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SIMGE VE KISALTMALAR

ATP : Adenozin trifosfat

HSP70 : Is1 sok proteini

LC3 : Mikrotiibiil-iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3

MTT : 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir



GIRIS

Akrilamid, giinlik hayatta insanlarin maruz kalabildigi sagligi1 tehdit edici kimyasal
maddelerden biridir. Akrilamidin polimerizasyonu ile olusan poliakrilamid, tarimda, atik su
aritmada, endiistriyel olarak ve laboratuvarlarda kullanilmaktadir ve bu sektorlerde calisan
kisilerde farkli dozlarda ve siirelerde akrilamid maruziyeti goriilebilmektedir (1). Bununla
birlikte gidalarin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi esnasinda Maillard reaksiyonu ile de
akrilamid olugmakta ve bu durum ¢ogu insanda daha diisiik dozlarda ancak kronik akrilamid
maruziyetine neden olmaktadir (2).

Sindirim sistemi, solunum sistemi ve deri yolu ile viicuda alinan akrilamid esas olarak
karacigerde metabolize edilerek idrarla atilir. Karacigerde metabolizmasi esnasinda da toksik
metabolitler ortaya c¢ikabilir (3). Akrilamid bir norotoksindir ve deneysel calismalarda
genotoksik, karsinojenik, reprodiiktif sisteme ve karacigere toksik etkileri gosterilmistir (3-5).

Insan kaynakl1 hepatoma hiicreleri olan HepG2 hiicreleri 6liimsiiz hiicre hatlarindandir
ve birgok plazma proteinini sentezleyebilen bu hiicreler protein sentezi agisindan primer
hepatositlere  benzemektedir  (6). HepG2  hiicreleri  toksikoloji  galismalarinda
kullanilabilmektedir ve akrilamidin karacigerdeki etkilerinin arastirilmast i¢in de
kullanilmstir (7,8).

Canliligin ve sagligin korunmasi igin protein homeostazinin siirdiiriilebilmesi gerekli
olup bunun i¢in de proteinlerin sentezinin, katlanmasinin, taginmasiin ve yikimlarinin
kontrolii sarttir (9). Molekiiler saperonlar, protein ile etkileserek, onlarin fonksiyonel yapida
kalmasimi saglarlar ve 1s1 sok proteini 70 (HSP70) ailesi proteinlerin katlanma,

disagregasyonunda ve yikiminda rol oynayan oOnemli saperonlardan biridir (10).



Ubikitin-proteazom sistemi ve otofaji hiicre i¢i temel protein yikim yollaridir (11). Ubikitin-
proteazom sistemi protein yikiminin biiyiik kismindan sorumlu olup; daha ¢ok kisa omiirli,
anormal, denatiire edilmis ya da hasar gormiis proteinlerin yikiminda goérev alir (12).
Ubikitinin hedef proteinlere kovalent olarak baglanmasina ubikitinasyon adi verilir ve
ubikuitin bagli proteinler, 26S proteazomu tarafindan tanmarak yikilir (13). Otofaji ise,
disfonksiyonel veya gerekli olmayan hiicresel komponentlerin, ¢ift membranli vezikiillerin
olusumu ile lizozomal olarak yikim veya geri doniisiim siirecidir (11).

Akrilamidin karacigerde HSP70 diizeylerine, ubiquitin-proteazom sistemine veya
otofajiye etkisini arastiran bir ¢alismaya literatiirde rastlamadik. Bu ¢aligmada akrilamidin
insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde protein yikim yollari {izerine etkilerinin aragtirilmasi

amaglandi.



GENEL BiLGILER

AKRILAMID

Akrilamid, 2-propenamid ve akrilik asit amid olarak da adlandirilmaktadir, beyaz
renkli ve kristal formda bir maddedir. Molekiil agirligit 71.08 gram olan akrilamid, polar
oldugu i¢in suda ve etanol ve metanol gibi polar ¢oziiciilerde iyi ¢oziiniir (14). Akrilamid hem
nitril hidrataz gibi bakterilerden elde edilen enzimler kullanilarak hem de kimyasal
reaksiyonlar ile akrilonitrilden tretilebilir. Akrilamidin polimerizasyonu ile olusan
poliakrilamid, tarimda, atik su aritmada, kozmetik, kagit ve tekstil endistrilerinde ve
laboratuvarlarda elektroforezle proteinlerin ayrilmasi i¢in siklikla kullanilmaktadir (1).

Akrilamid ayn1 zamanda gidalarin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi esnasinda Maillard
reaksiyonu olarak adlandirilan asparagin aminoasidinin amino grubu ile sekerlerin karbonil
grubunun reaksiyona girmesi ile de olusabilmektedir (2). Pisirilmis gidalardaki akrilamid
seviyeleri pisirme sicaklifi ve siiresi, nem igerigi ve ¢ig gidalardaki indirgen seker ve
asparagin miktar1 gibi faktorler ile iligkilidir (15). Genellikle ¢ocuklarmn ve ergenlerin,

akrilamide daha fazla maruz kaldiklar1 bildirilmistir (16).

Akrilamid Metabolizmasi

Akrilamid sindirim sistemi, solunum sistemi ve deri yolu ile viicuda alinabilir (17).
Deriden akrilamid emilimi diger yollara gore c¢ok daha diisiiktiir ¢linkii deri akrilamid
emilimini azaltan bir bariyer saglar (18). Bununla birlikte, oral yolla alinan akrilamid ise hizla
emilir (19). Akrilamidin viicuttan uzaklastirilmasinda esas yol rediiktif metabolik yoldur ve

akrilamid glutatyon ile konjuge olur ve son {iirlin merkaptiirik asit idrarla atilir. Ancak
3



akrilamidin sitokrom P450 2E1 enzimi tarafindan oksidasyonu ile toksik metabolit glisidamid
de meydana gelebilir (Sekil 1) (18).

Merkapturik asit

GSH

Akrilamid
il CYP2ET

\)J\ ! Glisidamid
(o)
NH, l>YNH2
|

0
Gliseramid
HO 0 DNA ekleri
= NH, GSH

Merkapturik asit

Sekil 1. Akrilamidin kimyasal yapis1 ve metabolizmasi (20)
GSH: glutatyon ; CYP2EL: Sitokrom P450 2E1

Akrilamidin zararh etkileri

Sigara icenlerde ve sigara dumanina maruz kalanlanlarda akrilamidin hemoglobine
eklenme driinleri artmaktadir (21). Akrilamidin plasenta bariyerini gegme yetenegi,
bebeklerde giivenligi ve potansiyel saglik etkileri ile ilgili kaygilarini artirmaktadir (22).

Akrilamid bir norotoksin olarak smiflandirilmaktadir. Akrilamidin; kinezin-temelli
hizl1 aksonal taginma, direkt ndrotransmisyon inhibisyonu ve ndrotransmitter seviyelerindeki
degisimler gibi mekanizmalarla norotoksisiteye sebep oldugu oOne siiriilmektedir (23).
Akrilamidin deneysel caligmalarda genotoksik, karsinojenik, reprodiiktif sisteme toksik
etkileri gosterilmistir (2). Ayrica akrilamidin karacigerde de hasara yol acabildigi hem
deneysel ¢aligmalarla hem de bir intihar vakasinda bildirilmistir (4,5,24).



HEPG2 HUCRE HATTI

HepG2 hiicre hatti ilk olarak 15 yasinda Kaftkasyali bir erkegin karacigerinden alinan
hepatoma hiicrelerinden elde edilen ve giinlimiizde siklikla kullanilan hiicre hatlarindan
biridir. HepG2 hiicre hatt1 6liimsiiz hiicre hatlarindandir ve 55 kromozom c¢ifti igerir. HepG2
hiicreleri, tek tabaka olarak ve kiigiik agregatlar halinde bliyliyen yapisik, epitel benzeri
hiicrelerdir (25).

Bu hiicreleri protein sentezi agisindan birgok yonden primer hepatositlere
benzemektedir. Hiicre kiiltiiri kosullar1 altinda, transferrin, plazminojen, albiimin ve
fibrinojenin ve apolipoproteinler gibi plazma proteinlerinin gogunu sentezlemektedirler (26).

Bu insan kaynakli hepatoma hiicrelerinin genetik toksikolojide basarili bir sekilde
uygulanmasi, hiicrelerin normal insan hepatositlerinin metabolizmasini yansitan ksenobiyotik
metabolizmasinin enzimlerini sentezleme yetenegine dayanmaktadir (27). Literatiirde HepG2

hiicreleri akrilamidin karacigerdeki etkilerinin arastirilmasi igin de kullanilmistir (7,8).

PROTEOSTAZ ve HUCRE iCi PROTEIN YIKIM YOLLARI

Memelilerin ribozomlarinda 10000°den fazla farkli protein sentez edilmektedir. Bu
proteinlerin gorevlerini yerine getirebilmesi ve buna bagli olarak memelilerde canlilifin ve
sagligin korunmasi i¢in proteostazin, yani protein homeostazinin, siirdiiriilebilmesi gereklidir.
Proteostazin siirdiirebilmesi i¢in de proteinlerin sentezinin, katlanmasinin, taginmasinin ve
yikimlarmin  kontrolii sarttir (9). Okaryotik hiicrelerde proteinlerin dogru sekilde
katlanmasinda gorevli ve proteinlerin hatali katlanarak veya agrege olarak yikilmalarimi
engelleyen molekiiler saperonlar bulunmakla birlikte esas olarak ubikitin-proteazom sistemi

ve otofaji olmak tizere iki ana hiicre i¢i protein yikim yolu bulunmaktadir (9,11).

Saperonlar

Proteinler ribozomlarda diiz aminoasit zincirleri seklinde sentezlenirler ve biyolojik
olarak fonksiyonel olabilmeleri i¢in ii¢ boyutlu yapilarini kazanmalidirlar (28). Molekiiler
saperon; baska bir protein ile, son yapisinda bulunmadan, etkileserek, onu stabilize ederek
veya ona yardim ederek fonksiyonel yapida kalmasini saglayan proteinlerdir. Bu molekiiler
saperon proteinlerin bir¢ogu molekiiler agirliklarina gore siniflandirilmakta olup stres proteini

veya 151 sok proteinleri olarak da bilinmektedirler (9). Saperonlar protein yikim yollar ile de
iliskilidirler (10).



Is1 sok proteini-70 ailesi: Hiicresel proteostazin en dnemli saperon ailelerinden biri
HSP70 ailesidir. HSP70 ailesinin siirekli sentezlenen; sitoplazma ve niikleusta bulunan 1s1 sok
kognat proteini 70, endoplazmik retikulumda bulunan immiinglobulin baglayic1 protein ve
mitokondride mortalin gibi izoformlar1 varken, ayn1 zamanda hiicresel stres ile uyarilabilen Is1
sok protein A1A ve AlB gibi izoformlart da bulunmaktadir (29). Proteinlere katlanmada,
disagregasyonda ve yikimda yardim ederler. HSP70 aktivitesi i¢in adenozin trifosfat (ATP)
gereklidir. Protein yikim yollar1 olan ubikitin-proteazom ve otofaji sistemleri ile yakin
iliskidir (10).

Ubikitin-proteazom Sistemi

Ubikitin-proteazom sistemi protein degradasyonunun biiyiik kismidan sorumludur.
Daha ¢ok kisa 6miirlii, anormal, denatiire edilmis ya da hasar gérmiis proteinlerin yikimindan
sorumludur (12). Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi , apoptoz , reseptor aracilikli sinyalizasyon
ve endositoz gibi bircok 6nemli hiicresel olayda anahtar rol oynar (30-33).

Ubikitin 8.5 kDa agirlifinda 76 aminoasitten olusan bir proteindir ve hedef proteinlere
kovalent olarak baglanmasina ubikitinasyon ad1 verilir (34). Baglanma genellikle ubikitininin
glisinin karboksil grubu ile genellikle proteindeki lizinin amino grubu arasindadir. Proteine
bagli ubikitine baska ubikitinlerde eklenebilir ve bu durum eklenmesi poliubikitinasyon
olarak adlandirilir (35).

Ubikitinin proteine baglanmasi ii¢ asamada gergeklesir. Ubikitin, ilk olarak ubikitin
aktive edici enzime baglanir. Ardindan ubikitin baglayict enzime aktarilan ubikitin, ubikitin
ligaz enzimi yardimiyla proteine baglanir (36). Bu islem geri doniisiimliidiir, deubikitinasyon
yapan enzimler tarafindan ubikitin serbest birakilabilir (37).

Ubikuitin bagli protein, 26S proteazomu tarafindan taninirak yikilir ve proteazom
enzimleri tarafindan kii¢lik peptitlere veya amino asitlere pargalanir. 26S proteazom yaklagik
2500 kDA agirliginda bir proteaz kompleksidir, poliubikitinasyon ile isaretli proteinleri
tantyarak ATP-bagimli bir mekanizma ile isaretli proteinlerin kiigiik peptitlere veya amino
asitlere parcalanmasini saglar. 26S proteazom; 20 S ¢ekirdek parga olarak adlandirilan ve
peptid bag1 hidrolizi katalizleyen bir kompleks ile 19S diizenleyici parca olarak adlandirilan
20S proteazomun tarafindan hidrolize yardimci bir kompleks igerir (13). 26S proteazom
aktivitesini diizenleyen mekanizmalar hala tam olarak anlasilamasa da ATP aktivitenin
devamlilig1 i¢in gereklidir. Hiicreler stres faktorlerine maruz kaldiginda ve ATP miktar

azaldiginda, proteazom sistemi, proteinlerin ATP'den bagimsiz bir yikimina gegebilir ve/veya



otofaji diizenlenebilir (38). Anormal proteazom aktivitesi, kanser, norodejeneratif
bozukluklar, viral enfeksiyon, otoimmiin hastaliklar gibi bir¢cok hastaligin patogenezi ile

iliskilidir (39).

Otofaji

Otofaji, disfonksiyonel veya gerekli olmayan hiicresel komponentlerin, otofagosomlar
olarak bilinen ¢ift membranl vezikiillerin olusumu ile lizozomal olarak, fizyolojik yikim veya
geri dontlisiim siirecidir. Hiicrenin kendini yemesi olarak da bilinmektedir. Otofaji hiicrenin
hayatta kalmasinda, gelismesinde ve Oliimiinde rol oynar (40). Otofajinin makrootofaji,
mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji olmak {izere 3 tipi tanimlanmistir (41).

Makrootofajide hedef proteinler otofagozomlarin i¢ine flizyon yoluyla alinir.
Otofagozomlar daha sonra lizozomlarla birlesir ve bu olusum fagolizozom olarak adlandirilir.
Lizozomal enzimler tarafindan fagolizozomun igerigi pargalanir (42).

Mikrootofaji, sitoplazmada bulunan hedef proteinlerin/komponentlerin direkt olarak
lizozomal membrandan invajinasyonu ile lizozom igine alinarak pargalanmasidir (43).

Saperon aracilikli otofajide yikilacak protein sitoplazmada ¢6ziiniir halde bulunmalidir
ve katlanma ile aminoasit diziliminde KFERQ dizisinin katlanmas1 gereklidir. Is1 sok kognat
proteini 70, HSP70 ailesindendir. Is1 sok kognat proteini yikimi olacak proteinin KFERQ
dizisine baglanir ve proteinin lizozoma ydnlenmesini saglar, saperon daha sonra lizozomal
membrandaki spesifik bir reseptor olan lizozom membran iligkili reseptér 2A’ya baglanir ve
lizozom igine aktarilir (38).

Mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3 (LC3) bircok memeli dokusunda
bulunan ¢oziiniir bir proteindir. LC3 proteinin LC3A, LC3B ve LC3C olmak iizere ii¢
varyantt bulunmaktadir. Otofaji esnasinda sitozolik proteinler ve organeller otofagazomun
icine girerlerken, sitoplazmik LC3 formu (LC3-I) fosfatidiletanolamin ile konjuge olarak
LC3-II olarak adlandirilan formda otofagazom yapisina girer. Ardindan otofagazomun
lizozom ile birlesmesi ve lizozozamal hidrolazlar ile LC3-II degrade olur ve bu yiizden
otofajinin izlenmesinde bir belirteg olarak kullanilmaktadir (44).

Proteinler lizozomlarin iginde proteolitik enzimler tarafindan hidroliz edilmektedir ve
bu proteazlarin ¢ogu endopeptidazlar iken ayn1 zamanda daha az miktarda olmakla birlikte
aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar bulunur (45).

Otofaji; kanser, norodejeneratif bozukluklar, miyopatiler, kalp ve karaciger hastaliklari

ve gastrointestinal hastaliklar1 gibi hastaliklarin patogenezinde rol oynar (46). Otofajinin



diizenlenmesinde rapamisin memeli hedefi sinyal yolagi 6nemli rol oynamaktadir. Aclik,
biiyiime faktdrlerinin yoksunlugu, endoplazmik retikulum stresi ve patojen kaynakli
enfeksiyonlar gibi hiicresel stres kosullarinda otofaji artar (47). Bununla birlikte otofaji, diger
hiicre i¢i protein yikim yolu olan ubikitin-proteazom sistemindeki degisimlere bagl olarak da

diizenlenir (Sekil 2) (11).

)

Otofajik is
yolun aktivasyonu C L

Otofaji-lizozom
yolu

Ubikuitin-Proteazom
Sistemi

Endoplazmik retikulum stresi

Sekil 2. Otofajinin ubikitin-proteozom sistemi tarafindan diizenlenmesi (11)
ATF6: Aktive edici transkripsiyon faktorii 6; IRE1-alfa: inozitol gerektiren kinaz 1-alfa; PERK: Protein kinaz

riboniikleik asit-benzeri endoplazmik retikulum kinaz
Ubikitin-proteazom sisteminin inhibisyonunun endoplazmik retikulum stresini ve p53
diizeylerini arttirak ve kompansatuvar olarak otofajinin aktivasyonuna yol agar. Diger yandan,

otofaji inhibisyonu ise ubikitin-proteazom sistemini inhibe ettigi gosterilmistir (11).



GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 17.09.2018 tarihinde TUTF-BAEK 2018/298 protokol kodu ve 15/01
karar no ile onayland1 (Ek 1). Western blot membranlarinin gériintiilenmesi ve hiicrelerin
saklanmasi i¢in gerekli siv1 azot temini i¢in Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve
Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden hizmet satin alindi. Diger tiim deneysel
caligmalar, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Laboratuvarlari’nda yapildi.

DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
Akrilamid (Sigma)

MG132 (Sigma)

Eagle'in minimum esansiyel medyumu-fenol red igeren (Wisent)
Eagle'in minimum esansiyel medyumu-fenol red igermeyen (Wisent)
Fetal sigir serumu (Thermo)

Antibiyotik-antimikotik (Thermo)

% 0.25 Tripsin-etilendiamin tetraasetik asit soliisyonu (Thermo)
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
Dimetil siilfoksit (Sigma)

Glisin (Sigma)

Sodyum kloriir (Sigma)

Tuzlu fosfat tamponu tablet (Thermo)



Sodyum dodesil siilfat (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)
N-etilmaleimid (Sigma)

Iyodo asetamid (Sigma)

Etilendiamin tetraasetik asit (Sigma)
Sodyum florid (Merck)

Trizma baz (Sigma)

Bradford reaktifi (Abcam)

S1gir serum albumini (Sigma)

Tricine (Goldbio)

N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck)
N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (Sigma)
2-merkaptoetanol (Sigma)

Amonyum persiilfat (Sigma)
Bromofenol blue (Sigma)

Tween 20 (Fischer)

Metanol (Merck)

Yagsiz siit tozu (Sigma)

Pre-stained protein standardi (Thermo)
Poliviniliden diflorid membran (Roche)
Ubiquitin primer antikoru (Santa Cruz)
LC3B primer antikoru (Cell Signaling Technology)
HSP70 primer antikoru (Abcam)
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz primer antikoru (Abcam)
Sekonder antikorlar (Abcam)

Kemiliiminesans substrat (Thermo)

ANALIZLERDE KULLANILAN ALETLER VE DiGER MALZEMELER
S1v1 azot tanki (Air Liquide GT21)

Santrifiijler (DLAB DM0412), (Niive NF048), (Heraeus multifuge 3 S-R)
Mikrobiyolojik inkiibator (Thermo Scientific Heratherm IMC-18)

Biyogiivenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020)

Karbondioksitli inkiibatér (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371)
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Faz kontrast invert mikroskop (Olympus CKX 53)

Hassas terazi (Sartorius)

Vorteks (VELP)

pH metre (Inolab)

Isitmali manyetik karigtirict (Daihan Scientific WiseStir)
Mikroplaka okuyucu (Biotek pQuant)

Dikey elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Omnipage Mini Vertical System)
Western blotting sistemi (Cleaver Scientific Semi Dry Blotter)
Gli¢ kaynag1 (Cleaver Scientific)

Calkalayici (Cleaver Scientific CW23)

-80 °C derin dondurucu (Heraeus HERAfreeze)
Kemiliiminesans goriintiilleme sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System)
Su banyosu (GFL 1083)

Otomatik pipetler (Eppendorf)

96 kuyucuklu plaka (SPL)

75 cm? flask (Nest)

Steril siringa filtre (Biosorfa)

Hiicre kaziyici (Biosorfa)

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

Steril otomatik pipet uglar1 (Isolab)

Steril santrifiij tiipti 15 ve 50 ml (Isolab)

Beher (Isolab)

Meziir (Isolab)

Balon joje (Isolab)

TEMEL HUCRE KULTURU UYGULAMALARI

Hiicreler %10 fetal sigir serumu ve %1 antibiyotik-antimikotik igeren Eagle'in

minimum esansiyel medyumu ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de inkiibatérde yasatildi.
Hiicrelere tiim uygulamalar yatay hava akish biyogiivenlik kabini igerisinde steril malzemeler
kullanilarak yapildi. Deneylerde 11-18 arasi hiicre pasajlar1 kullamldi. Hiicreler 75 cm?

flasklarda cogaltildi. Hiicrelerin haftada iki kez mediumu degistirildi ve %80-90 hiicre

yogunluguna ulasildiginda 1:4 veya 1:6 oraninda pasajlandi.
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HUCRE CANLILIGI TESTI

Akrilamidin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi MTT hiicre canliligr testi ile
gosterildi (48,49). 96 kuyucuklu plakalarda her bir kuyucuga 10000 adet hiicre ekildi.
Hiicreler 24 saat boyunca 10%, 102, 10° ve 10* uM konsantrasyonlarda akrilamid ile inkiibe
edildi. Akrilamid medyumda ¢oziildii. Inkiibasyon sonrasi medyum almarak yerine 10 pl
MTT (5 mg/mL, tuzlu fosfat tamponunda ¢6ziildii) ve 100 ul fenol red igermeyen Eagle'in
minimum esansiyel medyumu konuldu ve 4 saat inkiibe edildi. MTT i¢eren medium alinarak
olusan formazan 200 pl dimetil siilfoksit ve 25 pl Sorenson tamponu (0.1 M glisin ve 0.1 M
sodyum kloriir; 0.1 M sodyum hidroksit ile pH:10.5’¢ ayarland) ile ¢oziildii ve olusan renk
mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik olarak 570/630 nm’de 6lgiildii. Olgiilen
absorbanslar kontrol grubunun ortalamasina boliiniirek sonuglar ayni plakadaki kontrol

grubunun yiizdesi olarak verildi.

DIKEY ELEKTROFOREZ VE WESTERN BLOTTING YONTEMLERI

Akrilamid ile deneysel prosediir uygulandi ve ek olarak proteazom inhibit6rii olan 2
uM MG132 ile 24 saat inkiibe edilen hiicreler western blotting yonteminde antikorlarin pozitif
kontrolii olarak kullanildi. Deneysel prosediir sonrasi hiicreler soguk tuzlu fosfat tamponu ile
iki kez yikandi. Hiicreler %1 sodyum dodesil siilfat, 50 mM etilendiamin tetraasetik asit, 10
mM N-etilmaleimid, 10 mM iyodo asetamid, 50 mM sodyum florid igeren tris tamponu
(pH:8.0) ile homojenize edildi. Protein diizeyleri ticari Optiblot Bradford reaktifi ile standart
olarak sigir serum albumini kullanilarak 6l¢iildii (50). LC3B ve HSP70 proteinleri igin %4-10
tricine-jel elektroforezi (51), ubikitinlenmis proteinlerin 6l¢iimii i¢in ise %4-12 bis-tris jel
elektroforezi yapildi (52). Tiim olglimler igin 20 pg protein yiiklendi. Elektroforez sonrasi
jelde ayrilan proteinler yari-islak western blotting sistemi kullanilarak poliviniliden diflorid
membrana aktarildi. %5 Yagsiz siit tozu ile bloklanan membranlar gece boyu +4 °C’de primer
antikorlar (LC3B i¢in 1:1000, HSP70 i¢in 1:10000 ve ubikitin i¢in 1:500) ile inkiibe edildi.
Ardindan primer antikor ile uyumlu sekonder antikorlar (timii i¢in; 1:10000) ile inkiibe edilen
membranlardaki spesifik proteinler kemiliiminesans substrat ile goriintiilendi. Ardindan
membranlar stripping yapildi ve membranlar yiikleme kontrolii olarak segilen gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenazin primer antikoru (1:10000) ile inkiibe edilerek prosediir tekrarlandi.
Elde edilen bantlara ait yogunluklar Image-J programi kullanilarak hesaplandi (53) ve her

bir proteine ait sonu¢ ayni numunenin gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz sonucuna
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oranlandi. Herbir grup icin sonuglar ayni deneydeki ve membrandaki kontrol grubuna

oranlanarak kontrol grubunun kati olarak verildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

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

olarak ifade edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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BULGULAR

Akrilamidin HepG2 hiicrelerinde, hiicre canliligina etkisi MTT hiicre canlilik testi ile
belirlenmis olup deneysel tekrarlardan birine ait resim Sekil 3A’da ve hiicre canliligi
sonuglari ise Sekil 3B’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi
kontrole gore hiicre canliliklar1 10! pM akrilamid uygulanan hiicrelerde %96+3, 102 uM
akrilamid uygulanan hiicrelerde %92+3, 10°® uM akrilamid uygulanan hiicrelerde %86+3 ve
10* uM akrilamid uygulanan hiicrelerde %45+4 bulundu.10?, 10° ve 10* uM akrilamid hiicre
canliligin1 kontrole gore anlamli olarak azaltti (tiimii igin p<0.05). 10° uM akrilamid hiicre
canliligin1 10* pM akrilamide gore anlamli olarak azaltti (p<0.05). 10* uM akrilamid hiicre

canliligin1 10%, 10% ve 10% uM akrilamide gore anlaml1 olarak azaltt1 (tiimii icin p<0.05).
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Sonuglar 3 bagimsiz deneysel tekrar igin ortalama + standart sapma olarakifade edildi (n=3).

Istatistiksel analiz igin Tek Yonki Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastimma igin Tukey testi kullanidd:.
*: Kontrolile karsilastinldigimda p<0.05.

7:10 uM akrnlamid ile karsilastinldisginda p<0.05.

2:100 uM akrilamidile karsilastinldiginda p<0.05.

§:1000 uM akrilamid ile karsilastinldiginda p<0.05.

Sekil 3. Akrilamidin hiicre canhihigina etkisi

Akrilamidin HepG2 hiicrelerinde, HSP70 protein diizeylerine etkisi Sekil 4’de
goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrast HSP70 protein diizeyleri;
10! uM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.03+0.03 kati, 10> uM akrilamid
uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.17+0.12 kati, 10> uM akrilamid uygulanan hiicrelerde
kontroliin 1.38+0.14 kat1 ve 10 uM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 2.79+0.26 kat1
olarak bulundu. 10* pM akrilamid, HSP70 protein diizeylerini kontrole, 10%, 10 ve 10° uM

akrilamide gore anlamli olarak arttird1 (tiimii i¢in p<<0.05).
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Sonuglar 3 bagimsiz deneysel tekrarigin ortalama # standart sapma olarakifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz igin Tek Yénli Varvans Analizi ve gruplar arasi karsilastama igin Tukey testi kullaniddi.
*: Kontrol, 10, 100ve 1000 pM akrilamidile karsilastinldigimda p<0.03.

Sekil 4. Akrilamidin 1s1 sok proteini 70 diizeylerine etkisi
HSP70: Is1 sok proteini 70; GAPDH: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz.

Akrilamidin HepG2 hiicrelerinde, ubikitinlenmis protein diizeylerine etkisi Sekil 5’de
goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi ubikitinlenmis protein
diizeyleri; 10* puM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.31+0.21 kati, 10> pM
akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.27+0.06 kati, 103 uM akrilamid uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1.42+0.26 kat1 ve 10* uM akrilamid, uygulanan hiicrelerde kontroliin
2.26+0.23 kat1 olarak bulundu. 10* uM akrilamid ubikitinlenmis protein diizeylerini kontrole,
10, 102 ve 10° uM akrilamide gore anlamli olarak arttirdi (tiimii i¢in p<0.05).
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Sonuglar 3 bagimsiz deneysel tekrar igin ortalama + standart sapma olarakifade edildi (n=3).
Istatistiksel analizigin Tek Yénlii Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastima igin Tukey testi kullanidd:.
*: Kontrol, 10, 100 ve 1000 pM akrilamidile karsilastirildigmda p<0.05.

Sekil 5. Akrilamidin ubikitinlenmis protein diizeylerine etkisi

GAPDH: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz.

Akrilamidin HepG2 hiicrelerinde, LC3B-Il protein diizeylerine etkisi Sekil 6’da
goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrast LC3B-Il protein
diizeyleri; 10! pM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 0.99+0.22 kati, 102 pM
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akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 0.87+0.19 kati, 10° pM akrilamid uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1.07+0.28 kat1 ve 10* uM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin
3.22+0.34 kat1 olarak bulundu. 10* uM akrilamid, LC3B-II protein diizeylerini kontrole, 10%,
102 ve 10° uM akrilamide gore anlamli olarak arttird1 (tiimii i¢in p<0.05).
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Sonuglar 3 bagimsiz deneysel tekrar igin ortalama # standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz igin Tek Yénki Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastima igin Tukey testi kullaniddi.
*: Kontrol, 10, 100we 1000 pM akrilarmidile kargilastinldigimda p<0.03.

Sekil 6. Akrilamidin mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3-11

diizeylerine etkisi
LC3B: mikrotiibiil-iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3; GAPDH: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz.

Calismamizdaki hiicre canliligi, HSP70 protein, ubikitinlenmis protein ve LC3B

protein diizeylerinin dl¢iimlerine ait tiim sonuglar Tablo 1'de goriilmektedir.
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Tablo 1. Calismaya ait tiim sonuclar

KONTROL 10puM 100 pM 1000 uM 10000 uM
AKRILAMID | AKRILAMID | AKRILAMID | AKRILAMID
1 111.77 96.88 90.54 90.71 68.64
2 12358 93.97 91.91 80.62 58.37
3 95.16 99.96 99.96 85.07 53.92
o 4 95.51 106.97 109.88 88.83 38.51
< 5 92.77 100.30 94.65 90.03 36.80
§ 6 98.07 91.06 84.04 73.60 31.66
i 7 98.07 99.96 91.40 91.91 70.00
i 8 97.56 100.47 95.85 89.86 59.39
- 9 103.72 107.66 86.95 87.29 53.74
10 91.57 96.36 92.08 81.99 43.99
11 101.16 94.99 96.02 82.33 38.34
12 91.06 86.78 80.27 69.66 34.23
____________ _ |
1 104.23 94.78 87.01 90.06 55.31
2 99.50 96.00 86.55 95.09 45.56
3 99.81 101.33 92.04 97.37 42.06
. 4 101.33 106.82 90.51 98.59 37.33
< 5 95.54 95.39 101.18 87.47 36.11
§ 6 100.11 90.82 84.27 86.55 42.36
w 7 95.54 101.49 89.90 96.15 61.71
: 8 95.54 97.98 90.51 81.98 42.51
9 96.46 114.74 89.14 97.98 49.07
10 98.74 102.40 89.60 78.02 35.81
) 11 111.85 97.98 98.44 99.66 40.08
c HUCRE(; 12 101.33 99.20 86.25 72.84 36.27
ANLILIGI
(% KONTROL) 1 110.11 94.71 92.38 89.27 58.16
2 101.56 91.91 87.09 82.27 55.21
3 102.64 86.31 85.07 79.63 35.30
. 4 101.71 97.20 85.85 88.18 41.99
< 5 100.47 94.25 85.07 94.40 45.41
§ 6 91.60 92.07 90.51 79.63 57.85
i 7 100.00 96.42 91.14 89.42 53.03
: 8 95.65 91.91 88.80 81.49 38.41
9 90.05 83.51 80.40 74.03 34.21
10 95.18 88.80 83.67 77.45 34.99
11 106.53 92.69 93.00 79.00 35.93
12 10451 97.36 96.73 84.29 53.03
1 107.44 99.82 103.49 83.61 42.30
2 101.23 99.96 95.31 73.88 41.73
3 77.55 100.67 95.73 114.21 34.40
. 4 100.81 102.93 102.22 92.35 39.20
< 5 103.07 107.72 101.23 116.74 54.85
§ 6 75.01 85.02 78.53 69.65 33.84
w 7 100.11 96.16 95.73 83.47 40.18
: 8 98.41 88.83 82.90 90.38 38.63
9 102.64 93.34 87.56 79.38 26.51
10 107.16 93.76 93.34 79.24 35.67
11 112.80 97.43 113.08 92.35 49.07
12 113.78 83.89 101.52 63.73 48.64
KONTROL 10puM 100 pM 1000 uM 10000 uM
AKRILAMID | AKRILAMID | AKRILAMID | AKRILAMIiD
HSP70 PROTEIN 1. TEKRAR 1.00 1.07 1.29 1.38 2.99
(KONTROLON kaTr) |2 |EKRAR 1.00 1.00 1.05 1.24 2.90
3. TEKRAR 1.00 1.02 1.18 1.52 2.49
RONTROL 10puM 100 uM 1000 uM 10000 pM
AKRILAMID | AKRILAMID | AKRILAMID | AKRILAMIiD
UBIKITINLENMIS 1. TEKRAR 1.00 1.51 1.33 1.52 2.50
PROTEIN 2. TEKRAR 1.00 1.09 1.27 1.61 2.25
(KONTROLUN KATI) 3. TEKRAR 1.00 1.31 1.21 1.12 2.03
10 pM 100 pM 1000 pM 10000 pM
KONTROL | \KRIiLAMID | AKRILAMID | AKRILAMID | AKRILAMID
. 1. TEKRAR 1.00 1.10 0.80 1.07 2.82
LC3B PROTEIN [ 2. TEKRAR 100 0.74 073 079 3.42
(KONTROLUN KATI) : . . . . .
3. TEKRAR 1.00 1.13 1.09 1.35 3.40

HSP70: Is1 sok protein 70; LC3B: Mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B hafif zincir 3B.
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TARTISMA

Akrilamid hem farkli endiistrilerde hem de laboratuvarlarda siklikla kullanilmakta
olan bir kimyasaldir (1). Bununla birlikte akrilamidin gidalarin yiiksek sicakliklarda
pisirilmesi esnasinda da olusabildigi ve sigara dumaninda da bulundugu gésterilmistir (2,21).
Sindirim sistemi, solunum sistemi veya deri yolu ile viicuda alinan akrilamid esas olarak
karacigerde metabolize edilmektedir. Akrilamid maruziyetinin doza ve siireye bagli olarak
sinir sistemi ve karaciger gibi dokulara toksik etkilerinin bulundugu ve kanser riskini de
arttirabildigi bildirilmistir (2,4,54).

Proteinler hiicre canliliginin siirdiiriilmesi icin gerekli ve Onemli rollere sahip
molekiillerdir. Hiicrelerin canliligini stirdiirmesi hiicre i¢i protein dengesine yani hem yeni
proteinlerin sentezlemesine hem de hatali katlanmis, yapist bozulmus veya artik proteinlerin
de tekrar diizenlenmesi veya yikiminin gergeklesmesine baglidir (42). HSP70 protein
ailesinde yer alan proteinler saperon olarak rol oynayarak hatali katlanmis proteinlerin tekrar
katlanmalarinin diizenlenmesinde rol oynar (55). Hiicre i¢i protein yikimi ise esas olarak
ubikitin-proteazom sistemi ve otofaji ile gergeklesir (11). Literatiirde akrilamidin karacigerde
HSP70 diizeylerine, ubiquitin-proteazom sistemine veya otofajiye etkisini arastiran bir
calismaya rastlamadik.

Calismamamizin amaci, insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde akrilamidin protein
yikim yollar iizerine etkilerini aragtirmaktir.

Calismamizda in-vitro karaciger modeli olarak bircok yonden hepatositlere benzer
ozellik gostermesi, Oliimsiiz bir hiicre hatti olmasi nedeniyle kolay ¢ogalmasi ve ¢ok sayida

hiicre elde edilebilmesi (7,8) sebepleriyle HepG2 hiicreleri kullanilmistir. Ayrica, akrilamidin
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genis bir doz aralifindaki etkisini incelemek i¢in tiim deneylerde HepG2 hiicreleri 24 saat
stireyle 10%, 10%, 10° ve 10* uM akrilamid ile inkiibe edildi.

Akrilamid 10! uM konsantrasyonda hiicre canliligini degistirmezken; 102, 10° ve 10*
uM konsantrasyonlarda ise hiicre canliligmi azaltti. Bu bulgumuz akrilamidin o6zellikle
yiiksek dozlarda karaciger hiicrelerine toksik oldugunu gostermektedir. Caligmamizla benzer
sekilde Chu ve ark. (56) akrilamidin yiiksek dozlarda HepG2 hiicrelerinde sitotoksisite
olusturdugunu bildirmistir. Shan ve ark. (7) ise ¢calismamizdan farkli olarak 10> pM’a kadar
olan akrilamid konsantrasyonlarinin HepG2 hiicrelerinde proliferasyona yol actigimni
bildirilmistir.

Karacigerde akrilamidin HSP70 diizeyine etkisi ilk kez bu ¢alisma ile insan hepatoma
hiicreleri kullanilarak gosterilmistir. Calismamizda HepG2 hiicrelerine 10* uM akrilamid
uygulamasi HSP70 diizeyini anlamli olarak arttirdi. Literatiirde Saito ve ark. (57) insan
serviks kanseri hiicresi olan HeLa hiicrelerinde akrilamidin 10* uM konsantrasyonda,
Sumizawa ve ark. (58) ise insan ndroblastoma hiicresi olan SH-SY5Y hiicrelerinde
akrilamidin 4x10® uM konsantrasyonda HSP70 diizeylerini arttirdigini bildirmis olup bu
calismalar bulgularimizi1 destekler niteliktedir. Akrilamidin 10* pM konsantrasyonda HSP70
diizeyini arttirmasi hiicresel stresin artmasina ve/veya protein katlanmasinda bozukluklara
bagl olabilir. Caligmamizda akrilamidin 10* pM konsantrasyonda hiicre canliligini yiiksek
oranda azaltmasinda hiicresel stresteki artisin rolii olabilir.

Akrilamidin ubiquitin-proteazom sistemi tizerine etkisini arastiran bir ¢aligmaya
rastlamadik. Bu ¢alisma ile akrilamidin ubiquitin-proteazom sistemine etkisi ilk kez insan
hepatoma hiicrelerinde ubikitinlenmis protein diizeyleri 6l¢timii ile gosterilmistir. Akrilamid
10* puM konsantrasyonda ubikitinlenmis protein diizeylerini anlamli olarak arttirdi. Bu
bulgumuz ubikitin-proteazom sisteminin inhibisyonunu gostermektedir ve bu durum yanlig
katlanmis proteinlerin miktarinin artmasina bagl olabilir. Ciinkii yanlis katlanmis proteinlerin
miktarinin artmasinin, ubiquitin-proteazom sisteminin inhibisyonuna neden olabildigi
gosterilmistir (59). Calismamizda proteinlerin dogru katlanmasinda gorev alan HSP70
diizeyinin de ayn1 konsantrasyonda artmasi bu diisiincemizi destekler niteliktedir. Akrilamidin
ubiquitin-proteazom sistemini inhibe etmesi hiicre i¢i glutatyon diizeylerini azaltmasina da
bagli olabilir ¢linkii karacigerde akrilamid metabolizmasi esnasinda, hiicre i¢i redoks
durumunun ayarlanmasinda 6nemli bir molekiil olan glutatyon kullanilmaktadir (60-62).

Ayrica diisiincemizi destekler nitelikte, Lamy ve ark. (62) 5x10° uM akrilamidin HepG2
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hiicrelerinde glutatyon diizeyini azalttigint ve Jahngen-Hodge ve ark. (60) ise glutatyon
oksidasyonunun ubiquitin-proteazom sisteminin enzimlerini inhibe ettigini gostermislerdir.

Bu calisma ile akrilamidin karacigerde otofaji {izerine etkisi ilk kez bu calisma ile
otofaji belirteci olan LC3B-II protein diizeylerinin 6l¢iimii ile gosterilmistir. Calismamizda
HepG2 hiicrelerine 10* uM akrilamid uygulamasi LC3B-II diizeyini anlamli olarak arttirds.
Bu bulgumuz akrilamidin 10* uM konsantrasyonda otofajiyi arttirdigini gdstermektedir.
Bulgularimizla uyumlu olarak, Song ve ark. (63) insan noroblastoma hiicresi olan SH-SY5Y
hiicrelerinde 2.5x10° ve 5x10° pM akrilamidin konsantrasyonlarinda otofajiyi arttirdigini
bildirmislerdir. ~ Akrilamidin  otofajiyi  arttirmasi,  ubiquitin-proteazom  sisteminin
inhibisyonundan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii protein yikimmnin ubiquitin-proteazom
sisteminin inhibisyonu ile bozulmasi sonucu kompanzasyon mekanizmalari ile otofajinin
indiiklendigi bilinmektedir (11).

Sonu¢ olarak calismamiz akrilamidin HepG2 hiicrelerinde; hiicre canliligin
azaltigimi, HSP70, ubikitinlenmis protein ve LC3B diizeylerini arttirdigini gosterdi. Bu
calisma 1ile insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde akrilamidin Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda karacigerde protein yikim yollarinin ¢alismasini bozdugu gosterilmistir.

Akrilamidin akut etkisinin arastirildigi c¢alismamizda oOzellikle yiiksek dozlarda
akrilamidin protein yikim yollarin1 daha fazla etkilemesi, besinlerle alim gibi diisiik
konsantrasyonlardan ziyade yiiksek konsantrasyonlardaki (genellikle mesleki) maruziyetlerin
karaciger protein yikim yolarinda bozulmaya ve toksisiteye yol agabilecegini gostermektedir.
Ancak kronik olarak ozellikle diisiik dozlardaki maruziyetin, karacigerde protein yikim

yollar1 lizerine etkisinin gosterilmesi i¢in yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

22



SONUCLAR

Bu caligmanin amaci, insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde akrilamidin protein yikim

yollar1 iizerine etkilerinin arastirmaktir. Bu amagla HepG2 hiicreleri 24 saat boyunca 10%, 102,

10% ve 10* uM akrilamid ile inkiibe edildi. Akrilamidin hiicre canliligina etkisi MTT hiicre

canlilik testi ile; HSP70, ubikitinlenmis protein ve LC3B diizeyleri dikey elektroforez ve

ardindan western blotting yontemleri ile oOl¢iildii. Calismamizda elde edilen sonuglar

sunlardir:

1.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10? uM akrilamid, hiicre canliligin
kontrole gére anlamli olarak azaltti.

HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10° pM akrilamid, hiicre canliligin
kontrole ve 10' uM akrilamid uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak azaltt1.
HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10* uM akrilamid, hiicre canliligim
kontrol, 10, 10% ve 10° uM akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak
azaltt1.

HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10* uM akrilamid, HSP70 protein
diizeylerini kontrol, 10, 10> ve 10® uM akrilamid uygulanan hiicrelere gore
anlamli olarak arttirdi.

HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10* pM akrilamid, ubikitinlenmis
protein diizeylerini kontrol, 10, 10? ve 10° pM akrilamid uygulanan hiicrelere

gore anlamli olarak arttirdu.
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6. HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 10* pM akrilamid, LC3B-II protein
diizeylerini kontrol, 10%, 10 ve 10° uM akrilamid uygulanan hiicrelere gore
anlamli olarak arttirdi.

Sonug¢ olarak ¢alismamiz akrilamidin HepG2 hiicrelerinde; hiicre canliligin

azalttigini, HSP70, ubikitinlenmis protein ve LC3B diizeylerini arttirdigini gosterdi. Bu
calisma ile insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde akrilamidin 6zellikle yiiksek

konsantrasyonlarda karacigerde protein yikim yollarinin ¢alismasini bozdugu gosterilmistir.
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OZET

Proteinlerin  sentezinin, katlanmasiin, tasinmasinin ve yikimlarinin kontroli
proteostazin siirdiiriilmesi igin sarttir. Hiicre i¢i protein yikimi ubikitin-proteazom sistemi ve
otofaji sistemi tarafindan gerceklestirilmektedir. Mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir
3B protein otofaji markirlarindan biridir ve fosfatidiletanolamin ile konjuge olarak
mikrotiibiil-iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3B-II olarak adlandirilan formda otofagazom
yapisina girer. Is1 sok proteini 70; proteinlerin katlanma, disagregasyonunda ve yikiminda rol
oynayan Onemli bir saperondur. Literatiirde karacigerde akrilamidin 1s1 sok proteini 70
diizeylerine, ubiquitin-proteazom sistemine veya otofajiye etkisini arastiran bir ¢alismaya
rastlamadik. Bu calismada, insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde akrilamidin protein yikim
yollari tizerine etkilerini arastirmay1 amagladik.

Akrilamidin etkisinin arastirilmasi amaciyla HepG2 hiicreleri 24 saat boyunca 10,
10%, 10° ve 10* uM konsantrasyonlarda akrilamid ile inkiibe edildi. Hiicre canlilig1 3-(4,5-
Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir testi ile degerlendirildi. Is1 sok proteini
70, ubikitinlenmis protein ve mikrotiibiil-iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3B-1l protein
diizeyleri western blot yontemiyle ol¢iildii.

Akrilamid, 102, 10° ve 10* pM konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 anlamli olarak
azalttr. 10* uM akrilamid; 1s1 sok proteini 70, ubikitinlenmis protein ve mikrotiibiil-iliskili
protein 1A/1B-hafif zincir 3B-11 protein diizeylerinde anlamli azalmaya yol agti.

Sonu¢ olarak, calismamiz akrilamidin HepG2 hiicrelerinde; hiicre canliligin
azalttigini, 1s1 sok proteini 70, ubikitinlenmis protein ve mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-

hafif zincir 3B protein diizeylerini arttirdigini gosterdi. Bu ¢alisma ile insan kaynakli
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hepatoma hiicrelerinde akrilamidin 06zellikle yiliksek konsantrasyonlarda protein yikim

yollarinin ¢alismasini bozdugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, HepG2, 1s1 sok proteini 70, ubikitin-proteazom sistemi,
otofaji
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EFFECTS OF ACRYLAMIDE ON PROTEIN DEGRADATION
PATHWAYS IN HUMAN-DERIVED HEPATOMA CELLS

SUMMARY

The control of synthesis, folding, transporting and degradation of proteins is essential
for maintaining proteostasis. The degradation of intracellular proteins are performed by
ubiquitin-proteasome system and autophagy. Microtubule-associated protein 1A/1B light
chain 3B is an autophagy marker and enters to autophagasome structure by its conjugated
form with phosphatidylethanolamine which is called as microtubule-associated protein 1A/1B
light chain 3-11. Heat shock protein 70 is an important chaperone which plays role on the
folding, dissagregation and degradation of proteins. In literature, we did not encounter any
study which investigates the effect of acrylamide on heat shock protein 70 levels, ubiquitin-
proteasome system or autophagy in liver. In present study, we aimed to investigate the effect
of acrylamide on protein degradation pathways in human-derived hepatoma cells.

In order to investigate the effects of acrylamide, HepG2 cells were incubated with
acrylamide at 102, 10% ve 10* uM concentrations for 24 hours. Cell viability was evaluated by
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide assay. Heat shock protein
70, ubiquitinated protein and microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3B protein
levels were measured by western blotting. Acrylamide at 10% 10° ve 10* uM concentrations
significantly decreased cell viability. 10* uM acrylamide caused a significant increase on heat
shock protein 70, ubiquitinated protein and microtubule-associated protein 1A/1B light chain

3B-11 protein levels.
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As a result, our study showed that acrylamide decreases cell viability and increases
heat shock protein 70, ubiquitinated protein and microtubule-associated protein 1A/1B
lightchain 3B-11 protein levels in HepG2 cells. With the present study, it has been shown that
acrylamide, especially at high concentrations, disrupts protein degradation pathways in

human-derived hepatoma cells.

Key words: Acrylamide, HepG2, heat shock protein 70, ubiquitin-proteasome system,
autophagy.
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