanser yapma ihtimali olan

maddeler arasinda yer almaktadir.
2.4.7. Akrilamit ve hiicre Riiltiirii calismalar

Akrilamitin in vitro ortamda bir¢cok hiicre hattina karsi toksik etkisi
arastirilmistir. Akrilamitin insandan elde edilmis A549 kii¢tiik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicrelerini model olarak kullandigimiz bir ¢alismamizda
akrilamit A549 hicrelerine toksik, apoptotik ve antiproliferatif etki gostermis
ve hiicrelerin yarisinin proliferasyonunu durduran dozu olan IC50’si 4.6 mM
olarak bulunmustur (Kacar, Vejselova, Kutlu, & Sahinturk, 2017c). Yine

NIH/3T3 fare normal embriyonik fibroblast hiicrelerinde akrilamitin etkisini
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arastirdigimiz baska bir calismamizda ise akrilamitin hicrelerin yarisini
inhibe eden dozunu 6.73 mM olarak bulduk ve akrilamitin fibroblast
hiicrelerine doza baglh olarak hasar verdigi ve oldirdigia gorildia (Sahinturk,
Kacar, Vejselova, & Kutlu, 2018). En giincel olan ¢alismamizda ise akrilamitin
BEAS-2B normal akciger hiicreleri tizerinde etkisini arastirdik. Bu hiicrelerin
onceki caligtigimiz hiicrelere gore akrilamite daha hassas oldugunu tespit
ettik ve akrilamitin IC50’sini 2.0 mM olarak saptadik (Kacar, Sahinturk, &
Kutlu, 2019). Martins ve arkadaslar1 (2007) V79 hamster fibroblast hiicreleri
tuzerinde akrilamitin ve akrilamitin sitokrom p4502E1 enzimiyle
epoksidasyonu ile olusan glisidamitin etkilerini arastirmislardir. Her iki
kimyasalin da kromozomal bozuklukluga neden oldugunu ve mitotik indeksi
azalttigimi bulmuslardir. Ayrica, kardes kromatit degisiminin kromozomal
bozukluklarinin glisidamitte akrilamite oranla daha fazla bulundugunu tespit
etmigler ve sonugta glisidamitin daha tehlikeli olduguna vurgu yapmislardir
(Martins vd., 2006). Attoff ve arkadaslarinin (2016) SH-SY5Y noroblastoma
hiicreler1 tizerinde yaptiklar1 c¢alismada akrilamitin bu hiicrelerin
farklilagsmasi ve ¢ogalmasi1 tlizerine nasil etki ettigi arastirilmistir. Bu
calismada akrilamitin SH-SY5Y insan noéroblastoma  hiicrelerinin
farklilagsmasini engelledigi, néronal ve astrosit belirteclerinin ifadesini
azalttigr gosterilmistir. Bundan dolay1 akrilamitin gelisimsel norotoksik bir
ajan olabilecegine deginilmistir (Attoff, Kertika, Lundqvist, Oredsson, &
Forsby, 2016). Benzer bir sekilde Chen ve Chou (2015) SH-SY5Y noéroblastoma
ve U-1240 MG glioblastoma hiicreleri izerindeki ¢alismalarinda akrilamitin
SH-SY5Y hiicrelerinin retinoik asit aracili nérogenezisi ve U-1240 hiicrelerinin
bitirik asit aracili astrogliogenezi azalttigini ileri stirmislerdir. Bunun da
akrilamitin mikrotibil iligkili proteinleri ve JAK-STAT sinyal yolag
proteinlerinin ifadesini azaltmasiyla iligkili olabilecegini belirtmiglerdir (Chen
& Chou, 2015). Akrilamitin BV-2 fare mikroglia hiicrelerinde mitokondrial
solunumu, anaerobik glikozisi ve mitokondrial solunum enzimlerinin ifadesini
azaltarak hiicre enerji metabolizmasini bozdugu ve bununda mitokondriyal
zar potansiyelinin ve Bcl-2/Bax oraninin azalmasina ve apoptozun

indiiklenmesine neden oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2015). Genel olarak
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incelendiginde akrilamitin hiicre kiiltirt calismalarinda doza baglh olarak
hiicrelerde oksidatif stres ve serbest radikallerin artmasina neden oldugu
(Yousef & El-Demerdash, 2006), pro-apoptotik proteinlerin ifadesini arttirarak
apoptozu indikledigi (Kacar vd., 2019), hiicre antioksidan diizeylerini 6zellikle

de GSH miktarlarimi diistirdiigi séylenebilir (Luo vd., 2015).
2.5. Timokinon

Nigella sativa Akdeniz kiyisina komsu tlkerlerde yetisen yillik otsu bir
bitkidir. Halk arasinda bilinen adi “gorek otu”dur. Nigella sativa’nin genel
olarak aktif bilesenleri timokinon, ditimokinon, timohidrokimon ve timol
olarak sayilabilir. Timokinon veya 2-izopropil-5-metil 1, 4-benzokinon
C10H1202 formiiliiyle bilinen, molekiiler agirligi 164.2 g/mol olan, sar1 renkli,
ucucu bir kristalize monoterpendir (Sekil 2.2). Timokinon ilk defa El-
Dakhakhny tarafindan Nigella sativa L. yani ¢orek otunun tohumlarindan
1963 yilinda 1zole edilmistir (El-Dakhakhny, 1963). Halk arasinda
inflamasyon, hipertansiyon, astim, bronsit, diyabet, bas agrisi, egzema,
gastrointestinal rahatsizhiklar gibi durumlarda bir¢ok hastaliga care olarak
yuzyillar boyu kullanilagelmistir (Woo vd., 2012). Timokinonun hastaliklara
etkisi ile ilgili ¢alismalara bakildiginda, Sankaranarayanan ve Pari (2011)
calismalarinda streptozotosin ve nikotinamit 1ile siganlarda diyabet
olusturmuglar ve 45 giin boyunca 80 mg/kg timokinonun etkisini
incelemiglerdir. Sonug olarak timokinonun pakreatik beta hiicre fonksiyonunu
korudugunu, antioksidan o6zelligiyle oksidatif stresi onledigini ve bdylece
diyabet kaynakli hasari anlamlh bir gekilde diizelttigini rapor etmislerdir
(Sankaranarayanan & Pari, 2011). Aslam ve arkadaslarinin (2018)
calismasinda ise farelerin kulak kepgelerinde atopik dermatit olusturulmus ve
iki farkli sekilde oral ve lokal olarak farelere timokinon verilmigtir. Bu
deneyde timokinonun kanda iltihabi hiicre miktarini, farelerin kulak
kalinligini, dermatit skor puanini, IgE diizeylerini, interlokin 4, interlékin 5 ve
interferon gama mRNA ifadelerini azaltarak koruma sagladigim
saptamiglardir (Aslam vd., 2018). Khattab ve Nagi (2007) sicanlarda 4 hafta
boyunca 50 mg/kg L-NAME vererek hipertansiyonu tetiklemigler ve yine 4
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hafta boyunca 0.5 ve 1 mg/kg timokinon vererek sicanlari tedavi etmeye
calismiglardir. Sonuc¢ta timokinonun sistolik kan basincimi distirerek artmis
kreatinin ve GSH miktarlarin1 azaltarak hipertansiyona karsi koruyucu etki
gosterdigi sonucuna varmiglardir (Khattab & Nagi, 2007). Timokinon gigli bir
antioksidandir ve iyi bir ROS toplayicisidir. Timokinonun antioksidan 6zelligi
ile 1ilgili olarak, Badary ve arkadaglar1 (2003) timokinonun lipit
peroksidasyonunu engelledigini, gticli bir antioksidan potansiyelinin
oldugunu ve farkli radikal tirlerini temizleme kabiliyetinin bulundugunu,
fakat ozellikle de stiperoksit anyonlarina karsi daha da gugli etkileri
oldugunu bildirmislerdir. Timokinonun lipit peroksidasyonu ve siliperoksit
radikali inhibisyonunda medyan inhibitér konsatrasyonlar: sirasiyla 16.8 ve
3.35 uM olarak bulunmustur (Badary vd., 2003). Mansour ve arkadaslar
(2002) farelerde oral timokinon aliminin karaciger, kalp ve bobrek dokularinda
antioksidan enzim miktarini ve lipid peroksidasyonunu nasil etkiledigini
arastirmiglardir. Farelere 5 giin boyunca 25, 50 ve 100 mg/kg timokinon
dozlar1 verilmigtir. Bu calismada bobrekte anlamh bir degisiklik olmasa da
karacigerde superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve malondialdehit (MDA) miktarlarinin dastiga goézlenmigtir.
Kalpte 1se sadece MDA ve SOD diizeylerinde anlaml bir diislis saptanmigtir.
Bu ¢alismada SOD, CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin miktarlarinin
diisme sebebi, timokinonun antioksidan goérevi yaparak ortamdaki serbest
radikalleri stiplirmesi ve antioksidan enzimlerin baglanacagi daha az substrat
olusmasindan  kaynaklandigi 6ne  stUrilmiistiir. Ayrica  nanomolar
seviyelerindeki timokinonun ve timokinonun metaboliti olan
dihidrotimokinonun serbest oksijen radikallerini azalttigi goralmustir
(Mansour vd., 2002). Timokinonun bir¢cok toksisiteye karsi iyi geldigi
gosterilmigtir. Bunlar arasinda hepatotoksisite (Aycan vd., 2014) , bobrek
toksisitesi (Ulu wvd., 2012) ve pulmoner hasar (Yetkin wvd., 2019) da
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda endoplazmik retikulum stresi ve mitokondri
kaynakli apoptozu da onledigi gosterilmistir (Bouhlel vd., 2017). Timokinon
sinir sistemi toksisitesini de azaltmaktadir (Mehri vd., 2014). Diger bir

calismada sican mesanelerinde timokinonun Nrf2 miktarimi arttirdign da

14



bildirilmistir (Gore vd., 2016). Woo ve arkadaslar1 (2012) derlemelerinde
timokinonun iltihabi hastaliklar ve kanserde hedefledigi yolak ve proteinleri
iltihabi reaksiyona neden olan sitokinler, antioksidan enzimler, NF-xB,
STAT3, MAPK, PPAR-A, Akt, anti-metatazis ve anti-anjiogenezis, ROS,
apoptoz, hiicre sikliisiinii durdurma, kemoterapide kullanilan ilaglarin etkisini
arttirma veya toksik etkisini giderme ve tiimor baskilayici proteinler olarak

ozetlemiglerdir (Woo vd., 2012).

O CH,

CH,
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Sekil 2.2 Timokinonun kimyasal formiili

2.6. Kuersetin

Kuersetin (C15H1007, 3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon), IUPAC ismi 2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one olan bir antioksidandir
(Sekil 2.3). Polifenolik birlesik ailesinden bir flavonoid olan kuersetin 2
benzen halkasi ve ortada bagli oldugu heterosiklik pirondan olusmustur
(Kuhnau, 1976). Bitkilerde ve gunlik yiyeceklerimizin ¢ogunda bulunur.
Genel olarak meyve ve sebzelerde vardir. Kuersetinin bulundugu bu yiyecekler
arasinda narenciye, elma, tiziim, kiraz, c¢ilek, marul, sogan o6zellikle kirmizi
sogan, brokoli, domates, maydanoz, adacayi, siyah cay, rezene ve zeytinyagi
sayilabilir (Anand David, Arulmoli, & Parasuraman, 2016; Kuhnau, 1976).
Kuersetinin biyolojik olarak aktif birgok yararli 6zelligi bulunmaktadir. Gigli
bir antioksidan ve radikal temizleyicidir (Zhang vd., 2011). Kuersetinin
antioksidan etkisi bu maddenin koruyucu etkisi ¢alisilirken hemen hemen her
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calismada gosterilen bir o6zelligidir. Diger etkilerinin yaninda, anti-
inflamatuar, anti-diyabetik, anti-hipertansiv, antihiperkolesterolemik,
antiaterosklerotik anti-koagiilant ve anti-iskemik etkileri de bildirilmistir
(Anand David vd., 2016). Ayrica literatiirdeki bilgilere goére peptik tlser,
osteoporosis, goz bozukluklari, gut hastaligi, koroner kalp hastaliklari, artrit,
kanser, astim, prostatit, viral enfeksiyonlara karsi tedavi amagh olarak
kullanilmistir (Lakhanpal & Rai, 2007). Ayrica karaciger iskemi-
reperfiizyonuna da 1y1 geldigi bildirilmistir (Uylas, Sahin, Sahinturk, & Alatas,
2018). Sicanlarda karaciger iskemi reperfiizyonunun 50 dakika 6ncesinde oral
olarak verilen kuersetin (0.13 mmol/kg) antioksidan seviyelerini arttirarak ve
uretilen serbest radikal ve oksidatif stress oranimi azaltarak koruma
saglamistir (Su vd., 2003). Kuersetinin sicanlarda streptozotosin ile
olusturulan diyabet modelinde lipit peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan
seviyelerini arttirdig1 ve boylece oksidatif stresi azalttigl ve ayrica beta hiicre
hasarina karsi koruyucu etki yaptig1 gosterilmistir (Coskun, Kanter, Korkmaz,
& Oter, 2005). Kuersetinin anti-diyabetik etkisiyle ilgili olarak, Bule ve
arkadaslarinin 2019’da literatirdeki verileri toplayarak yaptiklar1 meta-analiz
calismasinda 10, 25 ve 50 mg/kg dozunda kullanilan kuersetinin cesitli
hayvanlarin serum glikoz seviyelerini distirdiigini bildirmislerdir (Bule,
Abdurahman, Nikfar, Abdollahi, & Amini, 2019). Ultraviyole (UV) 1siniyla
zarar verilen ve oksidatif stres olusturulan siganlarda 50 mg/kg kuersetinin,
UV sonrasi artan MDA’y1 diasurdiga, glutatyon rediktaz, GSH-Px, CAT ve
SOD enzimlerini arttirarak koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir (Erden
Inal & Kahraman, 2000). Kuersetinin Alzheimer hastaliginda amiloid-B
plaklarinin olugsumunu baskiladigr ve Alzheimer modeli farelerin biligsel
bozukluklarini oénledigi gosterilmistir (Nakagawa & Ohta, 2019). Kuersetinin
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa gibi bircok
bakteriyel patojenin adezyonunu engelleyerek, plazma zarini bozarak, niikleik
asit sentezini bloke ederek biofilm gelisimini inhibe ettigi bildirilmigtir

(Memariani, Memariani, & Ghasemian, 2019).
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Sekil 2.3 Kuersetinin kimyasal formuili

2.7. Apoptoz

Hiicreler 6lime cgesitli gekillerde ve yolaklarla gidebilir. Apoptoz ve
nekroz bu o6lum cesitleri arasinda yer almaktadir. Apoptoz diger adiyla
programli hiicre 6limu olarak adlandirilir. Apoptozda, hiicre i¢inde meydana
gelen deformasyonlardan dolay1 veya hiicre disindan hiicresel reseptorlerle
algilanan o6lim sinyalleri yoluyla sitokrom C mitokondriden sitoplazmaya
salimr ve apoptozomu olusturur ve sonrasinda kaspaz 3 ve 7nin
indiiklemesiyle hiicre 6limiu gercgeklesir. Apoptozda gevreye sinyal yayilarak
cevre hiicreler de o6lime tetiklenmez ve az sayida hiicre kapsanir. Hem
patolojik hem de fizyolojik yolla gerceklesebilir. Bu hiicre 6liim sekli canlinin
gelisimsel siirecinde hiicre regiilasyonunda gorildigi gibi, hiicrenin
canliliginin organizma igin zararli olacag: durumlarda da goériilmektedir (Kerr,
Wyllie, & Currie, 1972; Saraste & Pulkki, 2000). Nekroz ise daha ¢ok sadece
hiicre digindan gelen toksinler, radyasyon, ultraviyole isinlari gibi zararh
uyaricilarin hiicreyi sistematik bir gekilde tahrip etmesidir ve rastgele bir
sekilde gerceklesir. Ayrica hiicre zar biitiinliigii bozulur, hiicre igerigi bosalir
ve dokuda enflamasyon goriliir. Apoptozda ise enflamasyon yoktur. Apoptoz

da hiicre apoptotik cisimciklere ayrisir ve bu cisimcikler komgu hiicreler ve
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makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Klasik nekroz, apoptoz gibi az sayida
hiicreyi kapsamaz, genis capli bir hiicre grubunu kapsamaktadir. Hiicre ve
organeller su alir ve siser, ¢cekirdek kiiciuliir ve parcalara ayrilir. Apoptozda ise

tersine hiicre kii¢ilir (Majno & Joris, 1995).

Akrilamitin apoptoza neden oldugu birgok makalelerde gosterilmistir
(Liu vd., 2015, Sahinturk wvd., 2018, Kacar vd., 2019). Bundan dolay1
akrilamite karsi koruyucu etki gostermesi gereken maddelerin akrilamit
kaynakli apoptozuda azaltmasi gerekmektedir. Calismamizda akrilamitin
indiikledigi apoptozu koruyucu olarak kullandigimiz timokinon ve kuersetinin

engelleyip engellemedigini ve engelliyosa ne derece engellediklerini arastirdik.
2.8. Otofaji

Otofajik hiicre oOliminde en acik morfolojik farklilik, hicre
sitoplazmasinda ¢ok tabakali zarla cevrili, mitokondri ve cesitli organelleri de
icerebilen vezikiillerin olusmasidir. Otofajik vezikiiller otofajinin ilerleyen
asamalarinda lizozomlarla birleserek, lizozomal enzimlerce tasidiklari madde
ve atiklarin parcalanmasina neden olurlar. Otofaji olarak isimlendirilen bu
olay kendi kendini yemek manasindadir. Otofaji hakkinda yaygin goris,
apoptozun gerceklesmesinin daha zor veya olanakli olmadigi hicre
sartlarinda, uyarici tipi, uyarma sekli ve gsiddetiyle degisen bir sekilde

hiicrenin bu 6lim seklini segmesidir (Glick, Barth, & Macleod, 2010).

Otofaji besin azlhigi veya mTOR yolaginin inaktivasyonu ile tetiklenir.
Sitozolik proteinler ve yaslanan organeller c¢ift zarli vezikille cevrelenerek
otofagozomu meydana getirirler. Otofajinin en 6nemli belirteclerinden biri
sitoplazmadan bulunan LC3 proteinin otofagozoma alinmasidir. Daha sonra
otofagozom hiicrede lizozom organeliyle birlesir ve LC3 proteiniyle beraber,
igerigi burada parcalanir. LC3 otofajinin goériintiilenmesinde belirte¢ olarak

kulllanilabilir (Shvets, Fass, & Elazar, 2008).

Otofaji ve akrilamitle iligkili bir bilimsel bosluk vardir. Bizim bilgimiz
dahilinde literatiirde akrilamit ve otofajiyle iligkili sadece bir c¢alisma

bulunmaktadir. Bu ¢alismada SH-SY5Y hiicrelerinde akrilamit uygulanmasi
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bu hiicrelerde otofajiyi indiikledigi ve otofajik vezikiillerin birikmesine neden
oldugu bildirilmistir (Song vd., 2017). Bu bilimsel boslugun doldurulmasi i¢in
calismamizda akrilamitin otofajiyi nasil etkiledigi ve buna karsin timokinon

ve kuersetinin nasil bir koruma sagladigimi arastirdik.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kimyasallar

Akrilamit (A9099, >%99), MTT, penisillin-streptomisin, high glucose
DMEM, tripsin-EDTA ve DMSO Sigma Aldrich’ten (St Louis, Missouri, USA);
timokinon (AB 142560, %98) ve kuersetin (AB 121197, %97) abcr’den satin
alindi1 (Karlsruhe, Germany). Muse™ Annexin V & Dead Cell, Caspase-3/7,
Oksidatif Stress ve Autophagy LC3-antibody-based kitleri Merck Millipore
Sirketinden (Hayward, CA, USA) satin alindi. C6 hiicre hatt1 Eskigehir Teknik
Universitesi Fen Fak. Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji ABD {iyesi olan Prof.
Dr. H. Mehtap KUTLU’dan temin edilmistir.

3.2. Hiucre Kultiru

C6 sican glioblastoma hiicreleri hiicre kiiltirti laboratuvarinda steril %5

COg igeren 37 °C sicaklikta kontrolli sartlar altinda buyutilda.
3.2.1. Hiicre hatti ve besi ortami

Calismamizda C6 sican glioblastoma hiicre hatti kullanildi. Hicre
stispansiyonu; %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin-streptomisin ve %1
L-glutamin iceren 10 mL yiiksek glikoz iceren DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) besiyeri icerisine alindi. -80°C'de viallerde DMSO (dimetil
stilfoksit) ile dondurulmus olarak saklanan hiicreler 10 mL besiyeriyle beraber
15 mDL’lik falkon tiipe alinarak 10 dakika boyunca 150 g'de santrifiij
yapildiktan sonra tstte kalan sivi tarafi atildi ve hiicre peletine hazir besiyeri
(10 mL kadar) eklenerek hiicreler 25 cm? flasklarda acildi. Hiicreler
yapistiktan ve biiytidikten sonra tripsin-EDTA (etilendiamin tetra asetik asit)
ile kaldirlarak 75 cm?lik flasklara aktarildilar. Eskiyen besiyerlerinin
bosaltilarak, yeni besiyeriyle 2-3 giinde bir degistirilmesine dikkat edildi.
Hiicrelerin ¢ogalma durumu inverted mikroskop ile kontrol edildi. Hiicrelerin
logaritmik faza girdiginden emin olunduktan sonra deneylere alindi. Deney
asamasinda genel olarak, flasklarda yeterli doluluga ulasan hiicrelerin eski
besiyerleri atildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler 5 dakika
PBS-EDTA ile yikandi ve sonrasinda %0.25 tripsin ile 5 dakika 37 °C’de
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inktiibatorde bekletildi ve boylece tabandan kopmalari saglandi. 15 mL’lik
falkona aktarilan hiicreler 4 °C ve 150 g’de 10 dakika dondirildi. Santrifiy
sonunda sivi kisim atildi ve alltaki kati kisim olan pelet ise besiyeri ile
stispanse edildi. Hiicreler sayilirken ise hiicrelerin oldugu slispanse kisim sivi
kisimdan iyice karistirilarak 10 pli alindi ve Thoma lami tizerine konuldu. 1

mL'deki hiicre sayis1 Thoma lami yardimiyla 6l¢tildi.
3.2.2. Maddelerin stok soliisyonlarinin hazirlanmast

Akrilamitin stok soliisyonu 5 M konsantrasyonda steril distile su
icerisinde, timokinonun ve kuersetinin stok soliisyonlari her biri 100 mM
olarak DMSO igerisinde hazirlandi. Her bir stok soliisyon 1.5 mL olarak
hazirlandiktan sonra 50 pL olarak tiiplere bdliinerek -20 °C’de saklandi.
Akrilamit (Kacar vd., 2017c), timokinon (Fouda, Daba, & Ahmed, 2014) ve
kuersetin (Li vd., 2018a) dozlarinin stok doz miktari ve MTT uygulama stiresi

yapilan literatir taramasi sonrasinda karar verilmigtir.
3.3. Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

Hiicreler akrilamit ile muamele edildikten sonra hiicre canhihgit MTT
yontemiyle belirlendi. Akrilamitin dozlar1 hiicrelere 0-100 mM arasinda herbir
doz yariya indirilerek uygulandi. Timokinon ve kuersetinin dozlar1 ise

hiicrelere 0-1000 uM arasinda yine herbir doz yariya indilerek uygulandi.
3.3.1. MTT testi

MTT kolorimetrik testi canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz
enzim aktivitesine dayanir. Canli hiicrelerde dehidrojenaz enzimi aktivitesi
gozlemlenirken, olen hiicrelerde gézlemlenmemektedir. Hiicrelere uygulanan
kimyasal maddelerin hiicreyi 6ldiirmesi veya ¢ogalmasini durdurmasi, hiicre
dehidrojenaz enzim aktivitesine gore saptanir. Hiicreler, MTT maddesini
kendi igine alarak mitokondriyal dehidrojenaz enzimleriyle koyu mavi-mor
renkli kat1 formazan kristallerine ¢evirirler. Daha az hiicre ve canlilik igeren
kuyularda daha az formazan tuzu, daha fazla canli hiicre igeren kuyualarda
ise daha ¢ok formazan kristali olusur. Sonrasinda DMSO ile bu mavi kristaller

cozdirulir ve ELISA okuyucuda kolorimetrik olarak ol¢iliir. Test yapilirken
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C6 hiicreleri flasklardan kaldirilarak 96’11 plakalara her bir kuyu 5 X 103 hiicre
icerecek sekilde ekildi. Hiicrelere 24 saat boyunca akrilamit (0-100 mM),
timokinon (0-1000 uM) veya kuersetinin (0-1000 uM) farkli dozlari verildi.
Uygulama siiresi bittikten sonra hiicrelerin besiyerleri atildi ve tizerlerine 100
uLi 1:10 oraninda besiyeri ile seyreltilmis 2.0 mg/mL MTT verildi. En az 3 saat
96’1 plaklar 37 °C, CO; iceren inkiibatore bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda
96’1 plaka ters ¢evrilerek dokildi. Herbir kuyucuga 100 ul. DMSO konularak
formazan kristalleri ¢oziildi ve 96’11 plak ELISA okuyucuda 570 nm’de
okutuldu.

Canlilik hesabi1 (%): Uygulanan maddelere (akrilamit-kuersetin-
timokinon) maruz birakilmis hicrelerdeki canlilik ytizdeleri hicbir madde
verilmeyerek kontrol hiicresi olarak kullanilan hiicrelerin canlilig1 %100 kabul
edilerek saptandi. Yani kontrol hiicresi %100 canli olarak kabul edildi ve diger
hiicrelerin canhihigi kontrole goére oranlanarak hesaplandi. Buna gore

hiicrelerin canlilik orani asagidaki formiile gore yapilda:

100 x (Ornedin Absorbansi — Blankin absorbansi)

Canhihik (%) =
(Kontroliin Absorbansi — Blankin absorbansi)

3.4. Anneksin V Yontemi

Akrilamitin hiicreler lzerindeki sitotoksisitesine ve apoptotik etkisine
anneksin V yontemi ile Muse™ Annexin V & Dead Cell kiti kullanilarak
bakildi. Normalde hiicre zarinin i¢ ylizeyine bakan fosfolipid sirada yerlesmis
olan fosfatidilserin molekiilleri hiicre apoptoza gittiginde zarin dis yiizeyindeki
siraya gecer. Bu yer degistirmenin onemi apoptozda erken safhalarda
gerceklesmis olmasidir ki hiicre zar1 hentiz biitiinliigiinii kaybetmemistir. Bu
sayede erken apoptozdan s6z edilebilir. Hiicrenin dis ylizeyine gegen
fosfatidilserine baglanabilen bir protein olan anneksin V, floresan
isotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriinir hale getirilir.
Bu testte FITC-anneksin V bilesiminin hiicre yilizeyindeki fosfatidilserine

baglanma oram1  ol¢ilir (Vermes, Haanen, Steffens-Nakken, &
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Reutelingsperger, 1995). Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de anneksin V
baglanmas1 gorilebildigi icin apoptoz kriteri olarak ikinci boya olan 7-amino-
actinomycin D (7-AAD) kullanilir. 7-AAD ise hiicre 6limi belirtecidir. Canh
hiicreler ve erken apoptotik hiicreler bu boyay:1 hiicre i¢ine almazken, hiicre
zar1 butinligini kaybetmis 6li hiicreler boyayr alir ve floresan 1sima yapar
(Schmid, Krall, Uittenbogaart, Braun, & Giorgi, 1992). Deneye i¢in C6
hiicreler: flasklardan kaldirilarak 24’1luk plakalara her bir kuyu 5 x 104 hiicre
icerecek sekilde ekildi. Hicrelere gerekli maddeler verildikten sonra
besiyerleri atildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Sonrasinda hiicreler PBS-EDTA
ile yikanarak tripsin-EDTA’da 5 dakika bekletildi. Kaldirilan hiicreler 150 g’de
10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiruldi ve pelete %1 FBS iceren taze besiyeri
eklendi. 100 pL kadar anneksin V ve propidium ioditi igeren soliisyon
Ependorf tiiplere aktarildi. Sonra tizerine hazirlanan hiicre siispansiyonundan
100 pLL kadar eklendi. Bu iki soliisyon karanlikta 20 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler Muse™ Cell Analyzer (Merck Millipore,
Hayward, CA, USA) ile analiz edildi.

3.5. Kaspaz 3/7 Aktivite Ol¢iimleri

Akrilamitin hiuicrelerdeki kaspaza etkisi Muse™ Caspase-3/7 kiti ile
bakildi. Deneyde kaspaz 3/7 reagenti ve bir hiicre 6liim belirteci olan 7-AAD
kullanilmaktadir. Kaspaz 3/7 reagenti hiicre zarindan gecgebilir, hiicrelere
toksik degildir ve DNA baglayic1 bir boyay: igerir. Bu boya kaspaz 3/7nin
kesme bolgelerini iceren DEVD adli substrata baglidir ve bu substrata bagh
oldugunda boya DNA’ya baglanamaz. Hicrede aktif kaspaz 3/7nin varhiginda
ise kaspazlar DEVD sekansini keser ve boya serbest kalir, ¢ekirdekteki
DNA’ya gecer ve floresan 1is1ma verir. Bu 1simanin ¢oklugu aktif kaspaz 3/7
miktariyla dogru orantilidir (Cen, Mao, Aronchik, Fuentes, & Firestone, 2008).
Olen ve zar biitiinligii bozulan hiicrelerin ayrilmas: igin ikinci bir boya olarak
floresan 1s1ma yapan 7-AAD kullanilir. Deney i¢in C6 hiicreleri flasklardan
kaldirilarak 24’lik plakalara her bir kuyu 5 X 104 hiicre icerecek sekilde ekildi.
Hicreler kontrol, akrilamit, kuersetin+akrilamit ve timokinon+akrilamit

olarak 4 gruba boélindi. Kontrol grubu hiicrelerine herhangi bir madde
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uygulanmadi. Akrilamit grubu hiicrelerine 24 saat boyunca 4 mM akrilamit
verildi. Akrilamit+timokinon grubu hicrelerine 24 saat boyunca 3.9 uM
timokinon ve sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi.
Akrilamit+kuersetin grubu hiicrelerine ise 6nce 24 saat boyunca 2.0 pM
kuersetin ve sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi.
Uygulamalarin sonunda hicrelerin besiyerleri atildi ve hiicreler PBS ile
yikamaya tabi tutuldu. Sonrasinda hiicreler PBS-EDTA ile yikanarak tripsin-
EDTA’da 3-5 dakika bekletildi. Kaldirilan hiicrelere besiyeri ilave edilerek 150
g’de 10 dakika santrifiij edilerek c¢okturiildi ve pelete %1 FBS iceren taze
besiyeri eklendi. Once kaspaz 3/7 reagenti 1/8 oraninda kitle beraber saglanan
PBS ile seyreltilerek kaspaz ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Ayrica, bir hiicre
6lim belirteci olan 7-AAD’den 2 pL alinarak ve kitle birlikte saglanan 148 uL
tampon c¢ozeltisiyle karistirilarak kaspaz 7-AAD caligsma soliisyonu hazirlanda.
Daha sonra 5 pL. kaspaz calisma soliisyonu 50 pl. hiicre siispansiyonuna
eklendi ve 37 °Cde 30 dakika inkibasyona birakildi. Sire sonunda
stispansiyona 150 pL kadar 7-AAD caligsma soliisyonundan eklendi ve hiicreler

Muse™ Cell Analyzer ile analiz edildi.

3.6. Otofaji Aktivitesinin Belirlenmesi

Otofajik aktivite Muse™ Autophagy LC3-antibody-based kit ile yapildi.
Artan bilgi birikimi hiicre 6liimiine sadece apoptozun degil, otofajinin de
katkida bulundugunu gostermistir. Kisaca bahsetmek gerekirse, otofaji besin
yetersizligi veya eksikligi veya mTOR yolaginin inhibisyonu ile baslar. Otofaji
esnasinda sitozolik proteinler ve yaslanan organeller cift zarli vezikille
sarilarak otofagozom olusturulur. Otofajinin en 6nemli belirte¢lerinden biri
LC3 proteinin sitozolden otofagozoma ge¢mesidir. Bu silire¢ sonrasinda
otofagozom lizozomla birlesir ve LC3 proteiniyle beraber, icerigi burada
parcalanir. LC3 isaretlenerek otofaji goriintiilenebilir (Shvets, Fass, & Elazar,
2008). Deney icin C6 hiicreleri flasklardan kaldirilarak 24’1ik plakalara her
bir kuyu 5 X 104 hiicre icerecek sekilde ekildi. Hiicreler kontrol, akrilamit,
kuersetintakrilamit ve timokinont+akrilamit olarak dort gruba bdélindi.

Kontrol grubu hiicrelerine herhangi bir madde uygulanmadi. Akrilamit grubu
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hiicrelerine 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi. Akrilamit+timokinon
grubu hiicrelerine 24 saat boyunca 3.9 uM timokinon ve sonrasinda tekrar 24
saat boyunca 4 mM akrilamit verildi. Akrilamit+kuersetin grubu hiicrelerine
ise 24 saat boyunca 2.0 uM kuersetin ve sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4
mM akrilamit verildi. Uygulamalarin sonunda, hiicreler kitle birlikte verilen
otofaji A reagenti ile 6 saat boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda hiicreler
tripsin-EDTA 1ile kaldirildi. Kaldirilan hiicrelere besiyeri ilave edildi ve
hiicreler 150 g’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirtildii. Her bir hiicre peleti
5 uLi antikor ve 95 pL otofaji reagenti B karigimi ile 30 dakika inkiibe edildi.
Hiicreler 10 dakika 150 g’de dondirildi. Son olarak, hiicre peletine 200 pL

tampon soliisyonu eklendi ve Muse™ Cell Analyzer ile analiz edilda.
3.7. Oksidatif Stresin Olciilmesi

Oksidatif stress olgimi Muse® Oxidative Stress Kit ile yapildi. Kisaca,
Olcimde dihidroetidiyumdan yararlanildi. Dihidroetidiyum reagentinin hiicre
zarindan gecebilme o6zelligi vardir ROSun varhginda oksidasyona ugrar.
Oksidasyon sonucunda DNA’ya baglanabilen bir florofor olan etidiyum bromit
olusur ve bu boya kirmizi floresan 1sima yapar. Kirmizi floresan isimanin
orani serbest radikal miktariyla dogru orantilidir (Bindokas, Jordan, Lee, &
Miller, 1996). Deney i¢in C6 hiicreleri flasklardan kaldirilarak 24’11k
plakalara her bir kuyu 5 x 104 hiicre icerecek sekilde ekildi. Hiicreler kontrol,
akrilamit, kuersetintakrilamit ve timokinon+akrilamit olarak dort gruba
bolindi. Kontrol grubu hiicrelerine herhangi bir madde uygulanmadi.
Akrilamit grubu hiicrelerine 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi.
Akrilamit+timokinon grubu hiicrelerine 24 saat boyunca 3.9 uM timokinon ve
sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi.
Akrilamit+kuersetin grubu hiicrelerine ise 24 saat boyunca 2.0 uM kuersetin
ve sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi. Uygulamalarin
sonunda hiicrelerin besiyerleri atildi ve hiicreler PBS ile yikamaya tabi
tutuldu. Sonrasinda hiicreler PBS-EDTA ile yikanarak tripsin-EDTA’da 3-5
dakika bekletildi. Kaldirilan hiicrelere besiyeri ilave edilerek 150 g’de 10
dakika santrifiij edilerek c¢oktiiraldi. Hicre peleti oksidatif stres kitinde
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saglanan tampon c¢o6zeltisiyle slispanse edildi. Daha sonra oksidatif stres
reagenti tampon ¢ozeltisiyle 1:100 orasinda seyreltilerek ara soliisyon yapildi.
Bu ara soliisyon da tampon c¢ozeltisiyle 1:80 oraninda seyreltilerek oksidatif
stress calisma soliisyonu hazirland. Tampon ¢ozeltisiyle hazirlanan
hiicrelerden 10 uL. ve oksidatif stres ¢alisma soliisyonundan 190 pL alinarak
37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Stire sonunda hiicreler Muse™ Cell

Analyzer ile analiz edildi.
3.8. Nrf2 Immiinositokimya Boyamasi

Ik olarak, daha onceden kaldirilmis olan C6 hiicreleri 6'li plakalar
uzerine her bir kuyu 3 X 10° hiicre icerecek sekilde ekildi. Hiicreler kontrol,
akrilamit, kuersetintakrilamit ve timokinontakrilamit olarak dort gruba
bolindi. Kontrol grubu hiicrelerine herhangi bir madde uygulanmadi.
Akrilamit grubu hiicrelerine 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi.
Akrilamit+timokinon grubu hiicrelerine 24 saat boyunca 3.9 uM timokinon ve
sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi.
Akrilamit+kuersetin grubu hiicrelerine ise 24 saat boyunca 2.0 uM kuersetin
ve sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi. Hiicrelere
gerekli maddeler uygulandiktan ve tlizerinden yeterli siire gegtikten sonra
hiicreler tizerindeki besiyeri atildi ve hiicreler 61 plaklar igerisinde PBS ile
yikandi. Daha sonra hiicreler %3.7 formaldehit ile fikse edildi ve tekrar PBS
ile 3 kez yikandi. Daha sonra triton X ile muamele edilerek hiicre tizerindeki
porlarin daha acik hale gelmesi saglandi. Takiben, hicreler yikanarak
bloklandi. Daha sonra, bir gece 4 °C'de bekletilerek primer antikor, ertesi giin
sekonder antikor uygulandi ve hiicreler AEC kromoforu ile muamele edildi.
Renk degisimi goriuldiikten sonra hiicreler su bazli yapistirma materyali ile

lam tzerinde kapatild.

3.9. Gecirimli Elektron Mikroskop (TEM) Incelemesi

C6 hiucreleri 37 °Cdeki COg inkibatoriinde 75 cm?1lik flasklarda
buyttiildiler. Yeterince buiyudiukten sonra flasklar kontrol, akrilamit,

akrilamit+timokinon ve akrilamitt+kuersetin olmak tlizere dort ayri gruba
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bolindi. Ik giin akrilamit+timokinon ve akrilamit+kuersetin gruplarina 24
saat boyunca timokinon (3.9 uM) veya kuersetin (2.0 uM) verildi. Ertesi giin
akrilamit iceren gruplara (akrilamit, akrilamit+timokinon ve
akrilamitt+kuersetin gruplari) 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi. Madde
uygulamasi bitiminde hiicrelerin besiyerleri bosaltildi ve hiicreler PBS ile
yikandi. Ardindan PBS-EDTA ile 3 dakika 37 °Cdeki CO:z inkiibatoriinde
bekletildi ve 5 dakika boyunca tripsin-EDTA eklendi ve inkibatorde
bekletilmeye devam edildi. Mikroskop altinda hiicrelerin kalktigindan emin
olunduktan sonra hiicrelerin tuzerlerine en az konulan tripsin-EDTA
miktarimin 2 kat1 kadar olacak sekilde besiyeri eklendi. Hiicreler toplandi ve
15 mL falkon tiiplere alinarak 150 g’de 5 dakika kati ve yapiskan bir pelet
olusmayacak sekilde dondirilerek ¢oktiirtildii. Daha sonra TEM doku takibi

prosediriine gecildi.

eFosfat Tamponu Hazirlanigi: NasHPOs ve KH2PO4 karistirilarak,
tampon soliisyonu hazirlandi.
e Gluteraldehit Fiksatifinin Hazirlamigi: %25lik fiksatiften PBS ile

seyreltilerek %3 tamponlanmig glutaraldehit hazirlanda.

Pelet halinde 15 mL/’lik konik Falkon tiipiin dibinde bulunan hiicrelerin
tuzerine 500 pli %3 gluteraldehit konularak hiicreler 4 °C’de gece boyunca

inkiibasyona birakildi.

e Osmiyum tetraoksitin hazirlanmasi: 100 mg osmiyum igeren cam
ampul 500 pL. PBS icerisinde bir giin 6nceden kirildi ve bir gece 4 °C’de

¢oziinmeye birakildi.

Ertesi glin glutaraldehit soliisyonlarini iceren Falkon tiipleri PBS ile
yikanarak 3 kez 150 g’de herbiri 5 dakika olmak tizere santrifiij edildi. Falkon
tipleri aliminyum folyo ile giizelce sarildi. Daha sonra bir giin 6nceden
kirilmig PBS’de ¢6zlinmiis osmiyum tetraoksitten herbir érnek i¢in 500 ul ve
PBS’den de ayni hacimde alinarak Falkon tiplerde bulunan hiicre peletlerinin

tuzerine konuldu. Falkon tilipleri 2 saat boyunca rotatorda dondiirmeye
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birakildi. 2 saatlik dondirmeden sonra htucreler herbiri PBS ile herbiri 5er

dakka olmak tizere 3 kez yikanarak 150 g’de 5’er dakika santrifiij edildi.

e Alkol serilerinin hazirlamisi: %50, %80 ve %96’lik etilalkol serileri

hazirlanda.

Son PBS ile yikamadan sonra hiicreler diigiikten yiiksege dogru alkol
serilerinden gecirildi. Dehidrasyon i¢in hiicreler ilk 10 dakika boyunca %50’1ik,
sonra 10 dakika boyunca %8071ik ve en sonunda 5 dakika boyunca %96’lik
alkole alindilar. Herbir alkol asamasindan sonra hiicre kaybinin engellenmesi
i¢in kisa siureli (1 veya 2 dk) maksimum 200 g’yi gegmeden santrifiij yapildi.
Seffaflandirma agsamasinda ise hiicreler 10’ar dakika aralarla 4 °C’de propilen

oksit icerisinde bekletildiler.

eResin Soliisyonunun Hazirlanmasi: Resin soliisyonu hazirlanirken 20
mL Araldit CY212, 20mL DDSA, 0.6 mLL BDMA ve 1 mL dibtutilfitalat
kullanilda.

Propilen oksit inkiibasyonunun ardindan propilen oksit (1 mL)+resin (1
mL) soliisyonunda 30 dakika bekletildi. Takiben, hiicreler saf resine alind1 ve
gece boyu 4 °C’de bekletildi. Ertesi giin taze hazirlanmis resinle bloklama
islemi yapildi. Hiicre peletleri gomiiliirken peletin blogun u¢ kisimlarina

gelmesine dikkat edildi ve blok igerisine kursun kalemle etiketleme yapildi.

Bloklar 6nce 24 saat boyunca 45 °C’de ve sonra 24 saat boyunca 60 °C’de
ayarlanmig etiiv icerisinde bekletildi. Ertesi giin etiiv kapatildi ve bloklarin
kendiliginden sogumasi beklendi. Hazirlanan bloklardan ultramikrotom ile

kesitler alinarak gridler lizerine yerlestirildi.

e Uranil Asetat Boyasinin Hazirlanmasi: 80 mL metil alkol, 2 g uranil
asetat ve 20 mL distile su ile hazirlandi ve stzildd.

e Kursun Sitrat Boyasinin Hazirlanmasi: 5 mL su igerisinde 2 g 10 N
NaOH ve 50 mL distile su igerisinde 200 mg kursun sitrat karistirilarak
kuvvetlice ¢alkalandi ve pH 12’ye ayarlanda.
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Gridler tizerindeki kesitler uranil asetat boyasi igerisinde en az 45 dakika
bekletildi ve distile su ile yikandi. Sonrasinda kursun asetatla boyandi ve
Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar: Uygulama
Merkezinde (ARUM) elektron mikroskobuyla (JEOL JEM-1220, USA)

incelendi.
3.10. Konfokal Mikroskop Incelemesi

Ik olarak, daha onceden kaldirilmis olan C6 hiicreleri 61 plakalar
tuzerine her bir kuyu 3 X 10° hiicre icerecek sekilde ekildi. Hiicreler kontrol,
akrilamit, kuersetintakrilamit ve timokinon+akrilamit olarak doért gruba
bolindi. Kontrol grubu hiicrelerine herhangi bir madde uygulanmadi.
Akrilamit grubu hiicrelerine 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi.
Akrilamit+timokinon grubu hiicrelerine 24 saat boyunca 3.9 uM timokinon ve
sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi.
Akrilamit+kuersetin grubu hiicrelerine ise 24 saat boyunca 2.0 uM kuersetin
ve sonrasinda tekrar 24 saat boyunca 4 mM akrilamit verildi. Deney sonunda
hiicreler tizerindeki besiyeri atildi ve hiicreler 61 plaklar icerisinde PBS ile
yikandi. Daha sonra hiicreler soguk metanolle 10 dakika fikse edildi ve tekrar
PBS ile 3 kez yikandilar. Daha sonra, hiicreler 30 dakika boyunca karanlik
ortamda falloidin-FITC boyasiyla boyandi. Tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan
sonra, hiicreler DAPI kapatma soliisyonuyla kapatilarak Eskisehir Osmangazi
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar: Uygulama Merkezi'nde (ARUM)
lazer taramali konfokal mikroskopta (ZEISS LLSM 800) incelend.i.

3.11. Istatistiksel Analiz

Gruplar aras1 farklar incelenirken ilk degigkenlerin normal dagilim
izleyip izlemedigi Shapiro-Wilk normalite testi ile kontrol edildi. Normal
dagilim gosteren veriler arasindaki fark tek yonli varyans analizi ANOVA
testi ile yapildi. ANOVA’da Levene testinde varyanslari homojen dagilan veri
setine Tukey coklu karsilastirma testi, varyanslar1 homojen dagilmayan veri
setine 1se Tamhane coklu karsilagtirma testi uygulandi. Normal dagilim

gostermeyen veri setlerinde ise Kruskal-Wallis testi yapildi. Istatistiksel
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anlamlilik p<0.05 1se * ile p<0.01 i1se ** ile ve p<0.001 ise *** geklinde ifade
edildi.

30



4. BULGULAR

4.1. MTT Sonuclar:1

MTT sonuglar1 akrilamit, timokinon ve kuersetin MTT sonuglar: olarak 4

altbaslik altinda toplanarak asagida verilmigtir.
4.1.1. Akrilamitin MTT’si

Akrilamitin farkli dozlar1i uygulanan C6 hiicrelerinde hiicre canliligi
sonu¢larina bakildiginda (Sekil 4.1, Tablo 4.1), 0.78 ve 1.56 mM akrilamit
dozlarinda sirasiyla hiicre canliliklar: %104.9 ve %102.6 olarak bulunmus olup
kontrol ile aralarinda anlamli bir istatistiksel fark saptanmamistir (p>0.05).
3.13 mM akrilamit dozunda ise hiicre canlihig® %20 azalarak %8071ere
diigsmiistir ve kontrolden istatistiksel olarak anlamli bir diisme gortilmistir
(p<0.01). 6.25 mM akrilamit dozuna bakildiginda yaklasik hiicrelerin yarisi
inhibe olmustur ve canhihk %49.7 olarak bulunmustur. Ayrica, 6.25 mM
akrilamit verilen hicrelerde kontrole gore istatistiksel anlamlilik derecesi
p<0.001’e yukselmistir. 12.5 mM akrilamit dozunda hiicre canlilig1 %31.8 iken
25 mM akrilamit dozunda ise %16.9 olarak bulundu (her ikisi de p<0.001). 50
ve 100 mM akrilamit dozlar1 incelediginde hiicre canlilik oranlarinin %10’dan
daha asagilari indigi saptandi. Bu calismada akrilamitin IC50 degeri 6.22 mM
olarak hesaplanmigtir. Sonraki deneylerde 4 mM akrilamit dozununun C6
hiicrelerinde toksik etki olusturmada kullanilmasina karar verilmigtir.
Akrilamitin hiicrelere geri doniisimsiiz hasar vermesinden kaginilmak
istenmesinden dolayr cok yiliksek akrilamit dozlari yerine 4 mM akrilamit

kullanilmigtir.
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Sekil 4.1 Akrilamit verilen C6 glioblastoma hiicrelerinin canlilik oranlari. **
ve *** kontrol grubuyla kargilastirildiginda sirasiyla p<0.01 ve p<0.001

anlamh farki gosterir.
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Tablo 4.1 MTT sitotoksisite testinde verilen akrilamit dozlarina gore hiicre

canlilig1 ylizdesi ve istatistiksel anlamlilik dereceleri.

Hiicre canlilig1 (%)
Akrilamit dozu (mM) p degerleri
(ortalama=SS)

Kontrol 100.0+129 | e
0.78 104.9 + 18.8 ns
1.56 102.6 £ 14.9 ns
3.13 80.0 + 8.9 <0.01*%
6.25 49.7+ 5.7 <0.001*
12.5 31.8+ 4.5 <0.001*
25.0 16.9+ 7.3 <0.001%*
50.0 7.0+34 <0.001*
100.0 3.6 £0.8 <0.001*

* Kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli farki ns ise anlamh bir fark
olmadigini gostermektedir.

4.1.2. Timokinonun MTT’si

Timokinonun farkli dozlar1 uygulanarak C6 hiicrelerine timokinonun
zarar vermeyen veya proliferasyonunu destekleyen dozlari arandi. Hiicre
canliligi sonuglarina bakildiginda (Sekil 4.2, Tablo 4.2)125 uM ve usti
dozlarda (125, 250, 500 ve 1000 uM) C6 hiicrelerinde herhangi bir canlihiga
rastlanmadi. 62.5 uM timokinon dozunda ise hiicre canliligi kontrole gore
%48.2 (p<0.001); 15.6 ve 31.3 uM timokinon dozlarinda ise sirasiyla %83.5 ve
%82.7ye kadar geriledi (p<0.05). 7.8 uM timokinon dozundaki hiicre canlilig:

1se %95.6 1di ve kontrolle arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). 0.5,
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1.0, 2.0 ve 3.9 uM timokinon dozlarinda da canlihk kontrol grubundaki
canlihiga benzerdi ve kontrolle aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p>0.05). Timokinonun olas1 koruyucu dozu olarak 3.9 uM

belirlendi ve sonraki deneylere bu dozla devam edildi.
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Sekil 4.2 Timokinon verilen C6 glioblastoma hiicrelerinin canlilik oranlari. *
ve *** kontrol grubuyla karsilastirildiginda sirasiyla p<0.05 ve p<0.001

anlamh farki gostermektedir.
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Tablo 4.2 MTT sitotoksisite testinde verilen timokinon dozlarina goére hiicre

canlilig: ylizdesi ve istatistiksel anlamlilik dereceleri.

Timokinon dozu Hiicre canlilig: (%)

(nM) (ortalama+SS) p degerleri
Kontrol 100.0+19.9 | s
0.5 97.8+24.4 ns
1.0 100.8 £19.3 ns
2.0 104.7 £ 20.9 ns
3.9 105.0+21.9 ns
7.8 95.6+ 7.0 ns
15.6 83.56+17.7 <0.05%
31.3 82.7+11.7 <0.05*
62.5 48.2 +10.1 <0.001*
125.0 0.26 £5.3 <0.001%*
250.0 0.0+3.0 <0.001%*
500.0 0.0+2.8 <0.001*
1000.0 0.0+1.2 <0.001*

* Kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli farki ns ise anlaml bir fark

olmadigini gostermektedir.
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4.1.3. Kuersetinin MTT’si

Kuersetinin farkli dozlar1 uygulanarak C6 hiicrelerine kuersetinin zarar
vermeyen veya proliferasyonunu destekleyen dozlari arandi. Hiicre canlilig:
sonuglarina bakildiginda (Sekil 4.3, Tablo 4.3) 125 uM ve iistii dozlarda yani
125, 250, 500 ve 1000 uM dozlarinda kuersetinin C6 hiicrelerinde hiicre
canliligin1  kontrol 1ile kiyaslandiginda sirasiyla %76.9 (p<0.01), %69.5
(p<0.001), %66.5 (p<0.001) ve %47.6 (p<0.001) ’ya disturdigiu gozlemlendi.
Kuersetinin 15.6, 31.3 ve 62.5 uM dozlarinda ise hiicre canliliklar1 sirasiyla
%87, 86.8 ve 84.6'ya inse de kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Kuersetinin 3.9 ve 7.8 uM
dozlarinda ise anlamh bir canhilik diislisii olmasa da hiicre canliligi kontrolden
diisiik olarak saptandi (p>0.05). Kuersetinin 0.5, 1.0 ve 2.0 uM dozlarinda ise
hiicre canliklar1 kontrole oldukca benzer bulunmus olup bu dozlar hicre
canlhihiginda 6nemli bir azalmaya yol agmamistir. Bunlar arasinda 2 uM
kuersetin dozu hiicre canlihiginin diismedigi kontrol grubuna yakin canlhlik
gosteren en bliylik kuersetin dozu oldugundan ve kontrol grubuna gore
anlamli fark olmasa da bir miktar proliferasyon goriilmektedir. Bundan dolay:
kuersetinin olas1 koruyucu dozu olarak 2.0 uM olarak belirlendi ve sonraki

deneylere bu dozla devam edildi.
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Sekil 4.3 Kuersetin verilen C6 glioblastoma hiicrelerinin canlilik oranlari. **
ve *** kontrol grubuyla karsilastirildiginda sirasiyla p<0.01 ve p<0.001

anlamh farki gostermektedir.
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Tablo 4.3 MTT sitotoksisite testinde verilen kuersetin dozlarina gore hiicre

canlilig: ylizdesi ve istatistiksel anlamlilik dereceleri.

Kuersetin dozu Hiicre canhilig: (%)

(uM) (ortalama=S\S) p degerleri
Kontrol 100.0+5.8 | e
0.5 98.7+13.9 ns
1.0 99.7+ 134 ns
2.0 101.2+ 11.5 ns
3.9 93.7+11.4 ns
7.8 88.1+£9.2 ns
15.6 87.0+12.4 ns
31.3 86.6 + 8.0 ns
62.5 84.6+17.1 ns
125.0 76.9+ 5.8 <0.01*
250.0 69.5+10.2 <0.001*
500.0 66.5£5.1 <0.001*
1000.0 47.6 + 3.3 <0.001*

* Kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli farki ns ise anlamh bir fark
olmadigini géstermektedir.
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4.1.4. Timokinon+Akrilamit ve Kuersetint+Akrilamit Gruplarinin

MTT’si

MTT testinde belirlenmis akrilamit toksisitesine karsi kullanilacak
timokinon ve kuersetin dozlari 3.9 ve 2.0 uM olarak belirlenmigtir. Akrilamit
dozu da 4 mM olarak belirlenmistir. Bu dozlar kullanilarak kontrol, akrilamit,
akrilamit+timokinon ve akrilamit+kuersetin gruplar: olugturulmustur. Ozetle
1lk 24 saat timokinon ve kuersetinin koruyucu dozlar: uygulanmis, sonrasinda
24 saat boyunca akrilamit hiicrelere verilmistir. Buna goére kontrol
hiicrelerimizin canlhilik ytzdesini %100 kabul edip diger ¢ikan sonuclarimizla
oranladigimizda akrilamit grubu hiicrelerinin canlilik orani %62.2’lere kadar
distii ve bu dustis kontrolle anlamli bir fark olusturdu (p<0.001).
Akrilamit+timokinon grubunda ise hiicre canliligi korunarak %85.1’lerde kaldi
ve bu gruptaki canlilik akrilamit grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gosterdi (p<0.001). Akrilamittkuersetin grubunda ise hiicre
canliligi korunarak %76.6 olarak hesaplandi ve bu gruptaki canlilik akrilamit
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi

(p<0.001) (Sekil 4.4, Tablo 4.4).
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Sekil 4.4 4.1.4. Timokinon+Akrilamit ve Kuersetin+Akrilamit dozlarinin
verildigi C6 glioblastoma hiicrelerinin canlilik oranlari. *** kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ve ### akrilamit grubuyla karsilastirildiginda p<0.001
anlamh farki gostermektedir. AA: Akrilamit, T: Timokinon ve Q: Kuersetini

ifade etmektedir.
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Tablo 4.4 MTT sitotoksisite testinde timokinon+akrilamit ve
kuersetin+akrilamit dozlari verildiginde hiicre canlilig: ylizdesi ve istatistiksel

anlamhilik dereceleri.

Hiicre canlilig1 (%)
Gruplar p degerleri
(ortalama+SS)
Kontrol 100.0+4.8 | e
AA 62.2+3.9 <0.001*
AA+T 85.1+4.9 <0.001#
AA+Q 76.6+ 6.8 <0.001#

* Kontrolle kargilastirildiginda ve # akrilamit grubuyla karsilastirildiginda
anlamli farki ifade eder. AA: Akrilamit, T: Timokinon ve Q: Kuersetini ifade

etmektedir.
4.2. Anneksin V Sonuclari

Akrilamitin farkli dozlar1 uygulanan hiicrelerde bakildiginda herhangi
bir kimyasalla muamele edilmeyen C6 hiicrelerinde hiicre canlhligi %93.08
bulunurken toplam apoptotik hiicre orani %5.99 olarak saptandi (erken
apoptotik hiicre orani %1.87 ve gec¢ apoptotik hiicre orani %4.12). 2 mM
akrilamit verilen hiicrelerde hiicre canlihgi %82.48e diiserken, toplam
apoptotik hiicre orami %15.9 olarak bulundu (erken apoptotik hiicre oram
%10.89 ve ge¢ apoptotik hiicre oranmi %5.01). 3 mM akrilamit verilen
hiicrelerde hiicre canhiligi %80.55’e diiserken, toplam apoptotik hiicre orani
%18.15 olarak bulundu (erken apoptotik hiicre orani %10.10 ve ge¢ apoptotik
hiicre orani1 %8.05). 4 mM akrilamit verilen hiicrelerde hiicre canlihg %66.73’e
diserken, toplam apoptotik hiicre orani %32.26 olarak bulundu (erken
apoptotik hiicre orani %18.80 ve ge¢ apoptotik hiicre orani %13.46). 5 mM
akrilamit verilen hiicrelerde hiicre canlihgi %49.15e diiserken, toplam

apoptotik hiicre orani %50,35 olarak bulundu (erken apoptotik hiicre orani

41




%27.12 ve gec¢ apoptotik hiicre orani %23.23). Son olarak 6 mM akrilamit
verilen hiicrelerde hiicre canliligi %44.71°e diserken, toplam apoptotik hiicre
orani %54.49 olarak bulundu (erken apoptotik hiicre orani %30.60 ve gec
apoptotik hiicre orani %23.89) (Sekil 4.5).

Sadece akrilamitin farkli dozlarinin kullanildigi hiicrelerin anneksin V
sonuglarina gore, akrilamitin 5 mM dozda hiicre canlilik ve apoptoz oranlarina
bakildiginda hicrelerin geri donlsimi olmayan bir hasara ugrama
ithtimalinin oldugu distintildi. Akrilamitin 3 mM dozunda ise canli hiicrelerin
yeterince hasara ugramama ihtimali vardi, ¢linkl hiicre canlilig1 %80’lerdeydi.

Bundan dolay1 24 saat akrilamit toksisitesi olusturmak i¢in 4 mM dozun C6

hiicrelerinde bizim deneyimiz i¢in daha uygun oldugunu degerlendirdik.

A 4. APOPTOSIS PROFILE B 4. APOPTOSIS PROFILE C 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Uate Apop./Dead Dead Late Apop./Dead iDead Uate Apop./Dead
0.94 % 412% 1163 % 5.01% 11.30% 8.05%
31 34 34
- E ] £ ]
| = 3
= 2 G 5 24 A e
2 L 2 g *
> > = ]
14 14
1.87 % 18245 10.89 % 51010 %
Early Apop. 0 1Live -~ Early Apop. 0 1 3 Early Apop.
3 4 0 1 2°"83 "R 8 & 2 8 4
Live ANNEXINV  Agoptotiz Live ANNEXINV  Apoptotic Live ANNEXINV  Agoptotic
D 4 APOPTOSIS PROFILE E4 APOPTOSIS PROFILE F4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Uate Apop./Dead Dead Uate Apop./Dead Dead Uate Apop./Dead
1.01% 13.46 % 0.50 % 2323 % 10.80 % 2389 %
34 34 3-
= - . o
- - -
o 24 5 29 S o 23
= > ~'$:;~."‘ > o
Fe. 1880 % 49.15% Eegt  2112% 447 e 3060 %
7} Early Apop. 0 Live <. Early Apop. 0 1Live’ *" Early Apop.
™ vn3| TTTTT 4 0 1] 2| 3] 4 0 2[ 3] 4
Live ANNEXINV  Agoptotic Live ANNEXINV  Agoptotic Live ANNEXINV  Apoptotic

Sekil 4.5 Akrilamit i¢in anneksin V sonuclari. A: Kontrol, B: 2 mM, C: 3 mM,

D: 4 mM, E:5 mM ve F: 6 mM akrilamit uygulanan hiicreler.
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Tim gruplarin anneksin V sonuglarina bakildiginda ise herhangi bir
kimyasalla muamele edilmeyen C6 hiicrelerinde hiicre canlihgr %83.26
bulunurken, toplam apoptotik hiicre orani (erken apoptotik hiicre oram
%10.49 ve gec¢ apoptotik hiicre orani %5.91 olmak tizere) %16.40 olarak
bulundu. Olii hiicre oran ise %0.33 idi. Akrilamit verilen hiicrelerde ise hiicre
canlihigi %60.00’a diiserken, toplam apoptotik hiicre oranmi (erken apoptotik
hiicre oran1 %21.80 ve ge¢ apoptotik hiicre orani %16.15 olmak tizere) %37.95
olarak bulundu. Olii hiicre oranmi ise %2.05 idi. Timokinonla akrilamit
verilmeden oOnce muamele edilen hiicrelerde ise hiicre canlihk ylzdesi
akrilamit grubuna gore daha yiksekti (%77.20). Toplam apoptotik hiicre orani
ise (erken apoptotik hiicre orani1 %16.15 ve gec¢ apoptotik hiicre orani %6.60
olmak tizere) %22.75 olarak bulundu. Toplam apoptotik hiicre ytlizdesi
akrilamit grubuna gére daha distkti. Oli hiicre orami ise %0.05 idi.
Kuersetinle akrilamit verilmeden o6nce muamele edilen hiicrelerde hiicre
canlilik ytizdesi akrilamit grubuna gore yine daha ylksekti (%71.90). Toplam
apoptotik hiicre orani ise (erken apoptotik hiicre orabi1 %17.45 ve ge¢ apoptotik
hiicre oran1 %10.50 olmak tlizere) %27.95 olarak bulundu. Toplam apoptotik
hiicre yiizdesi akrilamit grubuna gére daha disiiktd. Oli hiicre orani ise

%0.15 id1 (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Tim gruplarin anneksin V sonuclari. A: Kontrol, B: Akrilamitle

muamelen edilen hiicreler, C: 3.9 uM timokinon sonrasinda akrilamit

uygulanan hiicreler, D: 2.0 uM kuersetin sonrasinda akrilamit uygulanan

hicreler.

4.3. Kaspaz 3/7 Sonuclari

Kaspaz 3/7 sonuglarina bakildiginda herhangi bir kimyasalla muamele

edilmeyen, yani kontrol olarak kullanilan C6 hiicrelerinde hiicre canliligi

%93.50 bulunurken, toplam apoptotik hiicre oranmi (erken apoptotik hiicre

orani%2.20 ve ge¢ apoptotik hiicre orani %1.60 olmak tlizere) %3.80 olarak
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bulundu. Oli hiicre orani ise %2.70 idi. Akrilamit verilen hiicrelerde ise
canlihgin %62.14’e kadar geriledigi, toplam apoptotik hiicre oraninin (erken
apoptotik hiicre orami %15.08 ve ge¢ apoptotik hiicre orami %18.09 olmak
tizere) %33.17 oldugu gozlemlendi. Olii hiicre orani ise %4.69 idi. Timokinonla
akrilamit verilmeden 6nce muamele edilen hiicrelerde hiicre canlihik yiizdesi
akrilamit grubuna goére daha yliksekti (%82.95). Toplam apoptotik hiicre orani
1se (erken apoptotik hiicre orami %7.20 ve gec¢ apoptotik hiicre orani%8.10
olmak tizere) %15.30 olarak bulundu. Toplam apoptotik hiicre ytlizdesi
akrilamit grubuna gére daha dusiktd. Ola hiicre oram ise %1.75 idi.
Akrilamit oncesinde kuersetin verilen hiicrelerde hiicre canlihk ytizdesi
akrilamit grubuna goére yaklasik %15 yiikselerek %77.05’e ulasti. Toplam
apoptotik hiicre orani ise (erken apoptotik hiicre orani %7.95 ve ge¢ apoptotik
hiicre orani %11.80 olmak tizere) %19.75 olarak bulundu. Akrilamitle beraber
kuersetin verilen grubun toplam apoptotik hiicre ytizdesi (%19.75) yalniz
akrilamit uygulanan hiicreler ile (%33.17) kiyaslandiginda daha diigiiktii. Olii
hiicre orani ise %3.20 id1 (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Kaspaz 3/7 sonuglari. A: Kontrol, B: Akrilamitle muamelen
edilen hicreler, C: 3.9 uM timokinon sonrasinda akrilamit uygulanan

hiicreler, D: 2.0 uM kuersetin sonrasinda akrilamit uygulanan hiicreler.
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4.4. Otofaji Sonuclar1

Otofaji sonuglar1 madde verilen hiicrelerdeki otofajik degisimin herhangi
bir kimyasalla muamele edilmeyen hiicrelerdeki degisime oraniyla
degerlendirildi. Kontrol hiicrelerinin ortalama otofaji yogunlugu 84.8 olarak
bulundu. Kontrol hiicrelerinin otofaji indiiksiyon orani1 1 olarak kabul edildi.
Akrilamit verilen hiicrelerde ortalama otofaji yogunlugu 181.7 idi. Buna gore
otofaji indiiksiyon orami kontrole gore %110 artarak 2.1 olarak bulundu.
Timokinon+akrilamit grubunda ise ortalama otofaji yogunlugu 117.4 olarak
kaydedildi. Buna gore otofaji indiiksiyon orani kontrole gore %40 artarak ve
akrilamit grubuna gore yaklagitk %33 azalarak 1.4 olarak bulundu.
Kuersetin+akrilamit grubunda ise ortalama otofaji yogunlugu 131.8 olarak
saptandi. Buna gore otofaji indiiksiyon orami kontrole goére %60 artarak ve
akrilamit grubuna gore yaklasik %24 azalarak 1.6 olarak bulundu (Sekil 4.8
ve Tablo 4.5).
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Sekil 4.8 Otofaji sonuclari. A: Kontrol, B: Akrilamitle muamelen edilen

hicreler, C: 3.9 uM timokinon sonrasinda akrilamit uygulanan hiicreler, D:

2.0 uM kuersetin sonrasinda akrilamit uygulanan hiicreler.

Tablo 4. 5 Gruplara gore ortalama otofaji yogunlugu ve otofaji indiksiyon orani

Ortalama Otofaji Otofaji Indiiksiyon
Gruplar
Yogunlugu Orani
Kontrol 84.8 1.0
AA 181.7 2.1
AA+T 117.4 1.4
AA+Q 131.8 1.6

AA: Akrilamit, T: Timokinon ve Q: Kuersetini ifade etmektedir.
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4.5. Oksidatif Stres Sonuclari

Oksidatif stres sonucglarina bakildiginda, herhangi bir kimyasalla
muamele edilmeyen, yani kontrol olarak kullanilan C6 hiicrelerinde ROS
negatif hiicre oran1 %90.71 olarak bulunurken, ROS pozitif hiicre orani1 %9.29
olarak bulundu. Sadece akrilamitle muamele edilen hiicrelerde ise ROS
negatif hiicre orami %60.99’a gerilerken, ROS pozitif hiicre oran1 %39.01°e
kadar ¢ikti. Timokinon+akrilamit grubuna bakildiginda, ROS negatif hiicreler
%84.70 iken ROS pozitif hiicreler %15.30 olarak bulundu. Buna gore akrilamit
grubuna goére ROS pozitif olan hiicre orani %39.01’den %15.30’a kadar geriledi.
Kuersetint+akrilamit grubunda ise ROS negatif hiicreler %80.43 iken ROS
pozitif hiicreler %19.57 olarak bulundu. Buna goére kuersetin+akrilamit
grubunda akrilamit grubuna gére ROS pozitif olan hiicre orani %39.01’den

%19.57’ye dusti (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Oksidatif stres sonuclari. A: Kontrol, B: Akrilamitle muamelen
edilen hicreler, C: 3.9 uM timokinon sonrasinda akrilamit uygulanan

hiicreler, D: 2.0 uM kuersetin sonrasinda akrilamit uygulanan hiicreler.

4.6. Nrf2 Immiinositokimya Boyamas1 Sonuclar:

Nrf2 immiinositokimya sonuglarina goére kontrol grubuna bakildiginda,
Nrf2 boyanmasinin ¢ok yogun olmadigi ve daha seyrek boyandig1 gézlemlendi.
Akrilamit grubunda ise oOzellikle sitoplazmada Nrf2 proteini daha 1iyi
boyanmigti. Timokinon+akrilamit grubunda ise Nrf2 boyanmasi1 daha da artti.
Hatta niikleer Nrf2 boyanmasinin akrilamit grubuna goére daha yogun

boyandig1 gozlendi. Kuersetin+akrilamit grubunda da timokinon+akrilamit

grubuna benzer bigimde niikleer Nrf2 boyanmasi artti.
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Nrf2 immiunositokimya boyanmasi incelendiginde kontrol grubundaki
hiicrelerin ¢ok az bir miktarinin pozitif boyanma gosterdigi gézlemlendi (Sekil

4.10).

LY
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Sekil 4.10 A-D:Kontrol grubunun farkli bolgelerinden ¢ekilmis Nrf2

immiinositokimya boyamasi1 mikroskop goriuntileri. Kirmizi oklar: hafif

sitoplazmik boyanma. Barlar: 50 um.

Akrilamit uygulanan hiicrelerde Nrf2 boyamasina bakildiginda,
akrilamit verilen hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarimin kug¢ialdagu
goriliirken Nrf2 pozitif hiicre sayisinin da arttigir gézlendi. Hatta kiigiilen ve
cekirdekleri kondanse sekilde goriilen hiicrelerde Nrf2 boyamasinin daha koyu

ve fazla oldugu bulundu (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 A-D:Akrilamit grubunun farkli bélgelerinden ¢ekilmis Nrf2
immiinositokimya boyamasi mikroskop gorintileri. Kirmiz: oklar: koyu

sitoplazmik boyanma. Barlar: 50 um.

Akrilamitten 6nce timokinon uygulanan hiicrelerde de Nrf2 boyamasinin
arttigl gézlemlendi. Yine bu grupta, akrilamit grubunda goriilen yogunlagsmis
cekirdek ve kii¢lilmiis sitoplazmalara sahip hiicrelerin nadir gorildiigi ve bu
bakimdan kontrole daha yakin oldugu gézlemlendi. Ayrica, Nrf2 boyanmasinin
sitoplazmayla birlikte cekirdekte de bulunmasi dikkat cekmekteydi (Sekil
4.12).
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Sekil 4.12 A-D:Timokinon+akrilamit grubunun farkli bélgelerinden ¢ekilmis

Nrf2 immiinositokimya boyamasi mikroskop gorintiileri. Kirmiz: oklar:

Niikleer boyanma. Barlar: 50 um.

Akrilamitten 6nce kuersetin uygulanan hiicrelerde de Nrf2 boyamasinin
arttigr gozlemlendi. Yine bu grupta, akrilamit grubundaki gorilen
yogunlasmis cekirdek ve kiiciilmiis sitoplazmalara sahip hiicrelerinin daha az
oldugu ve kontrole daha ¢ok benzedigi gézlemlendi. Ayrica, Nrf2 boyanmasinin

daha ¢ok cekirdekte gozlemlenmesi dikkat ¢ekiciydi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 A-D: Kuersetintakrilamit grubunun farkli bolgelerinden ¢ekilmisg

Nrf2 immiinositokimya boyamasi mikroskop gorintiileri. Kirmizi oklar:

Niikleer boyanma. Barlar: 50 um.

4.7. TEM Sonuclari

TEM sonuclar1 incelendiginde, kontrol grubunda C6 glioblastoma
hiicrelerinin normal bir sitoplazma ve ¢ekirdek icerdikleri gorildi. Akrilamitle
muamele edilen hiicrelerde ise kiigiilme, apoptotik cisimcikler, membran
blebbing, bazilarinda vakuolizasyon, diizensiz sekilli ¢ekirdekler, ¢ekirdekte
fragmantasyon ve yogunlagsma gozlemlendi. Akrilamit verilmeden once
timokinon ve kuersetin verilen gruplarda ise sadece akrilamit verilen
gruplardaki dejenerasyonlarin azalarak mikroskobik goriintiilerin daha c¢ok

kontrole yakinlastig1 saptandi (Sekil 4.14 ve 4.15).
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Sekil 4.14 A-D: Akrilamit grubunun farkli bélgelerinden ¢ekilmis C6

glioblastoma hiicrelerinin elektron mikroskobu gériintiileri. Barlar: 2 um
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Sekil 4.15 Elektron mikroskobu goriuntileri. A: Kontrol, B: Akrilamitle
muamelen edilen hiicreler, C: 3.9 uM timokinon sonrasinda akrilamit
uygulanan hicreler, D: 2.0 uM kuersetin sonrasinda akrilamit uygulanan

hiicreler. Barlar: 2 pm.

4.8. Konfokal Mikroskop Sonuclari

Konfokal mikroskop sonuglarina bakildiginda kontrol grubundaki
hiicreler normal buyuklik ve sekilde sitoplazma ve c¢ekirdekleriyle

gozlemlendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 A-D:Kontrol grubunun farkl bélgelerinden ¢ekilmig konfokal

mikroskop goruntiileri. Beyaz oklar: Bol sitoplazma ve iri ¢cekirdekleriyle

normal gérinimli hiicreler. Barlar: 20 pm in A and B, 10 um in C and D.

Akrilamit uygulanan hiicrelerde ¢esitli dejenerasyonlar goriilldi. Bunlar
arasinda hiicrelerde kiigiilme, ¢ekirdeklerde yogunlagsma, eksantrik ve at nah
seklinde ¢ekirdek goérinimi, sitoplazmik fragmantasyon ve blebbingler vardi

(Sekil 4.17).

57



Sekil 4.17 A-D: Akrilamit grubunun farkli bolgelerinden ¢ekilmis konfokal

mikroskop gorintiileri. Beyaz oklar: sitoplazmik fragmantasyon, sart oklar:
yarim ay sekilli kenara ¢ekilmis ¢ekirdek, kirmizi oklar: membran blebbingi

gostermektedir. Barlar: 20 pm.

Timokinon+akrilamit uygulanan hiicrelerde ise akrilamit grubunda
gorilen dejenerasyonlar daha azalmig olarak gorildi. Yine de, akrilamit
grubu kadar olmasa da yer yer hiicresel dejenerasyonlar vardi. Bunlar
arasinda hiicrelerde kii¢iilme ve sitoplazmik fragmantasyon sayilabilir (Sekil

4.18).
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Sekil 4.18 A-D: Akrilamit+timokinon grubunun farkli bélgelerinden ¢ekilmisg
konfokal mikroskop goriintiileri. Beyaz oklar: Bol sitoplazma ve iri

cekirdekleriyle normal goriiniimli hiicreler. Barlar: 20 pm.

Kuersetintakrilamit uygulanan hiicrelerde de akrilamit grubunda
gorilen dejenerasyonlarin azaldigi saptandi. Kontrole daha yakin bir gorinim
sergileyen hiicrelerde yine de yer yer dejenerasyonlar vardi. Bu

dejenerasyonlar arasinda hiicrelerde kiiciilme ve membran blebbing sayilabilir

(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 A-D: Akrilamit+kuersetin grubunun farkli bolgelerinden ¢ekilmisg

konfokal mikroskop goriintiileri. Beyaz oklar: Bol sitoplazma ve iri

cekirdekleriyle normal goriiniimli hiicreler. Barlar: 20 pm.
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5. TARTISMA

Calismamizda C6 glioblastoma hiicrelerinde akrilamitin olusturdugu
toksik etkileri timokinon ve kuersetin ile gidermeye c¢aligtik. Akrilamitin
toksik dozu, timokinon ve kuersetinin C6 hiicrelerine zarar vermeyen dozuna
karar verdikten sonra hiicredeki apoptotik, oksidatif, otofajik ve morfolojik
degisimler incelendi. Ozetle, akrilamit ile muamelelerinden 6énce verilen 3.9
uM timokinon ve 2.0 uM kuersetin C6 hiicrelerini akrilamitin toksik etkilerini

azaltarak apoptotik, otofajik, oksidatif ve morfolojik acidan korudular.

Calismamizin i1lk asamasini olusturan sitotoksisite testlerinde akrilamit,
timokinon ve kuersetinin tek bagina verildigindeki calismamiza uygun dozlari
belirlendi. Timokinon ve kuersetinin koruyucu dozlar: bulunurken akrilamitin
toksik dozu arandi. Buna gore akrilamit, timokinon ve Kkuersetinin
calismamizda kullanilan dozlar1 sirasiyla 4 mM, 3.9 uM ve 2.0 uM olarak
belirlendi. Akrilamitin IC50’si C6 hiicreleri i¢in 6.2 mM olarak bulundu.
Koruyucu dozlar kullanilarak yapilan MTT’de C6 hicrelerinin canliligi
akrilamit verilmesiyle %62’lere kadar gerilerken 6nceden kuersetin verilmesi
canlihigi %76’ya, timokinon verilmesi ise %85’¢ kadar ¢ikardi. Timokinonun
akrilamite kars1 koruyucu etkisine dair literatiirde birkag¢ tane in vivo ¢alisma
olmasina ragmen, bizim bilgimize gore, hiicre hatlar1 izerinde in vitro olarak
gerceklestirilmis bir calisma bulunmamaktadir. Bu baglamda c¢alismamiz
ozglindir. Fakat timokinonun baska toksik maddelere karsi koruyucu etkisini
konu alan in vitro ¢alismalar mevcuttur. Alhebshi ve arkadaslarinin (2013)
calismalarinda 72 saat boyunca verilen 1, 10 ve 100 nM timokinon primer
noron kultirinde amiloid-8 kaynakli noérotoksisiteye karsi koruyucu etki
gostermistir (Alhebshi, Gotoh, & Suzuki, 2013). Yine ayni1 ekip 72 saat
boyunca verilen 100 nM timokinonun néron kiiltiiriinde a-siniiklein kaynakli
sinaptik hasara karsi koruyucu etki gosterdigini bildirmiglerdir (Alhebshi,
Odawara, Gotoh, & Suzuki, 2014). Ayrica, amiloid-B kaynakli norotoksisiteye
kars1 timokinonun koruyucu etkisinin calisildigi bir baska calismada da
norotoksisite olusturulmadan 6nce verilen 0.1 ve 1 uM timokinonun amiloid-8

kaynakli apoptozu engelledigi gosterilmistir (Ismail vd., 2013). Fouda ve
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arkadaslar1 (2014) insan lenfosit kiltliriinde benzo(a)piren ve mitomisin C
kaynakl1 genotoksisiteye kars1 timokinonun etkisini arastirmistir. 0.625, 1.25,
2.5, 5.0 ve 10.0 uM dozlarinda verilen timokinonun doza baglh koruyucu etki
gosterdigi bulunmustur (Fouda vd., 2014). Mousavi ve arkadaslar1 (2010)
¢corek otu oziiti ve timokinonun, glikozdan yoksun birakilarak strese sokulan
PC12 feokromositoma hiicrelerine kargi koruyucu etkisini ¢aligmiglardir. Bu
calismada hiicrelere 15.62-250 ng/mL dozlar1 arasinda farkl ¢érekotu ve 1.17-
150 uM dozlar1 arasinda farkli timokinon dozlari uygulanarak 6 ve 18 saat
glikoz yoksunlugunda olusan strese karsi etkilerine bakilmistir. Glikoz
stresinden once 250 pg/mL ¢orekotu ve 2.34, 4.68, 9.37 uM timokinon
dozlarinin uygulanmasinin koruyucu etkisinin oldugu gorilmistir (Mousavi,
Tayarani-Najaran, Asghari, & Sadeghnia, 2010). Radad ve arkadaslar1 (2015)
timokinonun primer mezensefalik hiicre kiltiirinde 1-metil-4-metil-
fenilpiridinyum kaynakli dopaminerjik hiicre o6limiine karsi noroprotektif
etkisini arastirmiglardir. 4 giin boyunca in vitro ortamda uygulanan 0.01, 0.1,
1 ve 10 pM timokinon dozlarindan 0.1 ve 1 puM olanlarimin etkili oldugunu
bulmuslardir (Radad, Al-Shraim, Moustafa, & Rausch, 2015). Timokinonun
farkli toksik maddelere karsi kullamildigi yukarida bahsedilen bu in vitro
calismalara benzer bir gekilde bizim c¢alismamizda da 24 saat boyunca verilen
3.9 uM timokinon akrilamit ile indiiklenen apoptozu engellemis ve akrilamit

toksisitesine karsi koruyucu etki gostermistir.

Timokinonun akrilamite kars1 koruyucu etkisine dair baz in vivo
calismalara goz atacak olursak, Mehri ve arkadaslarinin (2014) calismasinda
Wistar sicanlara 11 giin boyunca 50 mg/kg akrilamit veya akrilamitle beraber
2.5, 5, 10 mg/kg timokinon intraperitoneal olarak verilmistir. Bu ¢calismada
timokinon iki sekilde uygulanmigtir. Ilkinde 1 hafta 6énceden timokinona
baslanmis ve devaminda timokinon akrilamitle beraber verilmeye devam
etmigtir. Tkinci uygulamada ise bu maddeler aym anda verilmistir. Deney
sonunda sicanlarin duruslari, MDA ve GSH duzeyleri degerlendirilmis ve her
1ki timokinon verilme yonteminde de akrilamitin sicanda neden oldugu durus

bozukluklarinin diizeldigi, artmis MDA miktarlarinin azaldigi saptanmistir
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(Mehri vd., 2014). Omar ve arkadaslar: (2015) sicanda akrilamitle olusturulan
testis hasarini timokinon ile 6nlemeye calismistir. Bu calismada sicanlar icme
sularina akrilamit konularak 28 giin boyunca akrilamite maruz
birakilmiglardir. Akrilamitle beraber verilen 10 mg/kg timokinonun artan
testis MDA ve NO diuzeyleri ile azalan SOD, CAT and GSH antioksidan
miktarlarini diizelttigi gortlmustiir. Ayrica timokinon akrilamit kaynakh
histopatolojik degisiklikleri de gidermistir. Sonucta testis toksisitesinin
timokinon ile engellenebilecegi gosterilmistir (Omar, Abdel-Ghafar, Fiedan, &
Ahmed, 2015). En gincel calismalardan birisi olan Tabeshpour ve
arkadaslarinin (2019) calismasinda Wistar sicanlara Mehri ve arkadasglarinin
calismasina benzer gekilde 11 giin boyunca 50 mg/kg akrilamit veya
akrilamitle beraber 2.5, 5, 10 mg/kg timokinon intraperitoneal olarak verilmig
ve sonucta akrilamitin hayvanlarda ciddi durus bozukluklarina, MDAnin
artmasina ve GSH igeriginin diismesine neden oldugu saptanmigstir. Ayrica,
akrilamit p-ERK/ERK oranini ve miyelin bazik protein icerigini azaltirken
pJNK/JNK, p-p38/p38 ve Bax/Bcl-2 ile kaspaz 3/9 diizeylerini arttirmistir.
Buna karsin timokinon 5 ve 10 mg/kg dozlarinda siganlarin durus
bozukluklarini engellemis, MDA’y1 azaltmis ve GSH igerigini ise arttirmistir.
Ayrica, timokinon verilmesi p-ERK/ERK oranini ve miyelin bazik protein
icerigini arttirmis ve pJNK/JNK, p-p38/p38 ve Bax/Bcl-2 orani ile kaspaz 3/9
diizeylerini ise azaltmigtir. Sonug olarak makalede timokinonun MAP kinaz ve
apoptotik yolak lizerinden akrilamit kaynakli siyatik sinir toksisitesine karsi
koruyucu oldugunu Dbildirmiglerdir (Tabeshpour, Mehri, Abnous, &
Hosseinzadeh, 2019). Akrilamit toksisitesine karsi timokinonun kullanmildig: in
vivo ¢caligsmalarda, goriilldigi gibi, timokinon koruyucu etkiler géstermistir. Bu
calismalarla benzer gsekilde, C6 hicreleri ile yaptigimiz bu in vitro
calismamizda biz de timokinonun 3.9 uM dozunda koruyucu etkisinin

oldugunu, oksidatif stresi azalttigim ve apoptoza karsi korudugunu gosterdik.

Kuersetinin akrilamite kars1 koruyucu etkisi hakkinda literatiirde birkag
in vivo ¢alisma olmasina ragmen, bizim bilgilerimize gore, hiicreler lizerinde

in vitro olarak yuritilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu baglamda
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calismamiz oOzgindir. Ancak, kuersetinin diger toksik maddelere karsi
koruyucu etkisini konu alan in vitro calismalar literatiirde mevcuttur. Ramyaa
ve Padmanin (2013) Vero maymun boébrek hiicre hatlarinda yaptiklar:
caligmalarinda okratoksin ile hiicrelerde hasar olusturulmustur. Hiicrelere
okratoksin verilmeden 6nce 10 pM kuersetinin verilmesi hiicre canhliklarim
kontrole goére %95lere kadar cikarmistir. Fakat 5 ve 15 puM kuersetin
verilmesi hiicre canliliklarini sirasiyla %89 ve %86’ya cikarabilmistir.
Kuersetinin okratoksinden 6nce verilmesi beraber veya sonra verilmesine gore
hiicre canliligi bakimindan daha etkili bulunmustur (Ramyaa & Padma, 2013).
Bizim ¢calismamizda da kuersetin akrilamit toksisitesinden 6nce verilmistir ve
2.0 uM kuersetin koruyucu etki gostermistir. Guo ve arkadaslarinin (2019)
calismasinda kuersetin lipopolisakkaritle indiiklenen HK-2 insan bobrek
epitelyal hiicre hasarini engellemek icin 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarinda
kullanilmig ve 10, 15 ve 20 uM kuersetin dozlari doza baglh olarak hiicrelerin
canliligin1 arttirmistir (Guo, Sun, & Zhuang, 2019). Wang ve arkadaslar1 2.5
ve 5 uM kuersetini BRL-3A sigan karaciger hiicrelerinde aflatoksin B; ile
indiiklenen sitotoksisiteye karsi kullanmiglar ve aflatoksin hasarindan 6nce
verilen kuersetinin hiicreleri aflatoksin hasarina kars1 korudugu goézlenmistir

(Wang, Li, & Zhang, 2019).

Kuersetinin akrilamit toksisitesine dair in vivo c¢alismalara goéz atacak
olursak, Zargar ve arkadaslari (2016) sican beyinlerinde kuersetinin akrilamit
kaynakli norotoksisiteye karsi koruyucu etkisini ¢aligmiglardir. Akrilamit tek
doz halinde (50 mg/kg) verilirken kuersetin 5 giin boyunca 10 mg/kg olarak
verilmis ve sonucta kuersetinin akrilamit kaynakli norotoksisite ve oksidatif
hasara kars1 koruyucu etki gosterdigi saptanmistir (Zargar, Siddiqi, Ansar,
Alsulaimani, & El Ansary, 2016). El-Betachi ve arkadaslar1 (2016) sican
beyin, karaciger, bobrek ve testis dokularinda 30 giin boyunca 20 mg/kg
diizeyinde akrilamit vererek hasar olusturmuslar ve bu hasari 25 ve 50 mg/kg
kuersetini oral olarak vererek gidermeye calismiglardir. Sonucta akrilamitle
artan oksidatif stres ve biyokimyasal hasar kuersetinle diizeltilmistir (El-

Beltagi & Ahmed, 2016). Bu in vivo calismalarla uyumlu olarak bizim
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deneyimizde de 2.0 uM kuersetin C6 hiicrelerinde oksidatif hasar1 azaltmistir.
I¢cme suyuna verilen akrilamitle indiiklenen 16 haftalik sicanlar tizerinde
yapilan bir baska calismada renal toksisitenin oral olarak verilen 50 mg/kg
kuersetinin antioksidan savunma sistemini glclendirmesi ve lipit, enerji ve
aminoasit metabolizmasini diizenlemesi ile kismi olarak koruma sagladig
belirtilmigtir (Bo wvd., 2018). Yine Uthra ve arkadaslar1 siganlardaki
arastirmalarinda kuersetinin akrilamit toksisitesine karsi korudugunu
saptamiglardir (Uthra vd., 2017). Ansar ve arkadaslari (2016) sicanlarda
yaptiklar1 calismada 5 glin boyunca 10 mg/kg kuersetin vererek sigcanlari1 tek
doz (50 mg/kg) verilerek olusturulan akrilamit toksisitesine karsi korumaya
calismiglardir. Kuersetinin karacigerde akrilamit kaynakli DNA hasarim
diizelttigi, hepatoprotektif etki sagladigi ve antioksidan seviyesini arttirdigi
gorulmistiir (Ansar, Siddiqi, Zargar, Ganaie, & Abudawood, 2016). Bu in vivo
calismalarla uyumlu olarak bizim deneyimizde de 2.0 uM kuersetin C6

hiicrelerinde akrilamite karsi koruyucu etki yapmistir.

Apoptoz sonuclarimiza bakildiginda anneksin V testinde 4 mM
akrilamitin kontrol hiicrelerinde %83.26 olan canliligr %60.90’a dusirdugi ve
%37.95 oraninda total apoptoz gosterdigi saptandi. Timokinonun 3.9 uM
dozunda verilmesi total hiicre canlihk oranmimi akrilamit grubuyla
kiyaslandiginda %77.28’e cikarmigtir ve total apoptoz oranimi %22.75%e
distirmiustir. Kuersetinin 2.0 uM dozda verilmesi ise total hiicre canhlik
oranini akrilamit grubuyla kiyaslandiginda %71.90’a ¢cikarmis ve total apoptoz
oranini %27.95e disirmistir. Kaspaz 3/7 testinde ise 4 mM akrilamitin
kontrol hiicrelerinde %93.50 olan canlihigi %62.14’e distrdigi ve %33.17
oraninda total apoptoz gosterdigi saptanmigtir. Timokinonun 3.9 uM dozunda
verilmesi total hiicre canlilik oranini akrilamit grubuyla kiyaslandiginda
%82.95e cikarmis ve total apoptoz oran1 %15.30’a dismustir. Kuersetinin 2.0
uM dozunda verilmesi ise total hiicre canlilik oranmimi akrilamit grubuyla
kiyaslandiginda %77.05’e cikarmis ve total apoptoz orani %19.75’e diismiistiir.
Morfolojik degisimlere gelindiginde konfokal ve TEM mikroskoplarinda genel

olarak akrilamitin niikleer fragmantasyon, niikleer yogunlasma, yarim ay
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seklinde cekirdek goriinimi, apoptotik cisimcikler, membran blebbing gibi
apoptotik  deformasyonlar  gosterdigi  gozlenmistir.  Apoptozla  ilgili
sonuclarimiz1 literatirle kiyasladigimizda, akrilamitin bir¢cok farkli hiicre
hattinda apoptoza neden oldugu belirlenmigtir (Kacar, Sahinturk, & Kutlu,
2017a; Kacar, Sahinturk, & Kutlu, 2017b; Kacar vd., 2019; Kacar vd., 2017c;
Sahinturk vd., 2018). Timokinonun apoptozdan koruyucu etkisiyle ilgili
literatiir 1incelendiginde, Tabeshpour ve arkadaslarinin (2019) in vivo
calismalarinda akrilamit toksisitesine karsi sicanlarda 5 ve 10 mg/kg
timokinonun Bax/Bcl-2 oranin1 ve kaspaz 3/9 dilizeylerini azalttigini
gostermiglerdir. Ayrica, primer serebellar néronlarda olusturulmus amiloid-B8
kaynakli norotoksisiteye karsi timokinonun koruyucu etkisinin caligildigi bir
in vitro galismada da norotoksisite olusturulmadan o6nce verilen 0.1 ve 1 uM
dozlarindaki timokinonun amiloid-8 kaynakli apoptozu engelledigi
gosterilmigtir (Ismail vd., 2013). Kuersetinin apoptozu engelleyici etkisine
bakildiginda, kuersetinin okratoksin kaynakli toksisite olusturulan Vero
maymun bobrek hiicrelerinde mitokondriyal membran potasiyeli kaybini
engelleyerek mikroskop incelemelerinde apoptotik karakterli hiicre sayisini ve
DNA fragmantasyonunu azaltarak apoptoza karsi koruma gosterdigi
bildirilmistir (Ramyaa & Padma, 2013). Ayrica, kuersetinin kursun
toksisitesine maruz kalan sican bobreklerinde kaspaz 3 ve TUNEL-pozitif

hiicreleri azaltarak apoptozu azalttigr gésterilmistir (Liu, Ma, & Sun, 2010).

Oksidatif stres sonuclarimiza baktigimizda 24 saat 4 mM akrilamit
verilen hicrelerde kontrol grubunda 9.29 olan ROS-pozitif hiicre oraninin
%39.01’e c¢iktigr gorilmistiir. Akrilamit 6ncesinde kuersetin verilmesi ROS-
pozitif hiicre oranini %19.57’e diustirtirken timokinon verilmesi %15.30’a kadar
azaltmistir. Elektronca fakir kimyasallar elektrofil olarak adlandirilirlar.
Akrilamit bir elektrofildir ve makromolekiillerdeki niikleofilik yapilarla
reaksiyona girer. Bundan dolayn DNA ve hiicresel proteinlerle reaksiyona
girerek radikaller olusturup oksidatif strese yol acar (Kacar vd., 2017c;
LoPachin & Gavin, 2012). Akrilamitin oksidatif stresi ve ROS-pozitif hiicreleri
arttirdig1 bircok makalede bildirilmistir (Azari, Shokrzadeh, Zamani, Amani,
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& Shaki, 2019; Hong, Nan, Wu, Yan, & Yuan, 2019; Yousef & El-Demerdash,
2006). Timokinonun oksidatif stresi engelleyici etkisine dair calismalarin
oldugu bilinmektedir (Sankaranarayanan & Pari, 2011). Calismamizda
oksidatif stres oOlgiimiinde akrilamitin neden oldugu oksidatif strese karsi
hiicrelere énceden verilen 3.9 uM timokinon koruyucu etki yapmis ve %39 olan
ROS-pozitif hiicre oranimi1 ytizde %15.3’e kadar distirmustir. Kullandigimiz
test slperoksit anyonu ol¢imiine dayaniyor olup timokinonun ozellikle
stiperoksit anyonlarmni yok ettigine literatiirde deginilmistir (Badary wvd.,
2003). Kuersetinin oksidatif stresi engelledigine dair c¢ok sayida calisma
literatiirde mevcuttur (Coskun vd., 2005; Erden Inal & Kahraman, 2000; Liu
vd., 2010). In vitro olarak verilen kuersetinin sicanlarda akrilamit kaynakl
oksidatif strese karsi karaciger, bobrek, testis ve beyinde koruyucu etkiler

gosterdigi bildirilmistir (El-Beltagi & Ahmed, 2016).

Nrf2 imminositokimya sonuclarimiza baktigimizda hiicrelere akrilamit
verildiginde  Nrf2-pozitif olan hiicrelerin yogunlugunda bir artis
gozlemlenmistir. Ayrica, timokinon ve kuersetin verildiginde Nrf2
boyanmasinin akrilamit grubuna gore ozellikle de cekirdekte daha da arttig:
saptanmigtir. Akrilamit verilmesiyle Nrf2 miktarinin degisimi hakkinda
literatiirde celigkili sonuglar vardir. Akrilamitin verilmesinden sonra Nrf2'nin
azaldigin1 (Albalawi, Alhasani, Biswas, Reilly, & Shu, 2017) ve arttigim
bildiren (Kacar vd., 2019) makaleler mevcuttur. Ancak, literatiirde akrilamit
verildikten sonra Nrf2 ifadesinin arttigini bildirilen makale sayis1 daha
fazladir. Kuersetinin Nrf2 ifadesine etkisine bakildigindan Ramyaa ve Padma
(2013) Vero maymun bobrek hiicrelerinde kuersetinin doza bagh olarak Nrf2
ifadesini arttirdigini1 géstermiglerdir (Ramyaa & Padma, 2013). Ayrica Wang
ve arkadaslar1 2.5 ve 5 uM kuersetinin BRL-3A sican karaciger hiicrelerinde
Nrf2 sinyal yolagimi indiikledigini belirtmiglerdir -(Wang vd., 2019).
Timokinonun Nrf2 ifadesine etkisi incelendiginde, timokinonun HaCaT insan
keratinosit hiicrelerinde Nrf2 ifadesini arttirdigi bildirilmistir (Kundu, Kim,
Kundu, & Chun, 2014). Bir bagka calismada timokinonun BV2 mikroglia

hiicrelerinde NF-kB kaynakli inflamasyonu Nrf2 sinyal yolagini aktive ederek
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onledigine deginilmigtir (Farkhondeh, Samarghandian, Shahri, & Samini,

2018).

Akrilamit ve otofajiyle ilgili olarak literatiirde bizim bilgilerimize gore
sadece bir tek calisma vardir. Song ve arkadaglarinin (2017) SH-SY5Y
hiicreleri ile yaptigi bu calismada hiicrelere 24 saat boyunca 5 mM akrilamit
uygulanmis ve akrilamit bu hiicrelerde LC3-I'in LC3-II'ye doniisinimi ve
beklin-1 proteinin ifadesini arttirarak otofajiyl1 indiklemis ve otofajik
vezikiillerin birikmesine neden olmustur. Western blot incelemelerinde 1.25,
2.5 ve 5 mM olarak verilen akrilamit LC3-II/LLC3-I oranini1 ve beklin-1 protein
ifadesini doza bagli olarak arttirmistir. Ayrica, bir otofaji inhibitéra olan 3-
metiladenin eklenerek veya eklenmeden akrilamit verildiginde hiicre 6liimleri
anneksin V testi ile degerlendirilmistir. Sadece akrilamit verilen hicrelerin
canliligi %79.58 iken akrilamitle beraber otofaji inhibitéri verilen hiicrelerin
canliligr %85.55 olarak bulunmustur. Bu da akrilamitin hiicreleri otofajiyle de
oldirdigine bir diger kanit olarak sunulmustur. Koruyucu olarak lipoik asitin
kullanimi ise LC3 doénimisina ve beklin-1 ifadesini azaltarak koruma
gostermistir (Song vd., 2017). Normalde otofajide sitozolik LLC3-I otofagozoma
gecen LC3-I'yve dontsiur. Bizim otofaji akis sitometrisiyle yaptigimiz
analizimiz sadece otofagozomda bulunan LC3in korunup olgiilmesine
dayalidir. Sonuglarimiza bakildiginda kontrol grubu hiicrelerimize kiyasla 24
saat boyunca 4 mM akrilamit verilen C6 hiicrelerimizin ortalama otofaji
indiikleme oranm kontrol grubunun iki katindan fazladir (2.1). Akrilamitten 24
saat once 3.9 uM timokinon verilmesi ortalama otofaji indiiksiyon oranini
sadece akrilamit grubuyla kiyaslandiginda %33.3 diisirmistiir ve bu oran
2.1’den 1.4’e gerilemistir. Yalniz kontrolle kiyaslandiginda yine de ytliksektir.
Akrilamitten 24 saat once 2.0 puM kuersetinin verilmesi ortalama otofaji
indiksiyon oranini sadece akrilamit verilen grupla kiyaslandiginda %23.8
dislirmiistir ve bu oran 2.1’den 1.6'ya gerilemistir. Yalniz kontrolle
kiyaslandiginda yine de yiiksektir. Ozellikle TEM incelemesinde akrilamit
verilen hiicrelerde daha goérintr olan otofajik  vakuoller olarak

nitelendirdigimiz ~ (otofagozom) bazi1  vakuolizasyonlar gordik. Bu
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dejenerasyonlar timokinon ve kuersetin grubunda neredeyse yok gibiydi. Buna
gore timokinon ve kuersetin akrilamitle indiiklenen otofajik 6limiu inhibe

etme potansiyeline sahiptir.

Literatiirde ticari olarak alinabilen bir¢cok hiicre hattinda akrilamit
toksisitesi olusturulmus ve g¢esitli koruyucu maddeler bu toksisiteyl azaltmak
veya gidermek i¢in kullanilmigtir. Genel olarak koruyucu maddeler akrilamit
toksisitesi olusturulmadan oOnce hiicrelere verilmistir. Bu c¢alismalardan

bazilar1 asagida tartisilmigtir.

Hong ve arkadaslar1 (2019) BRL-3A sican karaciger hiicrelerine Allium
sativum yani sarimsagin aktif maddesi olan allisini 2 saat boyunca 3.75, 7.5,
15 ve 30 uM dozlarinda uyguladiktan sonra hiicrelere 24 saat boyunca 2 mM
akrilamit uygulamislardir. Sonucgta allisinin antioksidan seviyelerini
arttirarak ve ROS'u azaltarak akrilamite bagli oksidatif stresi ve DNA
hasarin1 azalttigini 6ne stirmislerdir (Hong vd., 2019). Azari ve arkadaslari
(2019) lantanitlerden az bulunan bir metal oksit tiri olan seryum oksit
nanoparc¢aciklarinin koruyucu etkisini 6lgmek i¢in HepG2 karaciger kanseri
hiicrelerini kullanmis ve hiicrelere 30 dakika boyunca 50, 100 ve 200 uM
dozlarinda seryum oksit nanopargaciklarini uygulamiglardir. Daha sonra,
hiicrelerde 24 saat boyunca 200 pM (IC50 dozunda) akrilamit ile hasar
olusturmusglardir. Seryum oksit nanoparcaciklari antioksidan seviyelerini
artirarak ve ROS'u azaltarak akrilamite karsi doza bagh koruyucu bir etki
gostermigtir (Azari vd., 2019). Li ve arkadaslar1 (2018) HepG2 karaciger
kanseri  hicreleri 1le yaptiklari c¢alismada  yabanmersini = oOziti
antosiyaninlerinin hiicreleri akrilamit toksisitesine kargsi ne derece
koruduklarini arastirmiglardir. Bunun igin 5, 10, 20 ug/mL antosiyanin dozlari
12 saat streyle hiicrelere verilmistir. Daha sonra, hiicreler 24 saat boyunca 10
mM akrilamit ile muamele edilmis ve sonunda akrilamitle beraber
antosiyanin alan hiicrelerin sadece akrilamit verilen hiicrelere gore
canliliklarinin daha fazla oldugu, antioksidan seviyelerinin arttig1r ve oksidan
seviyelerinin azaldigr gorulmustur (Li, Liu, Lv, Yan, & Yuan, 2018b). Bu

calismalarla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda akrilamit toksisitesine karsi
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kullandigimiz timokinon ve kuersetinin 6nceden verilmesi ROS-pozitif hiicre
sayisini azaltarak oksidatif stresi diistirmiis ve akrilamit toksisitesine karsi
koruyucu etki yapmistir. Yukaridaki calismalardan farkli olarak biz akrilamit
toksisitesini 4 mM akrilamit ile gerceklestirdik. Akrilamit dozlarindaki bu
farkliligin sebebi bizim deneyimizde farkli hiicre hatti (C6 glioblastoma) ile

farkli deney tasarimi ve siiresidir.

Cao ve arkadaslari (2008) kurkumini HepG2 hiicrelerinde akrilamit
toksisitesini baskilamak icin kullanmiglardir. Ozetlemek gerekirse, hiicreler
2.5 pg/mL kurkumin ile muamele edilmis ve daha sonra hiicrelere 2.5-20 mM
arasinda degisen c¢esitli akrilamit dozlar1i verilmistir Bu c¢alismanin
bulgularina bakildiginda kurkumin HepG2 hiicrelerinde akrilamit kaynakli
sitotoksik etkiyi, DNA fragmantasyonunu, mikrontkleus ve ROS olusumunu
belirgin sekilde distrmiustir (Cao vd., 2008). Yildizbayrak ve Erkan (2019)
TM3 Leydig hiicrelerini kullanarak 2.5 uM kurkuminin akrilamit toksisitesine
kars1 koruyucu etkisini arastirmiglardir. Hicrelere 24 saat boyunca sabit 2.5
uM kurkumin dozunu ve degisen akrilamit dozlarini (1, 10, 100 ve 1000 uM)
ayni anda uygulamislardir. Kurkuminin akrilamite bagli zararlh etkileri
giderdigini ve ayrica akrilamitin aktive ettigi MAPK yolagi ekspresyonunu
baskiladigini gostermislerdir (Yildizbayrak & Erkan, 2019). Calismalardaki
kurkuminin yaptig1 koruyucu etkiye benzer bir sekilde bizim ¢alismamizda da
kuersetin ve timokinon ROS pozitif hiicreleri azaltarak oksidatif stresi
distirmiig, C6 hiicre canliligini korumus ve akrilamit kaynaklh c¢ekirdek
fragmantasyonu gibi hiicredeki morfolojik degisiklikleri dizeltmistir. Pan ve
arkadasglar1 (2018) N-asetil sisteinin (NAC) akrilamitle toksisite olusturulan
PC12 sican feokromositoma hiicreleri tizerindeki etkilerini arastirmig, aym
dozda NAC (0.6 mM) 24 saat boyunca 0-10 mM arasinda degisen farkh
akrilamit konsantrasyonlar: ile birlikte hiicrelere uygulanmis ve sonucta
NACnin artmigs MDA, ROS ve TNF-a seviyelerini digirdigint ve NF-kB
yolunu inhibe ederken Nrf2 yolagini aktive ettigini saptamiglardir (Pan vd.,
2018). Bizim calismamizda koruyucu maddelerimiz Nrf2nin boyanmasin

arttirmig ve akrilamit kaynaklh oksidatif strese karsi koruyucu etki
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gostermistir. He ve arkadaglari (2017) PC12 hicrelerinde akrilamit
toksisitesine karsi yesil cayda bulunan bir polifenol olan epigallokatesin-3-
gallat (E3G) kullanmig, hiicreler baglangicta 24 saat boyunca farkhi E3G
konsantrasyonlar1 (2.5, 5, 10 ve 20 pM) ile muamele edilmis, E3G
uygulanmasindan sonra hiicreler 24 saat boyunca 6 mM akrilamite maruz
birakilmig ve sonugta E3G hicrelerin canliligini korudugu ve hiicrelerin
apoptoza gitmesini engelledigini annexin V, sitokrom ¢ ve kaspaz 3 analizleri
ile ve artmis Bcl/Bax orani ile gostermiglerdir. Ek olarak, E3G ROS ve MDA'y1
distirirken GSH ve SOD antioksidan seviyelerini arttirmistir. Bu calismaya
benzer sekilde biz de anneksin V ve kaspaz 3/7 aktivitelerini ve sliperoksit
radikallerinin neden oldugu ROSu olgtiikk. Timokinon ve kuersetin
uygulamamizin artan anneksin V-pozitif hiicre sayisimi, kaspaz 3/7
aktivitelerini ve ROS miktarlarim1 azalttigim goérdiik. Esmaeelpanah ve
arkadaslar1 (2018) PC12 hiicrelerinde akrilamit toksisitesine karsi korumak
icin yesil cayin Kkatesinlerinden olan E3G ve epigallokatesini (EG)
kullanmistir. Hiicrelere 24 ve 48 saat siireyle 2.5, 5, 10, 20, 30 ve ayr1 ayr1 her
biri 40 uM E3G ve EG verdikten sonra 24 saat boyunca 4.85 mM akrilamit
uygulamiglar, hiicre canliliklar: incelendiginde de akrilamitle beraber katesin
kullanilan gruplarda akrilamit verilen gruba goére daha yliksek canhhk
yuzdesi saptamiglardir. Her iki ajanda da 20 uM doz optimum doz olarak
belirlenmigtir. Bizim c¢alismamizda, kullandigimiz maddelerin optimum
dozlar1 hiicrelerin canliliklarinin en iyi1 gorildigi dozlar olarak kabul edilmig
ve timokinon i¢in 3.9 ve kuersetin i¢cin 2.0 uM dozlar1 secilmistir. Yukarida
anilan calismalarin dozlar1 1ile kiyaslandiginda bizim kullandigimiz
maddelerin daha disiik konsantrasyonlarda etki gosterdigi gorilmektedir.
Mehri ve arkadaslar1 (2012), PC12 hiicrelerini 24 saat boyunca akrilamit
toksisitesi oncesinde g¢esitli konsantrasyonlarda krosin (10, 20 ve 50 uM) ile
inkiibe etmisler, sonra PC12 hiicrelerine 24 saat boyunca 5 mM akrilamit
vermiglerdir. Krosinin akrilamit verilmesinden o6nce uygulanmasi hiicrede
DNA fragmantasyonu ve ROS duretimini azaltirken hiicre canlhiliklarini
arttirmistir. Ayrica, krosinin anneksin V diizeylerini ve Bax/Bcl-2 oranim

azaltarak akrilamite bagh apoptozu azalttigi da gosterilmistir (Mehri vd.,
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2012). Bu calismaya benzer sekilde biz de anneksin V ve ROS testlerini yaptik.
Timokinon ve kuersetin uygulamamizin artan annexin V-pozitif hiicre sayisini
ve ROS miktarlarim1 azalttigini1 gérdiik. Song ve arkadaslar1 (2017) BV2 fare
mikroglia hiicrelerinde akrilamit toksisitesine karsi lipoik asit kullanmig ve
deneylerinde hiicreler ilk olarak 1 saat 50 uM lipoik asit ile 6n igleme tabi
tutulmustur. Daha sonra, hiicreler 24 saat boyunca 2 mM akrilamit ile
muamele edilmistir. Lipoik asitin akrilamit verilmesinden 6nce uygulanmasi
hiicrelerin mitokondriyal potansiyelini ve H202 seviyelerini kontrol
seviyelerine getirmis ve akrilamit uygulandiginda tiikkenen GSH miktarlarini
bir dereceye kadar artirmistir. Ayrica, lipoik asit beyin kaynakli nérotrofik
faktori arttirnrken artmis MPO, NO, TNF-a ve IL-18 seviyelerini
diustirmiustir. Li ve arkadaslar: (2017) deve dikeni 6zilitl olan silimarinle PC12
hiicrelerinde akrilamit hasarini engellemek i¢in c¢alismigslardir. Kisaca,
hiicreleri 3 saat boyunca 12, 24, 48, 96 ve 192 ug/mL silimarin dozlariyla
inkiibe etmigler ve sonrasinda 24 saat boyunca 5 mM akrilamit vermislerdir.
Ozellikle 69 ve 192 pg/mL dozlarinda silimarin akrilamitle beraber artan
artan ROS ve MDA ile azalan GSH seviyelerini tersine dondiurmustir. Ayrica,
Nrf2 ve GSH-Px, glutamat sistein ligaz katalitik (GCLC) ve degistirici (GCLM)
altbirimlerini de igeren Nrf2'nin hedef antioksidan enzimlerinin ifadesini
arttirmistir (Li, Sun, Liu, Zhao, & Shao, 2017). Bizim calismamizda da
timokinon ve kuersetinin akrilamit hasarindan o6nce uygulanmasi Nrf2
ifadesini arttirmistir. Sumizawa ve Igisu (2009) karboksifulerenin akrilamit
toksisitesine karsi terapotik etkisini arastirmak igin SH-SY5Y insan
noroblastom hiicrelerini kullanmiglardir. Bu calismada once sitotoksisite testi
ile en uygun karboksifuleren dozu belirlenmis, daha sonra SH-SY5Y hiicreleri,
60 uM karboksifuleren ile 1 saat silireyle inkiibe edilmigtir. Bunu takiben
hiicrelere 18 saat boyunca farkli akrilamit konsantrasyonlar: uygulanmis ve
sonucta karboksifuleren verilmesiyle LDH ve kaspaz 3 aktivitesinin azaldig,
hiicre canliliginin arttig1 ve hiicresel GSH iceriginin korundugu gorilmustir
(Sumizawa & Igisu, 2009). Bizim calismamizda da akrilamit hasarina karsi
kullanilan koruycu maddeler kaspaz 3/7 aktivitesini azaltmis ve hiicre

canlihigim1 korumustur. Jiang ve ark. (2018) akrilamit ile uyarilmis oksidatif
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hasarlanmaya karsi siyah renkli bir mantar tird olan Ganoderma atrum
polisakkaritinin etkilerini IEC-6 epitelyal ince bagirsak hiicrelerinde
incelemistir. Calismada, 6nce hiicreler degisen konsantrasyonlarda (20, 40, 80
ve 160 pg/ml) Ganoderma atrum polisakariti ile 20 saat inkiibe edilmis ve
ardindan 24 saat boyunca 5 mM akrilamit uygulanmistir. Polisakkarit
antioksidan (SOD, GSH-Px) ve anti-apoptotik (Bcl-2) protein seviyelerini
artirarak ve oksidan (MDA) ve pro-apoptotik (Bax, kaspazlar) protein
seviyelerini azaltarak akrilamit toksisitesine karsi etkili olmustur (Jiang vd.,
2018). Bu calismada anneksin V testinde 5 mM akrilamit verilmesi hiicrelerin
%56.83’inli apoptoza sureklemistir. Artan dozlarda koruyucu maddenin
verilmesi apoptozu %47.7den %44.1’lere kadar distirmistir. Bizim
calismamizda ise hiicrelere 4 mM akrilamit uygulanmistir ve total apoptotik
hiicre orami %37.95 olarak saptanmistir. Timokinon uygulanmasi bu orani
%22.75’e, kuersetin uygulanmasi1 i1se %27.95¢ kadar disirmustir.
Calismamizin sadece akrilamit dozlarini test ettigimiz kisminda 5 mM
akrilamit verdigimiz hiicrelerde anneksin V ile belirledigimiz total apoptoz
orani %50.35 1di. Goruldigu gibi aymi akrilamit dozu ile farkli hiicreler
kullanmig olsak da benzer apoptoz orani saptanmistir. Chen ve arkadaslar
(2014) Caco-2 insan bagirsak hicrelerinde yenilebilir mantar Phellinus
linteus'un biyoaktif bilesenlerinden biri olan hispidinin akrilamit toksisitesine
kars1 koruyucu etkisini c¢alismiglardir. Hispidinin koruyucu etkisini
degerlendirmek i¢in hiicreler 48 saat boyunca ayni anda 5 veya 10 pg/mL
hispidin ve 5 mM akrilamite maruz birakilmigtir. Sonucta, hispidin hiicrelerin
canlilik yuzdesini korumus ve akrilamit kaynakli ROS artisi, GSH stoklarinin
tikenmesi ve mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasina kars:
olumlu etki gostermigtir (Chen, Shen, Su, & Zheng, 2014). Bu calismaya
benzer sekilde bizim calismamizda da akrilamitle artan ROS miktarlar
timokinon ve kuersetin maddeleriyle azaltilmistir. Shi ve arkadaslarinin
(2018) calismasinda kazeinat ve glikolize kazeinatin IEC-6 hiicrelerinde
akrilamit tarafindan indiiklenen bagirsak bariyeri deformasyonuna karsi
etkisi degerlendirilmistir. Bu calismada 1.25-10 mM arasindaki akrilamit

dozlari, hiicre canliliginda bir azalmaya ve LDH saliminda bir artisa yol
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acmigtir. Ayrica, akrilamitin trans-epitelyal elektrik direncini azaltarak ve
epitel gecirgenligini arttirarak bagirsak bariyerlerinde anormalliklere yol
actigr bildirilmistir. Kazeinatin 2.5 mM akrilamit ile birlikte verilmesi
hiicrelerin canliligin1 arttirmig, bariyer anormalliklerini iyilestirmis ve
hiicrelerarasi1 baglanti birim proteinleri olan okludin, ZO-1 ve klaudin-1'in
ifadesini arttirmistir (Shi, Fu, & Zhao, 2018). Chen ve arkadaslar1 (2013)
mumagacinin kabugundan elde edilen mirisitrin maddesinin bagirsak
hiicrelerini  akrilamit  toksisitesine  karsi  koruyup  korumadigim
arastirmiglardir. Hiicrelere 48 saat boyunca 2.5, 5 veya 10 pg/mL mirisitrin ve
5 mM akrilamiti birlikte uygulamiglar ve mirisitrinin akrilamit ile hasar
verilen Caco-2 hiicrelerinde azalan proliferasyonu ve artan ROS olusumunu
onledigini 6ne sirmiglerdir (Chen vd., 2013). Bu calismaya benzer sekilde,
kullandigimiz timokinon ve kuersetin maddeleri C6 glioblastoma hiicrelerinde
ROS-pozitif hiicreleri azaltmis ve hiicre canliligini arttirmistir. Yukaridaki
calismadan farklh yonlerimiz bizim ¢calismamizda maddelerin 24 saat énceden
ayr1 ayr1 verilmesidir. Rodriguez-Ramiro ve arkadasglar: (2011) zeytin yaginda
bulunan hidroksitirosoliin akrilamit toksisitesine karsi 6nleyici etkisini Caco-2
hiicreleri tlizerinde c¢alismiglardir. Hicrelere once 5, 10, 20 ve 40 uM
hidroksitirosol dozlar1 20 saat siireyle verilmistir. Sonrasinda hiicreler 5 mM
akrilamit ile muamele edilmistir. Bu calismanin bulgularinda, akrilamitle
indiiklenen ROS'min belirgin olarak nétralize edildigi, kaspaz 3 aktivitesinin
orta derecede azaldigr ve GSH-Px ve glutatyon rediktaz aktivitelerinin bazal
seviyelere dustigli belirlenmigtir. Ayrica, akrilamit kaynakli p-JNK
seviyesindeki artis kismen tersine cevrilmistir. Ancak, hidroksitirosol ile GSH
stoklarinda azalma engellenememistir (Rodriguez-Ramiro, Martin, Ramos,
Bravo, & Goya, 2011). Bu ¢alismada akrilamit 5 mM dozunda kullanilmis iken
bizim ¢alismamizda 4 mM dozunda kullanilmistir. Dozlar birbirine nispeten
yakindir. Bu calismada 20 saat siireyle koruyucu doz verilirken biz 24 saat
stireyle verdik ve tek doz olarak maddelerimizi uyguladik. Sonuclara
bakildiginda, bizim kullandigimiz koruyucu maddeler de kaspaz 3/7 ve ROS-
pozitif hiicre sayisini1 azaltmistir. Albalawi ve arkadaslar1 (2017) akrilamitle

indiikklenen ARPE-19 insan retina hiicrelerinde akrilamit toksisitesine karsi
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biberiye ve ada cayinda bulunan karnosik asidin koruyucu etkisini
incelemiglerdir. Bu c¢alismada hiicreler 6nce 24 saat boyunca 10 uM karnosik
asit ile 6n isleme tabi tutulmus ve sonrasinda hiicrelere 24 saat boyunca 0.7
veya 1 mM akrilamit uygulanmistir. Karnosik asitin akrilamit
uygulanmasindan 6nce verilmesi ARPE-19 hiicre canliligin1 ve antioksidan
seviyelerini arttirmistir. Ayrica, hiicre 6limiu ve oksidan seviyelerini azaltmig
ve karnosik asit akrilamit uygulanmasindan sonra azalan Nrf2 ekspresyonunu
arttirmistir. (Albalawi vd., 2017). Bizim calismamiz ve yukarida bahsedilen
calismada koruyucu madde ve akrilamit verilis bicimleri aynidir. Nrf2
ifadesine gelince, onlar Western blotla yaptiklari incelemede akrilamit
verilmesiyle Nrf2’'nin azaldigini gézlemlemisgler iken biz immiinositokimya ile
akrilamit verilmesinin boyanmayi1 arttirdigimi goérdiik. Onlarin verdikleri
koruyucu madde Nrf2 ifadesini artirmistir. Bizim calismamizda da akrilamit
verilmesinden once timokinon veya kuersetinin uygulanmasi Nrf2 ifadesini
daha da arttirmistir. Song ve arkadaslar1 (2013) insan MDA-MB-231 insan
meme hiicresi uzerinde akrilamit hasar1 gerceklestirmis ve meyvelerde
bulunan bir antosiyanin tlri olan siyanidin-3-glukozit (S3G) ile bu hasari
gidermeye ¢alismiglardir. Hicrelere 4, 10, 25, 50 ve 100 uM S3G uyguladiktan
sonra hiicrelere 20 saat boyunca 5 mM akrilamit vererek hasar
olusturmuslardir. S3G’nin 6nceden verilmesi, ROS tlretimini azaltarak, GSH
depolarinin  tiikenmesini  engelleyerek ve  sitoprotektif enzimlerin
ekspresyonunu arttirarak akrilamit toksisitesine karsi koruyucu bir rol
oynamigtir. Ayrica, S3G’nin yiksek konsantrasyonlarda (50 ve 100 uM)
sitokrom P450 2E1'in ifadesini inhibe ettigi gosterilmistir (Song vd., 2013). Bu
calismayla benzer bir sekilde biz de akrilamitin arttirdigi stiperoksit kaynakli

ROS olusumunun timokinon ve kuersetin maddeleriyle azaldigini gosterdik.

Calismamizin simirhiliklarindan bahsetmek gerekirse, deneyimizde Nrf2
incelemesi yapilirken Nrf2’nin ntiikleer ve sitoplazmik miktar1 ayri ayri
Western blot ve real-time PCR analizleriyle incelenebilirdi. Deneyimizde
dogrulamak icin MTT testinin yaninda bir baska sitotoksisite testi daha

kullanilabilirdi. Calismay:r daha ileriye tasiyacak olursak timokinon ve
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kuersetinin koruyucu etkileri in vivo calismamizin yaninda bir de in vitro
calismayla da desteklenebilirdi. Ayrica, deneyimizde apoptoz ve/veya otofaji
inhibitorleriyle hicrelerin kullamilan maddelere tepkisi oOlgilebilir ve

antioksidan miktarlarinin degisimi degerlendirilebilirdi.
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6. SONUC ve ONERILER

Akrilamit evlerimize kadar ulasan norotoksik ve reprotoksik bir ajan
oldugu kanmitlanmisg, kanser yapma ihtimali olan maddeler arasinda yer alan,
birgok hiicre ve organa cesitli toksik etkileri olan tehlikeli bir ajandir.
Akrilamit toksisitesini engellemede kullanilan bir¢ok yéontem bulunmaktadir,
koruyucu maddelerin kullanimi bu yaklagimlardan bir tanesidir. Biz de bu
calismamizda timokinon ve kuersetin fitokimyasallarini kullanmay1 sectik.
Calismamizda akrilamite karsi koruyucu olarak kullandigimiz bu maddelerin
akrilamitle indiklenen apoptozu, otofajiyli, oksidatif stresi ve hicrede
morfolojik deformasyonlar1 engelledigini gosterdik. Timokinon ve kuersetin
akrilamit toksisitesini engellemede potansiyel sergileyen fitokimyasallar olup

bu kimyasallarla ilgili daha ileri ¢aligmalar yapilabilir.
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