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ONSOz

Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere ragmen, kanser hala 6lum nedeni
olarak ilk siralardaki yerini son 20 yildan beri korumaktadir. Bu hastahigin en énemli
sebebi c¢esitli vollarla maruz kafinan kimyasal maddeierdir. EndUstriiesmenin
gelismesiyle birlikie her gecen glin gevreye daha fazla kimyasal madde atiimaktadir.
Bunun sonucu olarak, danyamizdaki canliarin ve &zelliklede insanlarin, birgogu
toksik olan bu bilesikiere olan maruziyeti artmaktadir. Bu kimyasallarin en
Snemlilerinden  biri  akrilamittir.  Akrilamid, birgok endustride siklikla kullanifan,
nérotoksik, reproduktif toksik ve karsinojenik bir kimyasaldir. Akrilamid ayni zamanda
yUuksek 1sida pigirilmis karbohidrath gidalarda olustugu icin insanlarin kolaylikla
diyetierinde maruz kalabilecekleri bir kimyasaldir. Ayrica, akrilamid polimeri su aritma
iglemlerinde, kagit Gretiminde, organik kimyasallarin Uretiminde, biyokimya,

molekUler biyoloji ve bivoteknoloji gibi bircok arastirma laboratuvariarinda protein
ayirma tekniklerinden biri olan elektroforez isleminde kulianiimaktadir.

Akrilamid metabolizmasinda iki ana yol vardir: Bunlardan baskin olan akrilamidin
epoksidasyonu sonucunda glisamide doénUstigu metabolik  yoldur. Digeri ise
glutatyon ile konjugasyonudur. Calismalar, akritamidin mutajenik, genotoksik reaktif
bir Grun olan glisidamide, sitokrom P450'ye badiml monooksijenaz enzimlerinin
izozimlerinden P4502E1 (CYP2E1) tarafindan dénGstOrdldGduant godstermis ve bu
metabolik yol akrilamidin neden oldugu karsinojenisite ile iliskilendiriimistir. Ancak,
akrilamidin CYP2E1 enzimi ve diger P450°ye baglt sitokrom dnkarsinojen/karsinojen
metabolizmasina ve Faz Il enzimlerine olan etkilerini arastiran calismalar sinirls
sayidadir. Insan Kkaraciger hicre hattinda ise bdyle bir calismaya literatirde
rastlanmamistir.  Cesitli  alanlarda vyaygin kullanimi, bazi Grinlerin  yapisinda
bulunmas: ve vicutiaki metabolizmasl sonucu olusan metabolitinin karsinojenik
olmasi, akrilamidi insan sadid acisindan énemli yapmaktadir. Onerilen bu
calismada, akrilamidin P450’ye badimh itaclari metabolize eden bazi enzimler ile
Giutatyon S-Transferaz (GST) izozimleri Uzerine olan etkisinin insan karaciger hlcre

dizisinde (HepG2 ) aydinlatiimas amaglanmistir.

Bu amacia iki degisik konsantrasyonda akrilamidin insan karaciger hiicrelerinde
(HepG2) sitokrom P450 badimli ifaclari metabolize eden enzimierin izoformlarindan
olan CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1 ve CYP3A4 enzimleri ile Glutatyon S-transferaz



(GST) izozimleri Uzerine etkileri arastinlmistir. Bu enzimierin subsiratlar kuilaniiarak
enzim aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica akrilamidin, bu enzimlerin protein ve transkript
duzeylerine olan etkisi tespit edilerek olasi transkripsiyonel ve/veya translasyonel
mekanizmalar: hakkinda da bilgi edinilmistir. Elde edilen bulgular, CYP1A1, CYP1A2
ve CYPZE1 izozimlerin akrilamid uygulamasi sonucunda aniamii derecede arttidin,
CYP3A4'Un ise azaldigini gdstermistir. Ayrica, bu kimyasalin GST izozimlerinden
olan GST-pi'min azalmasina, GST-munun ise indiklenmesine sebep oldugu
saptanmistir.  Bu enzimlerin, akrilamidle dedismesi sonucunda, bu kimyasala maruz
kalan insanlarda kanser olusum riski, klinik toksisite ve ilaglarin metabolizmasinda

pozulmalarin artabilecedi sonucuna variimistir.
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OZET

Akrilamidin Insan Karaciger Hiicre Dizilerindeki {(HepG2) Sitokrom P450
izozimleri ve Faz I Enzimleri Uzerine Etkileri.

Endustrilesmenin gelismesiyle birlikte gevreye her vyil binlerce cesit kimyasal
madde atiimakitadir. Buna ilave olarak, teknolojinin ilerlemesi ve tp alanindaki
gelismelerle birlikte her gin yeni bir ilag cesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla
Uretitmektedir. Bunun sonucu olarak, dinyamizdaki canhlar ve ézellikle insanlar,
pirgogu toksik olan bu bilesiklere ve kimyasallara maruz kalmaktadirlar. Bu
kimyasallardan en énemlilerinden biri akritamidtir. Akrilamid birgok endUstride siklikla
Kullanilan, nérotoksik, reprodukiif toksik ve karsinojenik bir kimyasaldir. Akrilamid
ayni zamanda yUksek 1sida pisirilmis karbohidratli gidalarda ofustudu igin insanlarin
kolaylikia diyetierinde maruz kalabilecekleri bir kimyasaldir.

Calismalar akrilamidin mutajenik, genotoksik, reaktif bir Urn olan glisidamide,
sitokrom P450'ye bagimii monooksijenaz enzimlerinin izozimlerinden P4502E1
(CYP2E1) tarafindan dénUstlrGldadunda gdéstermis ve bu metabolik yol akrilamidin
neden oldudu karsinojenisite ile iligkilendirilmistir. Diger ana yol ise glutatyon ile
konjugasyonudur. Ancak, akrilamidin CYP2E1 enzimi ve diger P450ye bagh
sitokrom Onkarsinojen/karsinojen metabolizmasina ve GST izozimlerine olan stkilerini
arastiran caligmalar sinirh sayidadir. insan karaciger hiicre kiltirinde ise bdyie bir
calismaya literatirde rastlanmamistir. Cesitli alanlarda yaygin kullanimi, bazi
Urlnlerin - vapisinda bulunmast ve vicuttaki metabolizmas) sonucu  olusan
metabolitinin - karsinojenik olmasi, akrilamidi insan  sadhid agisindan  énemii
yapmaktadir. Bu nedenle, bu calismanin amaci, akrilamidin P450'yve badiml ilaglan
metabolize eden bazi enzimler ve GST izozimleri Uzerine olan etkisinin insan
Karaciger kanser hlcre dizisinde (HepG2) aydiniatimasidir. Bu amacla; degisik
konsantrasyonlarda akrilamid kullanilarak akritamidin sitotoksik etkisi HepG2 hicre
nattinda saptandi. Elde edilen sitotoksisite sonuclarina gore, 1.25 mM ve 2.5 mM
akrilamid konsantrasyonu secilerek, sitokrom P450 izozimierinin nasil etkilendigi
belirlendi. Iki farkli konsantrasyonda akrilamid uygulanmasi, CYP1A1 ve CYP1A2' ye




badh etoksiresorufin O-deetilaz ve metoksiresorufin O-demetilaz aktiviteleri ile bu
izozimlerin protein ve mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamii bir artisa sebep
oldu (p<0.05). Benzer sekilde, CYP2E1 bagh anilin 4-hidroksilaz aktivitesi ile protein
ve mMRNA seviyeleri akrilamid uygulanmas) sonucunda artti§i bulundu. Bunlarin
aksine, CYP3A4’e bagl eritromisin N-demetilaz aktivitesi ve protein seviyesi her iki
konsantrasyonda herhangi bir degisiklije sebep olmazken, aymi izozimin mRNA
seviyesi konsantrasyona bagimli bir sekilde azalmistir. Tim buniarin yani sira, 1,2-
dikioro-4-nitrobenzen (DCNB) substrati kullanilarak belirlenen GST-mu aktivitesi
artan akrilamid konsantrasyonu sonucunda artmistir. Benzer sekilde Western Blot ve
RT-PZR deneyleri GST-mu’nun protein ve mRNA seviyelerinin akrilamid sonucunda
arttigini ortaya koymustur. Diger yandan, etakrinik asit substrati kullanilarak bakilan
GST-pi aktivites! ise azalmistir fakat bu azalig istatiksel olarak anlaml bulunmarmistir.
GST-pi protein ve mRNA seviyeleri ise akrilamid uygulanmasi sonucunda anlamli bir
sekilde azalmistir. TUm bu verilerin 1s1§inda, sitokrom P450 ve GST izozimlerinin
akrilamid uygulamasi sonucunda hem aktivite, hem de protein ve mRNA seviyelerinin
degigsmesi, bu kimyasala maruz kalan insanlarda kanser olusum riski, kiinik toksisite
ve ilag metabolizmasinda bozukluklarin gériime olasihidr artirabilir.

Anahtar Kelimeler: Akritamid, Sitokrom P450, Toksik Etki, Hlac Metabolize Eden
Enzimler, Glutatyon S-Transferaz, HEPG2.




ABSTRACT

In each year, thousands of different chemicals are released into environment with
industrial development. In addition to this, in each day, & new drug is produced for
treatment of various diseases in parallel to the technological improvement and
medicinal development. In consequence of this, organisms in earth, especially
humans, are exposed to the these mostly toxic chemicals. One of the most important
chemical among these chemicals is acrylamide. Acrylamide is one of the most
widely used chemical in various industrial sites with its known neurotoxic,
reproductive toxin and carcinogenic effects. Humans are exposed to acrylamide
simply in their diet due to formation of acrylamide in carbohydrate rich foods cooked

at higher femperatures.

Studies have demonstrated that acrylamide is metabolized to mutagenic,
genotoxic and carcinogenic metabolite, glycidamide by P4502E1 (CYP2E1), one of
the isozyme of cytochrome P450 dependent moncoxygenase enzymes, and the
carcinogenicity associated with acrylamide is mostly attributed to this metabolism.
The other major pathway is through conjugation with glutathione (GSH). However,
studies regarding the effects of acrylamide on CYP2E1 enzyme and on other
cytochrome P450 dependent procarcinogen/carcinogen metabolism and GST
isozymes are limited. There are no available studies related to the effects of
acryiamide on this system in human liver cell culture in literature. Due to its wide
usage, presence of in some products, and its carcinogenic metabolite formed as a
result of metabolism in body, acrylamide is turned out to be very important for human
nealth. In this regard, the aim of this study is to elucidate the effects of acrylamide on
cytochrome P450 dependent drug metabolizing enzymes and GST isozymes in
human hepatoma cell line (HepG2). For this purpose, cytotoxic effect of acrylamide
was determined in HepG2 cell line by using various concentrations of this chemical.
The effects of acrylamide on cytochrome P450 isozymes were determined by
choosing 1.25mM and 2.5mM acrylamide concentration according to the cytotoxicity
results. Acrylamide treatment in two different concentrations was caused statistically
significant increase in CYP1A1 and CYP1A2 associated ethoxyresorufine O-
deethylase and methoxyresorufine O-demethylase activities and protein and mRNA
levels of these isozymes (p<0.05). Similarly, it was found that CYP2E1 associated
aniline 4-hydroxylase activity and protein and mRNA levels increased by acrylamide



treatment. On the other hand, although CYP3A4 associated erytromycin N-
demethylase activity and CYPA4 protein level was not changed significantly, the
mRNA level of this isozyme was decreased in concentration dependent manner. In
addition to these, it was investigated GST-mu activity, determined by using 1.2-
dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) as an substrate, was increased with increasing
acrylamide concentration. Similarly, both western blot and RT-PCR experiments
snowed that GST-mu protein and mRNA levels were induced as a result of
acrylamide. On the other hand, GST-pi activity that was determined by using
Etacyrinic acid, was decreased. But, this decrease was not found statistically
significant. GST-pi protein ve mRNA levels was decreased significantly as a result of
acrylamide treatment. In the light of these data, in acrylamide exposed people, the
probability of cancer formation risk, clinical toxicity and disturbance in drug
metabolism may be increased due to changes in P450 izozymes at both activity and

protein and mRNA levels by acrylamide treatment.

Key Words: Acrylamide, Cytochrome P450, Toxic Effect, Drug Metabolizing
Enzymes, Glutathione S-Transferase, HEPG2.
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1. GIRIS

Akrilamid 2-propenoamid, etilen karboksamid, akrilik asit amid olarakia
bilinen doymamis ¢ift bag iceren bir amiddir (Sekit 1.1). Sivi halde iken beyaz bir
Kristal gibi gérilen, kokusuz ve suda, alkolde ve asetonda yiksek ¢ézinUriige sahip
bir kimyasaldir. Erime sicakh@i 84,5°C ve kaynama sicakhidi (25 mm Hg) 125 °C'dir.

CH, CH o MNE,

Sekil 1.1. Akrilamidin kimyasal yapis:

Akritamid ve polimerleri boya, kozmetik, gida, insaat ve dider bircok sanayide
siklikla kullanimaktadir. Ayrica akrilamid polimeri, icme ve atk sularmimn
lyilestirimesinde,  partikUlleri ve diJer katisik maddeleri temizlemede, kagdit
Uretiminde kullaniimaktadir (FRIEDMAN, 2003; EXON, 2008). Bunlarin yani sira,
yuksek 1sida pisirilmis bol karbonhidrath gidalarda olustugu ve sigara dumaninda
bulundugu icin insaniarin kolayiikla maruz kaldiklar) bir kimyasaldir (SMITH, 1999;
ROSEN, 2002; TAREKE, 2008). Akrilamid yUksek sicakliklarda pisirilmis veya islem
gormls nisasta ve asparajin bakimindan zengin olan bazi gidalarda (patates ve
misir gevregi, patates kizarima, tost edilmis ekmek, biskOvi, kraker, cips) Millard
reaksiyonu sonucunda olusmaktadir (MOTTRAM, 2002; STADLER, 2002). Gidalarda
olusan akrilamid miktan yiksek sicaklikta bekleme slresi, pH, sicaklik, indirgeyici
seker miktar: ile artmakiadir (ZHANG, 2007). Akrilamid solunum vyoluyla, dermal
olarak ve sindirim yoluyla vicuda alinmaktadir. Kan ve dider vicut sivilariyla tim
vicuda dagiimaktadir. Ayni zamanda bu kimyasal kan-beyin bariyerini ve piazental
pariyerleri kolaylikla gecebilmektedir (SCHETTGEN, 2002; SORGEL, 2002,
FRIEDMAN, 2003; LOPACHIN, 2004). Son yiilarda yapilan calismaiar akrilamidin
vlicutta iki degdisik yolla metabolize edildigini gdstermistir: Buniardan baskin olani
akrilamidin karaciger P450 enzimlerinden CYP2E1 tarafindan epcksit formu olan
glisidamide ddnGstigu metabolik  yoldur (SUMNER, 1999, ADLER, 2000,
GHANAYEM, 2000). Dider yol ise akrilamidin GSH ile konjugasyonundan meydana
gelmektedir (SUMNER, 1997, 1999, GHANAYEM, 2005a; KRUYEBASHI, 2006). Bu
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yol akrilamidin toksik &zeiliklerini azaltan yoldur. Akrilamid metabolizmasi Sekil 1.2'de
gdsteriimektedir.

C

o o oH
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I e oo
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NH» NHz HoN OH
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Sekil 1.2. Akrilamid metabolizmasi (FENNELL, 2005’ten alinmistir).
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Yukarida belirtildigi Uzere akrilamid sitokrom P450'ye badimii moncoksijenaz
enzimierinin bir izozimi olan P4502E1 tarafindan metabolize edilerek reaktif bir Grin
olan glisidamid’e cevrilir ve bu metabolik yol akrilamidin neden oldugu karsinojenisite
He iliskilendiriimistir {SUMNER, 1999; ADLER, 2000; GHANAYEM, 2000). Bu Orin
pir epoksit olup DNA ve proteinlerle kolaylikla reaksiyona girer ve sonunda mutajenik
bir etki gésterir (ADLER, 2000; YOUSEF, 20086). Bunun sonucunda fare ve sigan gibi
deney nayvaniarinda akciger, testis, tiroid bezi, rahim, gédus gibi birgok polgesinde
kansere sebep olmaktadir. (JOHNSON, 1986; FRIEDMAN, 1995; KLAUNING, 2008;
PARZEFALL, 2008). Akrilamidin Kkarsinojenik etkisinin yaninda nérotoksik ve
reprodUktif toksik Ozellikieri de bilinmektedir. Bu kimyasal insanlarda ve deney
hayvaniarinda ataksi, iskelet kasi zayifliklar, ellerde ve ayaklarda uyusukluk iie
karakierize edilen nérotoksik etki gostermektedir (EDWARDS, 1977, HAGMAR,
2001, LOPACHIN, 2002, LOPACHIN, 2004). Norotoksik etkilerinin yan sira
reproduktif toksik ozellikleride sican ve farelerde calisiimistir (ADLER, 200C; TYL,
2000; TYL, 2003; GHANAYEM, 2005b). Yavru boylkligGnde azalma, sperm
sayisinda azalma, normal olmayan sperm, cifttesme sayisinda azalma gibi birgok
6zellikle karakterize edilen reprodUktif toksisiteye neden olmakiadir (FRIEDMAN,

2003).

Akrilamidin metabolizmasinda rol oynayan Sitokrom P450 monooksijenaz
enzim sistemi: steroidler, yagd asitleri, prostoglandinler, |6kotrienler ve daha birgok
dogal bilesiklerin oldugu kadar karsinojenlerin, mutajenlerin ve ifaglarin oksidatif
metabolizmasina katilan ‘hemtiyoclat’ yapisinda protein enzimlerden olusan genis bir
orotein sUperailesidir. Genellikle, cok bileskenli elekiron transport zincirlerinde
terminal oksidaz olarak etki eder ve P450 iceren monooksijenaz sistemleri olarak
adiandiniirlar {LU, 1974; NEBERT, 1987). Bu sistem hepatositlerde yiksek
miktarlarda bulunur. Karaciger disinda; bagirsaklar, bobrekler, akciger ve beyinde,
biylk dlclde de hicrelerin diiz endoplazmik retikulumunda yer aliriar. Ayrica, bdcek
ilaclari, prokarsinoienler, anestezi maizemeleri, organik ¢dzicller  gibi
ksenobiotiklerin metabolizmasinda bulunurlar (NEBERT, 1987, ZIMNIAK, 1983;
MAGNUSSON, 2004, SZOTAKOVA, 2004). Endojen sentezienen birgok bilesik,
sitokrom P450 enzimlerinin substrati olarak gérev yapar. Bu bilesikler: prostaglandin
ve |6kotrienler danil yag asitleri, steroitler, yiyecek katki maddeleri ve ilaclar yaninda
besinlerle, enjeksiyonla, havadan solunumla ya da deriden absorbsiyonla vicuda
giren endUstriyel maddelerdir (BENET, 1998). Sitokrom P450’ler endojen ve ekzojen
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bilesiklerin metabolizmasinda énemli olan Faz | enzimlerinin bir ailesini teskil ederler
(GONZALES, 2008). Bunlar bakteriterden memelilere kadar c¢ahsidmis tim tlrierde
bulunan, yapisal ve fonksiyonel olarak benzer hemoproteinler iceren bir gen super
ailesinin Uyesidir (NELSON, 1998, WERCK-REICHHART, 2000).

Prokaryotik enzimier cézinebilir bir hemoprotein iken, yiksek organizmalarda
membrana baghdir. Memelilerde, mitokondriyal ic membranda ve endoplazmik
retikuium membranlarinda yerlesmistir (WERCK-REICHHART, 2000). Sitokrom P450
sistemi, katalitik fonksiyonlarl bilinmeden &énce spekfral ozellikleri ile tanimlanan
oroteinlerden olusmustur. Bu gruptaki proteinierin benzersiz bir absorbans spekirumu
vardir. Genellikle mikrozom olarak adlandirilan endoplazmik retikulum veziklllerinden
hazirianan sUspansiyondan karbondioksit gazi gegirildikten sonra sodyum ditiyonat
gibi indirgeyici bir ajan eklenince spesifik bir absorbans spektrumu elde edilir. Bu
islem sirasinda indirgenmis hem proteinine CO baglar ve 450 nm'de pik yapan
absorbans spekirumu eide edilir. Bu pigmentlere P450 adi, 450 nm’'de absorbans
gosterdidi icin verilmistir. Spesifik P450 formlar, 446 ile 442 nm arasinda maksimum
absorbans veren dalga boylarina sahiptir. Insanlarda ve diger ¢ogu memelide
P450'ler; steroit hormoniarin  biyosentezi, antibiyotikler, karsinojenler, organik
cézlciler, boyalar, pestisitler, alkoller, cevresel kimyasallar gibi ksenobiyotiklerin
aktivasyonu va da inaktivasyonu, doymus vyag asitlerinin hicresel mesajcilara
oksidasyonu, yagda ¢ézinen vitaminlerin stereo ve bolge-dzellikli metabolizmas: gibi
reaksiyoniarin katalizlenmesinde dnemli rol oynarlar (ARINC, 1976; PORTER, 1991;
OLEKSIAK, 2002).

Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon asagidaki gibidir.

RH + Q, + NADPH, H* ~—> ROH + H.0 + NADP"
Reaksivonda substrat (R) alkan, aromatik halka ya da heterosiklik stbstitlentler gibi
oksijenasyon igin olanak veren bir bélgeye sahiptir. Substrata, ki cksijen atomundan
sadece biri katldig icin bu reaksiyona monocksijenasyon reaksiyonu ve bu
enzimiere de sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri (EC 1.14.14.1) ad

verilmeaktedir,

Spesifik detoksifikasyon reaksiyonlar:, cesitli diyetsel veya ksenobiyotik
bileskenlerin varliginda, organizmanin yasl ve cinsiyetine, genetik yapisina ve yasam
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tarzindaki aliskanltklarina bagii olarak ya indiklenmekte ya da inhibe olabiimektedir.
Hem endojen hem de ekzojen bilesikler tarafindan cgesitli sitokrom P450lerin
indGklendigi  1960°11  yillardan  beri  bilinmektedir. Baz hastallk durumlarinda
detoksifikasyon aktiviteleri inddklenirken diger bazi kosullarda bu aktiviteler inhibe
olmaktadir. inhibisyon iki veya daha fazla bileskenin ayni detoksifikasyon enzimi igin
yarigmasindan olabilir. Bazl bilesenler sadece bir detoksifikasyon enzimini secici
ofarak inhibe ederken bazilan tim sitokrom P450 faz | enziminin aktivitesini inhibe
etmek i¢in sitokrom P450'nin reaktif boéigesi olan hem demirine direk olarak
baglanirlar. Bazi faz 1l enzimlerinin genel inhibisyon mekanizmas) ise gerekl]
kofaktorierin eksikligine dayanmakiadir (LISKA, 1998).

Sitokrom P450 proteinlerinin aktif bélgesi hidrofobik etkilesimlerle bagianmig
tek bir demir protoporfirin IX igerir ve olusan hem proteininde hem bir oksijen
molekllinin hem de substratiarin (RH) bagdianabilecedi pdlgeleri vardir. Hem grubu
demir atomunun besinci figandi, sistein kalintisindan saglanan tiyolat anyonudur ve
P450lerin olagandisi spekiral ve katalitik dzelliklere sahip olmasini sadlar. Aliinc
tigand yer degigebilen su moleklll tarafindan kullamiimaktadir. Substrat katalizinde
demirin indirgenmesi reaksiyonunda oksijen altinci konuma baglanmaktadir
(PORTER, 1991).

Sitokrom P450 proteinleri arasindaki sekans benzerligi hayli disUktar
{%20'den daha az) ve yalnizca tamamen korunmus 3 aminoasit igerirler. En ylksek
vapisal korunmusg bdlge, hem protein cevresinde, oksijen aktivasyonu ve elekiron-
proton transferterinin genel bir mekanizmasini yansitan merkez proteinindadir. Bu
korunmusg merkez bélgesi 4 heliks demeti (D, E, | ve L), paket, J ve K heliksleri, 2 ssat
B plaka ve bir oyuk yapisindan clusmustur. Bu bdlge; hem demire besinci ligand
seklinde baglanan ve mutlak korunan sistein kalintisi yan: sira L heliksinden hemen
dnce hem yapisimin proksimal ylzeyinde yerlesmis olan karakteristik P450 dizisini
{Phe-X-X-Gly-X-Arg-X-Cyc-X-Gly) kapsayan hem baglanma bosiugunu ‘oop’ K
neliksi igerisinde yer alan ve merkez yapisini stabilize ettigi dasUndlen, mutlak
korunmus Gilu-X-X-Arg motifini; hem proteinin distal bdlgesinde proton transfer
olugunu olusturan ve P450 imgesi olarak kabul edilen (Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-
Thr/Ser} L heliksinin merkez boélgesini icerir (WERCK-REICHHART, 2000).

Genel olarak P450'ler reaksiyon dénglslne girerler (Sekil 1.3). Bilinen tim
sitokrom P450lerdeki hem demiri, porfirin halkasindaki 4 nitrojen atomuna ve 2
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aksiyal liganda baghdir. Aksiyal ligandlarin birinde molekiiln karboksil ucuna yakin
verlesmis sistein kabntisinda bir sdifidril grubu  bulunur.  Cesitli  bilesiklerin
oksidasyonu sirasinda elektronlar NADPH'dan, NADPH Sitokrom P450 redUkiaz
tarafindan sitokrom P450'ye transfer edilir. Hem demiri disUk ve ylksek spinli olmak
tzere iki farkil spin durumunda bulunabilir. Dislk ve yiaksek spinli durumlar demir
atomunu ¢eviren elektronik alanlar olarak tanimlanabilir. Sitokrom P450 molekll bir
substrata baglaninca bu elekironik alanlarda etkilesim meydana gelir ve hemdeki
demir atomu dugtk spinden yuksek spine geger. Oksidasyon {monooksingjasyon)
reaksiyon mekanizmasinda, oksijenin hem demirine bagalanabilmesi icin hemdeki
demir ferik (Fe™) durumdan ferro (Feé‘”) duruma indirgenmelidir. Substrata bagli,
yUksek spin (-170mV), substrata baglanmayan disik spine (-270mV) goére daha
fazla pozitif indirgenme potansiyeline sahip oldugu icin Sitokrom P450, NADPH'dan
elde edilen elektronlarla indirgenebilir durumdadir. [k elektron transferiyle indirgenen
sitokrom P450 daha sonra oksijenlenir ve NADPH'dan ikinci bir elektron oksijene
baQianarak, oksijen radikaline dénUstUrliebilir. Bir ic oksidorediiksiyon neticesinde
hidroksiilenmis substratin {ROH) ve suyun olusumu gerceklesir, serbest sitokrom
P450 Fe™ formunda rejenere olur. Monooksiienasyon reaksiyonunda toplam 2
elekiron (e”) gereklidir. Elektroniar sitokrom P450 moleklline tek tek transfer edilir
(SCHENKMAN, 1981). NADPH- sitokrom P450 redUktazdan sitokrom P450'ye
elekiron transferine lipitlerin yardimer oldugu gdsterilmistir.
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Seldl 1.3. P450 Sisteminin Katalitik DéngUsG

Gunumizde sitokrom P450'lerin omurgah ve omurgasiz hayvanlar, bitkiler ve
bakterileride igeren okaryot ve prokaryot organizmalarda bulundudu goésteriimistir.
Sitokrom P450'lerin birgok reaksiyonu  katalizlemelerinden dolay: enzimlerin
isimlendiriimasinde siradan metot yetersiz kalmis ve yapisal homoicjiye dayanan
sistematik bir adlandirma gelistiriimigtir.  Sitckrom P450 enzimleri baz dizilimi
benzerliklering, kontrol eden gen ailelerine ve substrat spesifikiigine gbre
siniflandirdmaktadir. Bu adlandirma evrensel olarak kabul edilmistir (NEBERT,
1987). Bu sistemde, CYP terimi sitokromun ‘cytcchrome’ ilk iki harfini ve P450'nin ilk
harfini temsit eder. Bu terim bir gen ya da sitokrom P450 gibi bir proteinin
baslangicinin dizayni icin kullanilir. Aileyi belirlemek icin rakamlar verilir ve bunu alt
aileyi belirlemek igin blylk harflerin kullariimasi izler. Ozgun P450%yi tanimlamak icin
rakamiar kuilanilir. GGnimUzde bilinen 18 memeli P450 gen ailesi 43 ait aileye
b&linmistlr. Ayri ailenin Gyeleri en az %40 homolog amineasit dizisini payiasir ve
ayni alt ailenin Gyeleri en az %55 homolog diziyi paylasir (NELSON, 1998).
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Insanda bulunan 59 CYP450 izozimleri U¢ genel gruba ayristirilabilir. 1)Daha
cok ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP aileleri {CYP1-3), 2) Endojen
metabolizmasinda rol alan CYP aileleri (CYP5-51) ve 3) Yag asitleri
metabolizmasinda ve kismen ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP4 ailesi.
Bunlardan ilk grup glnimizde kullanidan ilagiann Faz | badimh metabolizmalarimin
yaklasik % 70-80°ini gerceklestiren sitokrom P450 enzimlerini icerir (EVANS, 1999).
Diyet, tlr, genetik, yas, fizyopatolojik sartlar ve cesitli ajanlar sitokrom P450
enzimlerinin aktivite ve ekspresyon dizeylerini etkilerler. Sitokrom P4501 ailesi 1A1,
1A2 ve 1B1 izoformiarinint kapsar ve polisiklk aromatik hidrokarbonlar ve
heterosiklik aromatik aminler gibi  prokarsinojenierin  aktivasyonunda  ve
biyotransformasyonunda &nemli rol oynar. Akciger kanseri (MCLEMORE, 1990),
kolorektal kanser (SIVARAMAN, 1984) ve meme kanseri (JEFCOATE, 2000} gibi
karsinojenik olusumiarda CYP1 izoformlarinin énemli roi oynadidr gosterilmistir.
CYP2E1 etanol ile inclklenebilen, kiglk molekller agdirhkh biesiklerin ve
asetaminofen gibi yaygin olarak kullanilan itaglarin biyotransformasyonunda rol ajan
ve karsinojen (Gzellikle arilaminlerin) metabolizmasinda hayli 6neme sahip olan bir
diger CYP izoformudur. Ayrica, aseton, asetat ve laurik asit, oleik asit gibi uzun
zincirli yag asitleri gibi endojen maddelerinde metabolizmasinda &nemli rol oynar
(LIEBER, 1999; KLAZ, 1998). CYP1 izoformlarin aksine CYP2E1 transkripsiyone!
kontrolin yani sira posti-transkripsiyonel olarak da kontrol edilen ve bu anlamda CYP
izoformlar: arasinda farklilik gdsteren bir izoformdur. Bu izoformun diyabet ve aglik
gibi bazi patofizyolojik durumiarda indiklendigi bilinmektedir (HONG, 1987, ARING,
2005 ve 2007). CYP slUper ailesinin insanda en fazla ifade edilen izoformu olan
CYP3A4 bilinen terapdtik ajanlarin %50’sinden fazlasinin metabolizmasinda yer
almasi nedeni ile de hayli énem arz eden bir diger CYP izoformudur. CYP3A4
antipiyotikler (eritromisin), yatistincilar (midazolam), badisiklik sistemi ayariayicilan
{siklosporin), anti-viral ilaglar {ritonavir and saquinavir), anti-histaminler (astemizole),
kalsiyum kanal bloklayiciart (nifedipine and verapamil), HMG KoA rediktaz
inhibitdrleri (lovastatin), uyaricilar gibi bircok degisik ilaci metabolize eder (MARTIN,
2003; ARAYNE, 2005 VAN HERWAARDEN, 2005; SICA, 2008; SUGIMOTO, 2006;
DE WILDT, 2007, KLOTZ, 2007). Aynica bu izozim, testosteron, progesteron, ve
androstenadion gibi endojen maddelerin metabolizmasinda 6nemli rol oynar
(YAMAZAKI, 1997 WANG, 2000).
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Akritamidin metabolizmasindaki ikinci yol glutatyon ile konjugasyonudur. Bu
metabolik yol Glutatyon S-transferaz tarafindan katalizlenir. Giutatyon S-transferaziar
(GST'ler) [E.C.2.5.1.18] faz Il biyotransformasyon enzimierinden gok fonksiyonlu ve
dimerik olan bir ailedir. Tabiatta glutatyon transferaz aktivitesi gdsteren enzimler,
sitozolik, mitckondriyal ve mikrozomal olmak Gzere U¢ ana gruptan olusmaktadir.
Memelilerde sitozolik GSTlar, protein dizilerine, izoelekirik noktalarina, substrat
spesifikligine, inhibitériere olan hassasliklarina ve imminolojik tzelliklerine
dayanarak 7 sinifta (alpha, mu, pi, theta, zeta, omega ve sigma) toplanmistiriar
(HAYES, 1986, HAYES, 1995; SHEEHAN, 2001). GST enzimler: gesitli ekzojen veya
endojen kaynakll elekirofilik, hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu
katalize ederler. Bdylece GST'ler, disaridan alinan toksik yabanci maddelerin veya
oksidatif basamakta olusan Urlinlerin, vicutta bulunan diger makro molekuller ile
birlesmesini onleyip, hicre bilegskenlerine zarar vermeden atiimasini saglarlar
(MOSIALOU, 1993; BULAVIN, 1996). Bu anlamda GSTlar, vicut igin hayatl
koruyuculuk fonksiyonu Gstlenmis olan enzim gruplarindan biridir. Ornegin, insan
gastrointestinal mukoza hicrelerinde timér olusumunun GST ekspresyon dlzeyler
ile negatif bir korelasyon gésterdigi bildiriimistir (PETERS, 1893). G8T'larin enzimatik
islevlerinin yanisira kan plazmasindaki albGminin hticre i¢i esdegeri olarak birgok
endojen maddeye bagtama ve bunlarin hicre i¢i tasiniminda fonksiyonlar vardir. Bu
maddeler arasinda bitirubin ve heme saytlabilir (HARVEY, 1982).

Yukarida bahsedildigi Gzere akrilamidin metabolizmasinda Sitokrom P450
snzimleri ile GSTler rol oynamaktadir. Ancak, bu kimyasalin CYP2E1 enzimi ve
diger P450've badl sitokrom énkarsinojen/karsinojen metabolizmasina olan stkilerini
(BARBER, 2001) ve GST'lere olan etkisinin arastinldidi galigmalar sinili sayidadir.
Bu calismaiarda sigan hepatositlerinde, Noroblastoma N1E-115 hicre dizisinde ve
sican beyninde glutatyon seviyesi ve toplam GST aktivites belirlenmistir {ODLAND,
1994: AWAD, 1998, SHUKLA, 2002). Fakat insan karaciger hucre kiltriinde boyle
bir calismaya literatirde rastlanmamistir. Ayrica, GST izozimierinin aktiviteleri,
protein ve mRNA seviyeleri ile ilgili calismalara literatlrde rastlanmamistir. Cesitli
alanlarda yaygin kullamimi, bazi Orlnlerin yapisinda bulunmasi, ylksek mikiarda
nisasta igeren gidalarin kizartiimas) sonucu kolayca olusmasi, insanlarin siklikla
maruz kaldiklari en @nemii kimyasal maddelerden biri olmasi ve vicutiaki
metabolizmas: sonucu olusan metabolitinin nérotoksik, reproduktif toksik ve
karsinojenik 6zellikleri akritamidi insan saghgi agisindan onemli yapmaktadir.
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Onerilen bu calismada, akrilamidin P450've badmli ilaclari metabolize eden
enzimlerin CYP1A1-1A2, CYPZE1 ve CYP3A4 izozimleri ve GST izozimlerinin
(zerine olan etkisinin insan karaci§er hicre dizisinde (HepG2) aydiniatiimasi
amaclandi. Ayrica akrilamidin, bu enzimlerin protein ve transkript dlzeylerine olan
etkisi tespit edilerek olasi transkripsivonel vefveya translasyonel mekanizmalar

hakkinda da bilgi edilinecektir.



2. MATERYAL ve METOT

2.1, Hiicre K4alard

Calisma boyunca kullaniimig olan insan karaciger kanser hicreleri (Hep(G2).
Furopean Collection of Cell Cultures (ECACC)ydan satin alinmistir. - 80°C'de
DMSQ’da saklanan hicreler 37 °C'de eriyene kadar bekietildi, eridikten sonra flaska
nocreler ekildi ve (zerine 9 ml Dulbecco’s modified Eagle besi ortami (DMEM) (%10
Fetal Bovine Serum ve %90,3 Penisillin) eklenerek 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem iceren
ortamda 1 glin inkUbe edildi. Ertesi gin DMSO'dan kurtarmak igin besiyeri degistirildi
ve CO, inklUbatsrinde hucreler deney icin yeterli stok sayisina ulagincaya kadar

yukarida belirtilen sartlarda inkUbe edildiler.

2.2. Sitotoksitite Deneyi

Baytttlen hicreler 96 kuyulu plakalara ekmek igin tripsin ile kaldinidi. 15 mltik
steril Falcon tiplere besiveri iginde olan higcreler alindi. 1500 rpm de 24 °C de 5
dakika santrifyj edildi. Stpernatant atilip, dibe ¢oken hlicreler 2 ml besiyeri iginde
cozUldU. 20ul hicre, 20u! Tripan blue (1:1000 sulandinimig) ile boyand! ve Thoma
lami kullanilarak nicreler sayildi, her kuyucukta 1 x 10° hiicre olacak sekilde 96
kuyulu plakalara ekildi ve plakalann (zeri toplamda 200 pl olacak gekilde besiyeri ile
tamamland: ve 24 saat hlicrelerin plakaya yapismasi igin %0,5 lik COz inkUbatdrinde
bekletildi. Degisik akrilamid konsantrasyonlan 0.5 mM;1,25 miM; 2.5 mM; 5 mM; 10
mM; 20 mM; 25 mM ve 50 mM olacak sekilde degisik kuyucuklarda ayarlandi.
Kontrol grubuna ise sadece besi ortami eklendi. Tum kuyucuklar 200 wi'ye besiyeri ile
tamamland:. 48 saat sonunda besiyerleri plakadan uzaklastirild:. Her kuyucuk 100 yl
kristai viyole ile boyanip 10 dakika oda sicakliginda bekletiidi. Plaka gesme altinda
tutularak boya uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 pl 6.1 M %50 etanol icindeki Na-
Sitrat eklendi ve 15 dakika 100 rpm de calkalandi. Olusan renk 630nm de plak

okuyucuda dichlda.

2.3. Bisingonik Asit ile Protein Tayini

Petrilere 1X 10° hiicre ekildi. Akrilamid uygulanmasindan 48 saat sonra
hicreler PBS ile yikand ve plakatara 300 pl pargalama tamponu ekleyrek (Tablo
2.1}, huicre kaziyicl ile hucreler toplandi. Pargalana hicreler, protein ve aktivite tayini
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ve RNA izalosyonunda kullanmimak Gzere 1.5 mllik ependorflara aktariddi. Protein
tayini igin gerekii olan Bisingonik Asit solisyonu (BCA), Micro BCA Reaktif A (0.65
M sodyum karbonat monohidrat ve 0.65 M sodyum potasyum tartarat hazirlanip, pH
11,25'e 10 N sodyum bikarbonat ile titre edilir), Micro BCA Reaktif B (0.1 M
Bisingonik asit suda ¢ézinerek hazirlanir) ve Micro BCA Reaktif C (0.015 M bakir
stlfat) 25:1:1 oraninda kanstirilarak hazirlandi. 968 kuyucuklu plakalara 0,1 mi
seyreltiimis 6rmek (10X -25X) veya Standard protein solUsyonu {Sigir serum albumin)
ve 0,1 mi BCA soltsyonu eklenerek karstirildi. 15 60°C'de inkibe edildi ve
590nm’de Eliza ckuyucuda 8lglidU.

Tablo 0.1. Parcalama tamponu ¢ézeltileri
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2.4, Akrilamidin Ksenobiyotik Metabolizmasinda Rol Oynayan P430 Enzim
Aktiviteleri Uzerine Etkilerinin Saptanmasi

2.4.4. Alkoksirszorufin O-Dealkilaz (AROD) Aktiviteleri Tayini {CYP1A1 ve
CYP1A2)

Hicre homojenatlarinda AROD aktiviteleri Burke ve Mayer (1974) metodu ile
tespit edildi ayrica Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar kullanilds
(Sekil 2.2). Bu aktivite tayinierinde substrat olarak 7-etoksirezorufin (CYP1AT1), 7-
metoksirezorufin (CYP1A1, CYP1A2) kullanildi. Her bir substrat (7-stoksirezorufin, 7-
metoksirezorufiny icin enzim aktiviteleri sirasiyla; etoksirezorufin O-destilaz (EROD),
metoksirezorufin O-demetilaz (MROD) olarak isimlendiriimektedir.

?C%};x Q\f-/’y a .

N

Alkalksivezorufin Gy Had Eezorufum
Sekii 2.1. Alkoksirezorufin dealkilasyonu

Buna gdre tipik reaksiyon ortami 100 mM potasyum fosfat tamponu oH 7,80,
100 mM NaCl, 1,2 mg BSA, belirli miktarda protein ve 1,5 uM 7-Etoksirezoruiin veya
0,225 uM 7-metoksirezorufin substrat olarak ve ve 0,1 M NADPH icermektedir
(Tablo2.1). Reaksiyon c¢ozaltisinin tablo 2.2'de verilen stok cozeltilerden florometre
kivetinde reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon en son subsirat ilave editerek
baslatildl ve reaksiyon Cary Eclipse (Varian) Florometre’de 6 dakika boyunca takip
edildi. Son olarak, reaksiyon karisimina i¢ standart olarak resorufinin bilinen mikiar:
skiendi ve florosanstaki artis kaydedildi. Enzim aktiviteleri, resorufin eklenmesinin

neden oldugu florosans artis kuilanilarak hesaplandi.




Tablo 2.2. HepG2 hicreleri icin EROD ve MROD &lgUm karisimin igerigi

Stok Son Konsantrasyon
0,4 M KPi (Ph:7.8) 100 mM
1 M NaCl 100 mM
12 mg/iml BSA 1.2 mg/ml
Protein (0.5 mg/ml) 100 mg/m!
dH.0
10 mM NADPH
10 mM 7-Etoksi resorufin 1.5 miM
30 mM 7-Metoksi resorufin 4 5mM

2.4.2. Anilin 4-Hidroksilaz Tayini (CYP2E1)

Hazirlanan hiicre homojenatlarinda anilin 4-hidroksilaz  aktivitesi anilin
substrati kullanilarak Imai ve ark., (1998} tarafindan onerilen metoda tespit edilci. Bu
metot mikrozomal aniline 4-hidroksilaz enzimi ile anilin’in konjligasyonu sonucunda
olusan p-aminofenol’iin (pAP) 5181 630 nm'de absorplamasina dayanmakiadir {Sekil

NH- NHo
|
K IO
OH

B NADPHH' NADP"
Amline p-Aminophenol

2.2)

Sekil 2.2. Anilin 4-Hidroksilaz enzimatik reaksiyonu

Tipik reaksiyon ortami 100 mM HEPES tamponu, pH 7.8, 10 mM anilin,
uygun miktar hiicre homojenatl ve 0,5 mM NADPH generating sistemi icermekiedir
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{Tablo2.3). NADPH generating sistemi test tlplne 0,5 Unite glikoz &-fosfat
dehidrogenaz, 2,5 mM glikoz 6-fosfat, 2,5 mM MgClz 14,6 mM HEPES tamponu, pH
7.8 ve 0,5 mM NADP* ekienmesiyle hazirlandi. Daha sonra generating sistem iceren
test thpd 37°C’'de 5 dakika inkiibe edildikten sonra kullaniiana kadar buz Uzerinde

muhafaza ediidi.

Tablo 2.3. HepG2 hiucreleri igin Anilin 4-hidroksilaz 6lcim karisimin iceridi.

Stok Soliisyonlar Son
Konsantrasyon
400 M HEPES tamponu pH 7.6 100 mM
100 mM Anilin 10 mM
Homojenat 1 mg/mi

NADPH generating sistem

100 mM Glikoz 6-P 2.5 mM
100 mivl MgCls 2.5 Mm
200mM Hepes tamponu pH 7,8 14,6 Mm
20 mM NADP* 0,5 Mm
500 u G6-PD - 05U
Distile su
Toplam Hacim f 0,5 ml

Yukaridaki tabloya gore taplere tim bilesenler eklendi ve reaksiyon 0,075 ml
MADPH generating sistemin eklenmeasiyle 37 °C’ deki ¢alkalamah su banyosunda
baslatildl. 37°C’de, 75 dakika catkalamali su banyosunda bekletildikien sonra tiiplere
0,25 ml %20 TCA ekienerek reaksiyon durduruidu. Sifirinci zaman koérdg denilen
tUplere reaksiyonu sifirlamak icin NADPH generating sistem eklemeden énce 0,250
mi %20 TCA eklendi. TUplerdeki karisim ependorf tUplerine alinarak 4 °C de 168000xg
de 25 dakika santrifyj ediidi. Santrifujden sonra 0,5 ml sUpernatant alind: ve Uzerine
0.25 ml %20 NaCO; eklendi. Ardindan C,4 N NaOH iceren %20 fenco! ekienerek
renklendirildi. Renk olusumu icin 30 dakika 37 °C’de sicakhkia inkGbasyonun
ardindan 830 nm'de spektrofotometrik olarak kére kars: olguldl. Enzim aktivitesi,
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elde edilen absorbans ve degdisik konsantrasyonlarda p-aminofenol kullanilarak

olusturulan kalibrasyon grafiginin egimi kullanilarak hesaplandi.

2.4.3. Eritromisin N-Demetilaz Aktivite Tayini (CYP3A4)
Hacre homejenatinda Eritromisin N-demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod

(1959) tarafindan dnerilen ydntem ve Nash (1953) metoduna gére formaldehit

miktarinin dlctlmesiyle tespit edildi (Sekil 2.3.).

Y
_ /’JJ"\\« Ay

Hys
] . 2‘{;{:.\_&% ‘AXL-H-;

L. i
HD %
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MALPT ¥

HyC., |
+ HCH;

Sekil 2.3. Eritromisin N-demetilasyonu
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Buna gdre, tipik reaksiyon karigimi 50 mM HEPES tamponu (pH 7.8), 5 mM
eritromisin, belirli miktarlarda protein ve 0,5 mM NADPH ve ultra saf su kullanilarak
son hacim 05 mL olacak sekilde hazirland: (Tabio2.4). NADPHIn ortama
eklenmesiyle reaksiyon baslatildi. Iginde mikrozomlarin yer aldidi sifirinct zaman
korl deniien tuplere reaksiyonu sifirfamak icin NADPH generating sistem eklemeden
énce 0.75 N'lik perklorik asit eklendi. InkUbasyon 37 °C de, 80 dakikada calkalamals
su banyosunda gercgekiestirildi. Inkibasyon siresi sonunda reaksiyon tiplerine 0,75
Nlik perklorik asit eklenmesiyle reaksivon sconiandirildi. Daha sonra Kkarisim
eppendorf tuplerine transfer edilerek 16 000 xg de 20 dakika santriflj ediidi. Sonugta,
sUpernatant yeni tlplere transfer edilip Nash reaktifinden ekienerek renk olusumu igin
10 dakika &0 °C sicakiikia inkUbasyonun ardindan 412 nm'de spekirofotomeatrik
olarak Kkére Kkargt Olguldld. Standart olarak  kullanilan formaidehitin - farkl
konsantrasyoniart yardimi ile olusturulan kalibrasyon grafiginin egiminden

yararlanilarak aktiviteler hesapiandi.

Tablo 2.4. HepG2 hucreleri icin Eritromisin N-demetilaz 8lcum karisimin icerigi.

| Stokigerik Son Konsantrasyon
1 0.4 M HEPES tamponu, pH 7.80 50 mM
o Mikrozomal protein 1 mg/mi
50 mM Eritromisin 5 mM
NADPH Generating Sistem* 0,075
Distile Su 0.5 mi tamamianir
Toplam 0.5ml

*NADPH generating sistem Tablo 2.1’e gore hazirlanmistir.
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2.5. Akrilamidin Toplam GST, GST mu ve GST pi Enzim Aktiviteleri Uzerine

Etkilerinin Saptanmas:

2.5.1. Toplam Glutatyon 8-Transferaz Aktivite Tayini

&1 ces
rjf)ﬁ; fN% T ‘j"'\x b
GRSEY v | \5/ FET = \%/?"4{32
"’\—%{M =N - Jj.
Hediilite Mi:kz ?{{:}?
hataiyon ChNE o ﬂj})_it[.ﬂ fonil

slutary o
Sekil 2.4, GST-CDNB enzimatik reaksiyonu

Hazirlanan hicre homejanatinda GST  aktivitesi  1-klore-2,4-dinitrobenzen
(CDNB) substrati  kullanifarak  Habig ve ark. (1974) tarafindan Gnerilen
spekirofotometrik metot kullanilarek tayin edildi. Habig metodu, GST tarafindan
CDNB ile GSH konjugasyonu sonucu olusan 2 4-dinitrofeni] giutatyon kompleksinin

i$1G1 340 nm'de abscrpiamasina dayanmaktadir (Sekil 7).

Tipik reaksiyon ortami 100 mM potasyum fosfat (KPi) tamponu pH 7,50, 1 mi
redUkie glutatyon (GSH), belirli miktarlarda protein ve 1 mM CDNB igermektedir
(Tablo 2.5). Reaksiyon en son CDNB ilave edilerek baglatilarak absorbans dedisimi
Analitik Jena Specord spektrofotometrede 340 nm'de 1 dakika boyunca takip edildi.
Enzim aktiviteleri, dakikada elde edilen absorbans degisimleri ve 9.6 mivi’ em™ olan

molar absorblama katsayisi kullanilarak hesapland:.

Tabio 2.5. HepG2 hicreleri icin Toplam GST dlgUm kangimimin igerigi.

Stokigerik Son Konsantrasyon |

0.4 M KPi Tamponu, pH 7.50 100mM
Mikrozomal protein 1 mg/ml
20mM CDNB Tm
50Mm GSH TmM
Distile Su 1 ml famamlanir
Toplam 1 mi
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2.5.2. GST Mu Enzirn Aktivite Tayini

Insan karaciger hiicre hatiinda GST Mu aktivitesi 1,2-dikloro-4-nitrobenzen
(DCNB) substrati kullanllarak Habig ve ark (1974) tarafindan tarif edilen
spektrofotometrik metotia tayin edildi. Bu method GS8T tarafindan DCNB ile GSH
Konjagasyonu sonucu clusan tiyoether kompleksinin 151§ 345 nm'de absorplamasina

dayanmaktadir,

Tipik reaksiyon ortami 100 mM potasyum fosfat (KPi) tamponu ph 7,0, 1,5 mM
redlkie glutatyon (GSH), belirli miktarlarda protein ve 1 mM DCNB icermektedir
(Tablo 7:5). Reaksiyon ¢ozeltisi yukarida belirtilen kimyasaliarin stok ¢ozeliilerinden
alinarak, 1milik spekirofotometre kiwvetinde hazirlandi. Reaksiyon en son DCNB
lave edilerek bagiatildi ve reaksiyon 10 sn'lik bir bekleme sUresinden sonra
absorbans dedisimi Analitik Jena Specord spektrofotometrede 345 nm'de 1 dakika
boyunca takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans degisimleri

ve 8.5 mM . cm" olan molar absorblama katsayisi kullanilarak hesapland..

2.8.3. GST pi Enzim Aktivite Tayini

insan karaciger hicre hattinda GST pi aktivitesi etakrinik asit (EA) substrat!
kulianilarak Habig ve ark. (1874) tarafindan tarif edilen spekircfotometrik metotia
tayin edildi. Bu method GST tarafindan EA ile GSH konjligasyonu sonucu olugan

tiyosther kompleksinin 1sid1 270 nm’de absorplamasina dayanmaktadir.

Tioik reaksiyon ortami 100 mM potasyum fosfat (KPi) tamponu pH 8.5, 3 mM
redikie glutatyon (GSH), belirli miktarlarda protein ve 2,5 mM EA igermektedir.
Reaksiyon ¢ézeitisi yukarida belirtilen kimyasallarin stok cozeltilerinden alinarak,
1ml'ik spekirofotometre klvetinde hazirlandi. Reaksiyon en son DCNB ilave edilerek
baslatildi ve reaksiyon 10 sn'lik bir bekleme slresinden scnra absorbans degisimi
Analitik Jena Specord spektrofotometrede 270 nm'de 1 dakika boyunca takip ediidi.
Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans dedisimleri ve 5.0 mM ™ .em™ olan

molar absarblama katsayisi kullanilarak hesapland.
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2.6. CYP450 ve GST izozimlerinin Protein Ekspresyon Diizeyinin Tayini

2.6.1. Trizol Alt Fazindan Protein izolasyonu

Western blot analizi icin kullanilacak proteinler Lee ve arkadaslar terafindan
tarit edilen method kullanilarak RNA izalosyonu icin kullamlan Trizol'Gn alt fazindan
vapild: (Sekil 2.5) (LEE, 2001). Alinan alt faza 0,15mL %1 gliserol iceren %100
EtOH eklendi ve 5.000 rpm de 5 dak santrif(jj edildi. SUpematant alimp Uzerine %1
gliserol iceren isopropil alkolden 0,75mL eklendi ve 13000 rpm de 10 dak santrifiy
edildi. Pelet alinip cam homojenizatérde 0,2ml 0.3M Guanidin-HC! ve %1 gliserol
igeren %95 EIOH ile 4 defa homojenize edildi ve 10.00C rom de tekrar 10 dak
santrifl) edildi, Alinan pelet 2 kere 1mL 0,3M Guanidin-HCI ve %1 glisercl iceren
%95 EtOH eklenerek tekrar cam homojenizatér yardimiyla homojenize edilerek
10000 rom de 5 dak santrifij edildi. Olusan pelete 1 mL %1 gliserol iceren %85 EtOH
eklenip vorteksle karistinidi ve 10.000 rom de 5 dak santrif(j edildi. Santrifuj sonunda
stpernatant uzakiatinhp pelet havada kurutuldu ve %0,1 mL %8 SDS igeren 0,1M
Tris HCI {pH 6,8) ve 0,4 mL saf suda cozuidu. isole edilen proteinler -20°C'ye SDS-
PAGE’de kullaniimak Uzere kaldirildi.

Sekil 2.5. Trizol ile RNA DNA ve protein izolasyonu (www. openwetware.org'dan

alintidir)
2.8.2. 8DS-poliakrilamid jel elekiroforezi (SDE-PAGE])

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) iyonik deterian sodyum dodesii suifat
(SDS), varifinda Lasmmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon
sisteminde CYP lzozimleri icin %8,5; GST lzozimleri icin %10 ayirma ve %4
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sikistirma jellerinde yapimistir. Fermentas “PageRuler Prestained Protein Ladder

molekller agirhk standartlar olarak kullansimistir.

Ayristirict ve sikistirict jel solUsyoniart Tablo 2.6te belistildigl gibi verilen
miktarlarin kanistirilmasi ile verilen sirayla kulilanimdan hemen énce hazirlandi.

Table 2.8. SDS-PAGE ayristiric ve sikistinicr jellerin formulasyoniari

Aynstinci Jel (%8,5) | Aynigtirict Jei {%190) | Sikigtinicy Jel (%4)
CYP izozimleri i¢in GST 1zozimleri igin
Jel Cozeitisi{ml) 8,5 10 1,5
- Distile Su {mi) 13,55 12,04 588
Aynistiricl Jel Tamponu {ml) 7.5 7.5 -
Sikistinct Jel Tamponu (ml) - - 2,5
%10 SDS (ml) 0,4 04 0,16
%10 APS (ml) 0,15 0,15 0,085
TEMED (mi) 0,015 0,015 0,012
Toptam Hacim 30 30 10

Poliakrilamid slab jelleri, jel sandvicinin hazirlanmasi ile The Emperor Penguin
Water Cooled Dual Gel Electrophoresis System Mode! PSDS (Owl Separation
Systems, inc. Portsmouth, NH USA) elektroforez sistemi kuilanilarak gergeklegtirildi.
[k dnce iel sandvigi temiz ve dUz bir zemin Uzerinde 6nce uzun camin {14 x 16 cm),
punun Gzerine 0,8 mm'lik teflon ayiricilar ile sabitleyici plastik levhanin ve son
olarakda kisa camin (12,5 x 16 cm) Ost Uste yeriestirimesiyle olugturuidu. Bunu,
sandvicin sisteme oturtularak vidalarla sikistinimas) ve sandvigin  oturtuldugu
tabandaki kuyucuga %2'lik agaroz déklierek sisteme sabitlenmesi izledi. Daha sonra
ayristiricr jel polimerizasyon solUsyonu Tablo 2.8'de belirtiien oranlarda hazirlanarak
sandvic icindeki ¢ozeltinin istenilen yUkseklige (8-9 cm) ulasincaya kadar 10 mi'lik bir
pipet yardimi ile tefion ayirncilarin bir kdsesinden jel sandvigin igine dogru transfer
edildi. Ucu bikilmUs idneli bir sinnga kullanilarak, diuz bir jel ylhzey clugumunu
sadlamak icin nazikge bosluklarin  bir késesinden fiskirtiimak suretivie el
polimerizasyon solisyonunun ylzeyi yakiasik 0,1 cm kalinliginda bir izopropif aikol
tabakaslyla kaplandi. Jel sonradan oda sicakhginda 15-20 dak slreyle
polimerizasyona birakildi.  Polimerizasyondan sonra alkol tabakasi tamamen
bosalidd ve hazirlanan sikistinict jel polimerizasyon solusyonu 5 mliik pipet
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kullanilarak sandvic tamamen dolana kadar bir teflon ayircinin késesinden je!
sandvicinin icine dékildl. Sikistine: jel eklendikten sonra 15 tane dig igeren 0.8
mm’lik tefion tarak, taradn disi icinde hava kabarcigi kalmayacak sekilde sikigtirici jel
polimerizasyon solusyonu katmanina yerlestirildi. Polimerizasyon oda sicakhiginda
vaklagik 30 dak'da tamamiandi.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile Analiz edilecek proteinlerden (TRIzol®
alt fazindan izole edilen proteinler) alinan bir 6rnek 4X numune seyrglime tamponu
ile 3:1 oraninda (3 kisim 8rnek ve 1 kisim tampon) seyreltiidi ve sicak su banyosunda
2 dakika sire ile kaynar suda kaynatildi. Tefion tarak disleri yirtmadan dikkatlice
sikistirio jelden gikaridi. Kuyucuklar efer varsa herhangi bir hava kabarcigin
uzaklastirmak icin ince igneye sahip bir sirnga kullaniiarak elekirot tamponu ile
dolduruldu. Daha sonra blok alt ve (st rezervuarlari elekirot tamponu ile dolu olan
alakiroforez tankina yerlestirildi. Uygun igneli bir Hamilton siringast kullanilarak 40 il
(200 ug hicre lizatlar) protein érneklerinden ve 10 pl molekller agiriik
standartlarindan kuyucuklarin tabaninda ince bir katman olacak sekilde kuyucuklara
yUuklendi.

Sistem Thermc EC 1000-90 (100 Colin Drive Holprook, NY 117414308,
USA) glc kaynadina baglandi. Sistere ayni anda iki jel sandvigi hazirlanarak ayni
anda iki slektroforetik ayristirma yapildi. Elektroforetik ayristirmanin yapilacagi iki je!
icin sikistirict jel Uzerinde 20 mA'lik sabit akim yGrGtme islemi yapildi. Yol gbsterici
boya ayristiric jele ulastiginda akim 30 mA’e sikistiricr jelden gikiiginda ise 40 mA'e
cikarildi (Eger tek jel kullanilarak elektroforetik ayristirma yapilacaksa mA degerler]
variandl). Elektroforetik ayristirma suUresince :sinmay! engeliemek igin sisteme
5°C'ye ayarianmis Nive (NUve Cooling Bath Type BS 302 (S) Esenboga Yolu 22 km
Akyuri 06287 Ankara-Turkiye) Sogutmali Su Banyosu baglandi. Yol gosterici boya
tabana ulasacadl zaman (aynistinic jelin baslangicindan yaklasik 6-7 cm) glg
kaynagdi kapatildi. lyi bir ayristirma saglamak igin toplam 5-5,5 saat yurtime yapild.

Fiekiroforez tamamiandiktan sonra, jel blodu aparattan alindi ve Hlistirimis jel
sandvic cikariiarak kisa cam tabaka dikkatlice agidi. Jel yol gosterici boyanin cldugu
yerden, kenarlardan, sikistinici jel bitiminden kesildi ve Ustten sot késesi (1 numarai
kuyucuk) kuyusuklarin siralarini belirlemek icin isaretlendi. Jel uzun cam tabakadan
dikkatiice alindi ve oda sicakliinda 45 dak sureyle %0,2 Coomassie Pirfanta Mavisi
R 250, %50 metanol ve %12 glasial asetik asit iceren boya cozeltisiyle bir karsgtirics
kullanarak hem boyandl hem de sabitlendi. Uygun bir stre (en azindan 24 saat)




ba@lanmayan ¢dzinmis boyanin uzaklastiriimasi igin %7’lik asetik asit iceren
%30'luk metano! ¢ozeltisi ile inkibe edildi (bu sUre zarfinda solisyon birkag kez
degistiritdi). Sonuc olarak, iellerden bazilar fotodraflandi ve boyasi gikariimis jelier

%7’lik asetik asit gcozeltisi icinde sakland!.
2.86.3. Western Blot Analizleri

Western blot prosediri Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Balde (1987)
tarafindan tarmmianci§: gibi uygulanmistir. Ancak bizim laberatuar kosuliarimiza gore
optimize edilmistir.

Yukaridaki bolumlerde tanmimlandidi gibi denatlre kosullar altinda %4’i0k
sikistirict ve %8,5 veya %10'iuk ayristirict jeller icinde elektroforez edildi. Efektroforez
tamamlandiktan sonra, jei blogu aparattan alindi ve ilistiriimis je! sandvig gikarilarak
kisa cam tabaka dikkatlice acidi. Jel yol goésterici boyanin oldugu vyerden,
kenarlardan, sikistirict jel bitiminden kesildi ve Ustten sol késesi (1 numaral: kuyucuk)
kuyucuklarin siralarini beiirlemek igin isaretlendi. Sonra, jeller transfer tamponu (25
mM Tris, 192 mM glisin ve %10 metanol) igersinde 10 dakika sUreyle sabit hizl bir
calkalayicida inkiibasyona birakilarak 6n dengelenme yapildi.

Flekiroforetik transfer iBlot Dry Transfer” (Invitrogen Corporation 1600
Faraday Avenue, PO Box 6482, Carlsbad, California 92008 USA) kuilaniarak kuru
Western blot yontemi uygulanarak yapild:.  iBlot cihazin kapag! agir. Uzerinde
naylon membramda hazir olan Anot Transfer Yiginini kabi agilir ve plastik kivetiyle
beraber cihaza kondu. Jel membranin (zerine dikkatlice ve hava kabarcigl
clmayacak sekilde yerlestirildi. Uzerine sistemden cikan ve distile su ile isiatiimis
olan filtre kadidi kondu. Uzerinden réle yurgu ile yurgulanarak hava kabarcikiari
cikarildi. Katot Transfer Yi§ini agilarak filtre kagidinin dzerine konuldu. Tekrar Snceki
gibi yurguland:r.  Sistemin singeri cihazin Ust kapagina yerlestirilerek kapak
kapatiidi. Cihazdan P2-12 dak programi segildi ve “start” tusuna basilirak transfer
baslatildl. Stre sonunda cihaz kapatiidi, hiicrenin baglantisi kesildi ve cihazin kapagdi
acidr; Ustteki katot yigin, filire k&didi ve jel dikkatlice alindi. Altta kalan membran
dikkatlice TBST icine alind.. Bu sistem kisa, hizli ve etkin bir transfer yontemidir.
Sonug olarak Uzerinde transfer edilmig proteinleri barindiran membran, ‘Biot', elde
adildi.

Blot, protein iceren ylzeyi (iste gelecek sekilde klUglk plastik bir tepsinin icine
yerlestirildi ve membran 1 saat slreyle bloke ¢ozeltisi (TBST iginde yagsiz %5’k st
tozu) ile calkalayict da inkUbe edildi. Sure sonunda 1/200 ve 1/1000 arasinda
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blokiama solusyonu iginde dilue edilmis anti-human CYP1A2, CYP2E1 ve CYP3A4
GSTmu ve GSTpi primer antikorlari membranin Gzerine bosaltildl ve Wm gece
inklibe edildi. Daha sonra membranin tamamen temizienmesini saglamak i¢in TBST
sollisyonunda her biri 5 dak olmak Uzere 3 defa yikandi. Membran daha sonra 1 saat
siireyle isaretieyici enzim-alkali fosfataz (anti-rabbit IgG-HRP konjugati) ile bag! ofan
ikinci antikoriaria inkUbe ediidi. Membran 6nceden tarif edildigi gibi tekrar yikandi.
Son olarak membran, antikor bagdlanan proteinlerin tespiti icin Ey ve Ashman (1986}
tarafindan tanimlanan substrat ¢dzeltisi (Tris-HCI, pH 8,80 , NaCl, MgClz, ZnCl,
Dietanolamin, Nitroblue tetrazolyum, fenazin metasulfat ve bromokloroindoyifosfat}
ile inkibe edildi. Gérintl elde edildikten sonra blot havada kurutuidu, strech fiim ile
kaplandi ve karanlkta sakiandi. Olusan protein bandlarinin densitometrik analizleri
Scion Image Analyzer yaziiimi ile belirlenip, CYP450 izozimlerinin protein seviyesin

(R

akrilamid sonucu nasil degistigi belirlendi.

2.7. CYP450 izozimlerinin ve GST izoformlanmin mRNA Ekspresyon Diizey

Tayini
2.7.1. Hilcre Hattinda Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Trizol solUsyonu kullantlarak dretici firmanin énerdigi
talimatlarina gdre gerceklestirildi ancak kendi laboratuar kosullarimiz igin optimize
sttifimiz prosedir uygulandl. Buna gdre kontrol ve akrilamid ile muamele ediimis
yaklasik 1 x 10° hiicre 0,3 mi pargalama tamponu (Tablo 2.1.) ile toplandiktan sonra
18G uclu steril ifne ile 10 defa ¢ekip birakilarak bu tampon iginde homojenize edildi.
Daha sonra bu patlatiimis hiicreler yeni bir ependorf tiplne alinip Uzerlerine 600
Trizol solisyonu eklendi ve oda sicakhiginda dustk hizda kangtinidi. Ardindan 100 i
Kloroform eklenerek 1dakika yuksek hizda karigtiritdi. 5 dak oda sicakhiginda ve 5
dak pbuzda inklbe edildikten sonra 13.000 rpm’de 15 dak santrifl)j edildi. RNA igeren
supernatant yeni steril eppendorfa alindi. Ayrica frizol ¢oktirmesinden sonra protein
izolasyonu igin alt protein fazi ayniip -20°C’ye kaldinildi. Bu iglem sirasinda DNA
iceren orta faza dokunuimamaya dikkat edildi. Alinan supernatanta esit hacimde
soduk saf isoprapanoc! eklendi ve oda sicakhgimda 10 dak inkiibe edildi. Daha sonra
tipler 13.000 rpm'de, 4 °C ‘de 5 dak santrifiyj edildi. Pelet Gzerine 1000 ul %75k
soduk etanol eklendi ve olusan pelet daditiidi. 7.500 rpm'de, 4 °C ‘de 5 dak
santrifijden sonra RNA iceren pelet alet ¢atisi altinda kurutuldu ve 75 yl RNAase
free su icinde cézllerek -80 °C muhafaza edildi. [zole edilen RNA kalitesi 1% agoroz
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jel elektroforezinde 183 ve 288 bantlaninin durumuna gdre belirlendi. Elds edilen
RNA’lann 280/280nm odlcimi ile miktari belirlenerek ¢cDNA sentezi sirasinda 5 g

RNA kulianimasi sagland.
2.7.2. cDNA sentezi

Fide edilen RNA'lardan cDNA sentezi 18 nikieotid uzunlugunda oligo d{T)
primeri ve Moloney-Murine Leukemia Virus Revers Transkriptazi (MBl Fermentas,
USA) kullanilarak iretici firmanin talimatlarina gore sentezlendi. cDNA sentezi igin 5
ug toplam RNA ve 0.5 ug olige (dT) primeri karstinldi ve son hacmi 11l RNAaz
icermeyen su ile tamamlandi. Karigim 70 °C ‘de 5 dak inkiibe edildikten sonra,
{izerine 4 ul, 5X reaksiyon tamponu  (250mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM
MgCly ve 50 mM DDT) ve 2 ul dNTP karisimi eklendi. 5 dak, 37°C'de inkubasyondan
sonra 50 (nite Moloney-Murine Leukemia Virus Revers Transkriptaz: eklenerek son
hacim 20 pi tamamlandi. Enzim eklendikten sonra, son karigim cDNA sentezi igin ilk
once 42°C'de 1 sa inkube edildi ve sonra enzim inhibe ediimek tzere 70°C'de 10 dak
nekletildi. Sentezlenen cDNA'lar, RT-PZR yapmak tzere -20 °C muhafaza adildi.

2.7.2. Yan Kantitatif Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu {RT-
PZR)

Akrilamidin CYP450 ve GST enzimlerin gen ifadeleri dizeylerine etkisini
saptamak icin mRNA dizeyleri RT-PZR yéntemi ile belirlendi. Bu amacia,
GenBank/EMBL veri bankalarl taranarak secilen 4 adet CYP450 ve 2 adet GST geni
icin uygun primer dizileri saptand! ve bu primerler senteziettiriidi. Bu primerierin
nikleotid dizileri ve yapigsma sicakhklar Tabic 2.7 veriimekiadir.

38



Tabio 2.7. Secilen CYP45C ve GST Genleri igin tanimlanan primer dizileri ve
yapisma sicaklikiar

Primer Adi* Primer Dizisi(5'>3") Yapisma Sicakhigi (°C) |
hCYPIATF AGC GGA AGT GTA TCG GTG AGA |
hCYP1A1R CTG AAT TCC ACC CGT TGC A 284
hCYP1A2F ACT TCGACC CTTACAATCAG 53
nCYP1A2R CAC TGT TCT TGT CAA AGT CC
hCYP2E1F GCATCT CTTGCC TATCCTT
NCYP2E1R ATGGACCTACCTGGAAGGACAT o
hCYP3A4F GCC TGG TGC TCC TCT ATC TA
ACYP3A4R GGC TGT TGA CCA TCA TAA AAG 47
hGST muF AGC CAA AGT ACT TGG AGG AAC i
nGST muR CTC CTCACTCCCACCTCCT 585
nGST piF AAG CCT TTT GAG ACC CTG CTG TCC ;
hGST piR GTT TCC CGT TGC CAT TGA TG o0
H18SF** CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA
h18S R** GCT GGA ATT ACC GCG GCT 284
* Primer adi CYP ve GST izoformiarini tanimiamakta F(forward) Ri{reverse) primeriefi
simgelemektedir. ’
***Kontrol amaci kullanilacak 188 primerlert

RT-PZR protckoli tablo 2.8 ‘de verilmektedir. Reaksiyon ortami bu tabioya
gore hazirlandikian sonra PZR tapleri Techne TC 512 termal dongll cihazina
yerlestirilmis  ve uygun déngl sartlart  kullaniiarak  PZR  ampiifikasyonu
gerceklestirilmistir. TGm genler icin PZR ddngusl asagidaki gibidir:

On Denatlirasyon

1 dongl: 84 °C Sdakika.
PZR Donglisi
32-35 déngls 94 °C 45 saniye {Denatlrasyon)
53,3-81 °C 1 dakika (Yapisma) (Tabic 2.6)
72 °C 1 dakika (Uzama)

Final Uzama
1 déngl 72 °C 5 dakika
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PZR arGninin 5 pi'si % 1,5'luk agaroz jelde yaritlidia ve UV 151g1 altinda £tBr
boyamayla bantlar gézlemlendi. Bantlarin densitometrik analizi Scion Image Analyzer
yazilimi ile beliiendi. Her band'in densitometrik analizi house-keeping gen olan
1838’in densitometrik analizi ile karsilastinlarak CYP450 ve GST izozimlerinin mRNA
seviyelerinin akrilamid sonucu nasi! degistigi belirlendi.

Tablo 2.8. RT-FPZR Prosedurc

~ Bilegenler Hamm {gi}

A 10)( reakSiyon tamponu 2(@!)

"""""""""""""""""""""""" CTMgCl(25mM) ey
"""Hen Prlmer {F) (? Opi\/‘l) ) “m““1 ( pi‘)""m

TN 5 (pi) et

“Ultra Saf Su (1)
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3. BULGULAR

3.1, Farkh Konsantrasyoniarda Akrilamidin Sitotoksik etkisi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda akrilamid suda ¢ézinerek 02
mikroniuk filtrelerden gecirildi ve daha 6nce 961k plakaya (éx?Osfkuyucuk) ekilen
HepG2 hicre dizist Gzering 48 saat sUresince maruz birakildl. 48 saatin sonunda 96
Kuyu plakadaki hucreler Qzerine kristal violet ¢ozeltisi eklenerek hicrelerin yasam
oranlari ELISA okuyucu kullanilarak élciidd. Hig akrilamid ile muamele etmedigimiz
kontrol grubu ile akrilamid ile muamele ettiGimiz grubu karsilastirdigimizda degisik
dozlardaki akrilamidin hicre canhiifina etkisi belirlendi (Sekil 3.1). Sekil 3.1'de
géruldigu gibi yuksek doz Akrilamid ile muamele edilen gruplarda hicre canhih:
dislk doz Akrilamid gruplarindaki hicrelerin canlilik oranlarina gére daha dlguk
bulundu. Buna gére 5-50 mM arasl konsantrasyonlardaki akrilamid hlcrelerin
%50'sinden fazlasinin dlume yol agmistir. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan
sonra 1.25 mM, 2.5 mM ve 5 mM akrilamid kultaniimaya karar verildi. Fakat 5 m
akriiamid konsantrasyonuda hiicrelerden RNA ve protein elde edilemediginden
Akrilamidin CYP450 izozimlerine olan etkisinin belirlenmesi i¢in 1.25 mM ve 2.5 mM

akrilamid kullaniimaya karar verildi.

% Hilere Canhilige

N
,\\:\3@%\ \Q)(‘\%\ 03@%\ qf:g:\\%\ Q"%\ .\6@ &

Akrilamid Konsanirasyonu

Sekil 3.1. Degisik konsantrasyonlardaki akrilamidin hicre canliigina etkisi. Veriler Gg
tekrarnin ortalama degerleridir; Kontrol degeri 100% alinmistir (Fp<0.05 Kkontrol

degerinden farkli).
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3.2, Akrilamidin CYP450 Enzim Aktivitelerine Etkileri

HepG2 hucrelerinde 1.25 mM ve 2.5 mM akrilamid konsantrasyonunda
CYP1A'va bagli stoksirezorufin O-deetilaz (EROD) ve metoksirezorufin O-demetilaz
(MROD), CYP2E1’e bagh anilin 4-hidroksilaz (ANH) ve CYP3A4 baglh Eritromisin N-
demetilaz (END) akiiviteleri Siglidd. TUm sonuglar tablo 3.1'de verilmektedir. Buna
gore CYP1A'va bagh EROD aktivitesi 1.25 mM ve 2.5 mM akrilamid uygulamasi
sonucunda sirasiyla 9.4 ve 3.7 kat artti (p<0.05). Benzer sekilde CYP1AZ'ye bagls
MROD aktivitesi her ki konsantrasyonda sirasiyia 4 ve 3.2-kat artt (p<0.05).
Bunlarin yani sira, CYP2E1'bagli aniline 4-hidroksilaz aktivitesi 1.25 mM ve 2.5 mM
akrilamid uygulanmas: sonucunda sirasiyla 2 ve 2. 5-kat artti {p<C.05). Diger
taraftan, eritromisin N-demetilaz aktivitesinde her iki dozdada azalma goériimesine

ragmen bu azaimalar istatiksel olarak aniamli bulunmadi.

Tabic 3.1,

CYP3A4’e badli enzim aktivitelerine etkisi

ki degisik konsantrasyonda akrilamidin CYP1A1-1A2, CYPZET,

nmoifmin/myg prot

0.071+ 0,001

Kontrol Degisim 1.25 mM Degisim 2.5 mi Degigim
Aktivite Akrilamid Akrilamid
EROD
0,172+ 0,018 - 1,63+ 0,22 9.4X 1 | 0,64£0010% | 3.7X71
pmol/min/mg prot
MROD ,
3,035£0015 1 -- 12,291 0,87 40X 1 9,95+ 16 3.2X7
pmclimin/my prot
ANH |
0,047+ 0,081 - 0,086 0,061 | 2.0X 7 0,12+ 0,01 25X 7
i amolmin/mg prot
END
-- 0,049+ 0,0018 | 30% | | 0,064£0,0040 ' 10% |

Veriler 3 tekrarin ortalama £ 89 degerleridir.
* Kontrol degerlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0.05
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3.3. Akrifamidin total GST, GST mu ve GST-pi Enzim Aktivitelerine Etkiler]

2 degisik konsantrasyonda akrilamidin toplam GST, GST-mu ve GST-pi enzim
aktivitelerine olan etkileri 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), 1 2-dikloro-4-nitrobenzen

(DCNB) ve etakrinik asit (EA)

kullanifarak belirlendi (Tablo 3.2). Toplam GST

aktivitesi 1.25 mM ve 2.5 mM akrilamid uygulanmasi sonucunda 1.3 ve 1.1-kat
artmasina ragmen bu artislar istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Diger yvandan,
GSTmu'ye bagdlh DCNB aktivitesinin doza bagimli olarak 2.4 ve 5.1-kat arthidi bulundu
(0p<0.001). Buniarin aksine, GST-pi aktivitesitesinde ise her iki dozda da anlamli bir

degisim bulunamadi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Iki degisik konsantrasyonda akrilamid’in total GST, GST mu ve GST-pi

enzim aktivitelerine atkisi

: amoimin/mg prot

Konirol Degigim 1.25 mm Degisim 2.5 mM Degisim
Aktivite Akrilamid Akrilamid
- Toplam GSY
¢ 46,09+ 0,45 - 61,09+ 0,27 1.3X71 50,74+ 1,7 11X 71
i nmoi/min/mg prot
GST mu
2,04+ 0,010 - 4,86+ 0,010 24X~ 1| 1049x0,61G 5.7
nmol/minfrmg prot
ST pi
4,33+ 0,17 - 423+ 0 10 2%} | 398£+0010 @ 8%

Veriler 3 tekrarin ortalama + S8 dederleridir.
* Kontrol degerlerinden istatistiksel otarak farkli, p<0.001
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3.4. CYP450 ve GST izozimlerinin Protein Ekspresyon Diizeyinin Tayini

Bu calismada 2 degisik konsantrasyonda akrilamidin CYP450 izozimlerinin
orotein ekspresyon dizeyierine olan etkileri spesifik primer antikorlar kullanilarak
Western blot metodu ile belirlendi. Akrilamidin CYP1A2 protein sevitesine olan etkisi
Sekil 3.2'de verilmektedir. Protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
CYP1A2 protein seviyesinin akrilamid uygulanmasi sonucunda yakiasik 3.8-kat

arttig: bulunmustur.

Akrilamid'in CYP1A2 protein seviyesine etkisi

440

J

R
5 SiEbiE

i

300

seviyesi
fg
)
]
L

Relatif CYPIAZ Protein

Hontrol 2.5 mii Algilamid

Sekil 3.2. HepGZ2 hicrelerinde CYP1A2 ekspresyon dlzeyi. Veriler U¢ kez
tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol degeri 100%

alimmistir.

* Kontrol degerlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0.05.
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Benzer sekilde degdisik konsantrasyonlarda akrilamid'in CYP2E1 protein
seviyesi Uzerine olan etkisi Western Blot analizi iie belirlendi {Sekil 3.3). Protein

bantlarinin densitometrik analiz sonuglarina gére 1.25 mM akrilamid ve 2.5 mM
akritamid CYP2E1 protein seviyesinde sirasiyla yakiasik 2.4- ve 3.2 kat artisa sebep
oldu {p<0.05)

Akrilamid'in CYP2E1 protein seviyesine etkisi
400 -
i% *
&
Lo
e 300 -
ﬁg *
5 2
)
N 1% 2@0 h
B >
3 O
Ly v
R
= 100 A
8
&
22
0
Kontrol 1.25 mM 2.5 mii
Alcrilamid Alrilamid

Sekil 3.3. HepG2 hicrelerinde CYP2E1 ekspresyon duzeyi Veriler Uc kez
tekrarianan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol degeri 100%

alinmistir.

* Kontrol dederlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0.05.
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Akritamidin sitokrom P450 izozimlerinden olan CYP3A4’Un protein seviyesing
olan etkisi bu calisma ile insan karacifer kanser hilcre hattinda belirlenmistir.
CYP3A4 protein seviyesinde 1.25 mM ve 2. 5 mM akrilamid konsantrasyoniarinda
sirasiyla 1.15 ve 1.25-kat artiglar gézlenlemis fakat bu degisimler istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (Sekil 3.4).

Akrilamid'in CYP3A4 protein seviyesine etkisi
200 -
=
T
i dud
e 150 -
o,
& A
@ &
M2 100 -
s 3
> &
Sy
= 50 -
hi*
v o
Kontrol 1.25 mi 2.5 mil
Alarilamid Algrilarnid :

Sekil 3.4, HepG2 hicrelerinde CYP3A4 ekspresyon duzeyi. Veriter Ug kez
tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol degeri 100%

almmistir.
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Akrilamidin GST-pi ve GST-mu izozimlerinin protein seviyesine olan etkisi bu
calisma ile insan karaciger kanser hlicre hattinda belirlenmistir. GST-pi protein
seviyesinde 1.25 mM ve 2. 5 mM akrilamid konsantrasyoniarinda sirasiyla 2.9 ve
3.45-kez azalma gozienmistir (p<0.05) (Sekil 3.5). Bununia birlikte GST-mu protein
seviyesinde ise 1.25 mM ve 2. 5 mM akrilamid konsantrasyoniarinda sirasiyla 1.3 ve
2.03 kat artis gdzlenmistir (p<0.05) (Sekil 3.6).

120 -

100 -+

[

80

Sesva
%

40

Refatif GST pi Protein

Kontroi 1.25 mii 2.5 mii
Akrilamid Akriiamid

Sekil 3.5. HepG2 hucrelerinde GST pi ekspresyon dlzeyi. Veriler (¢ kez tekrarfanan
densitometrik analizin ortalama dederleridir; Kontrol degeri 100% alinmistir.

* Kontro! daderlerinden istatistikse! olarak farkli, p=<0.001
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Kontrol

Veriler G4¢ kez

Sekil 3.8. HepGZ hicrelerinde GST mu  ekspresyon dizeyi

dederi 100%

Kontrol

iekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir;

ahinmistir,

£

1

erlerinden isiatistiksel olarak farkh, p<0.G5.

* Kontrel ded
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3,8, CYP450 ve GST Izozimlerinin mRNA Ekspresyon Diizey Tayini

Akrilamid’in  sitotoksik etkisi saptandiktan sonra, 1,25 ve 2.5 mM
konsantrasyonlarinda akrilamid petrilere ekilmis olan hucreler Uzerine (1x10%) steril
olarak eklendi ve 48 saat sonra hicreler besi ortami uzaklastirildl. Konirol olarak
akrilamid ile muamele ediimemis htcreler kullaniidi. Toplanan hicrelerden trizol
sollisyonu hazirianarak total RNA izole edildi Elde edilen RNA kalitesi agaroz jel

elektroforezinde g&rildGgu gibi iyi bulundu {Sekil 3.7).

i » 285
1500bp -
1000bp <~ 185
> 58

Sekil 3.7. Izole edilen RNA'larin 1%'1lik agaroz jel elektroforezi. Eide edilen RNA'lar
(5 ul) %1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak gorintilendl. Hat 1: GeneRulerTM
1kb bp DNA Marker; Hat 2:Kontrol MEPG2: Hat 3: 1.25 mM akrilamid; Hat 4: 2.5 mM

akrilamid.

izole edilen RNA'larin konsantrasyonu olicUidl ve belirli miktar alinarak
akrilamidin  CYP450 mRNA seviyelerine olan etkilerine RT-PZR ile bakimaya
baslandi. Bu amacia ik 6nce CYP1A1 calisiimaya baglandi. RT-PZR isleminde
CYP1A1 icin kullanmilacak yvapisma sicakiigl ve dongl sayist optimize edildikten sonra
akrilamidin CYP1AT mRNA sevivesine olan etkilerine 35 déngl ve 58.4 °C vapisma
sicakh§l kullaniiarak bakildi. Bantlarin densitometrik analizieri sonucunda 1.25 ve 2.5
mM akrilamid CYP1A1 mRNA seviyesinin sirasiyla 1.5 ve 1.45- kez artmasina neden
oldugu bulundu. (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).
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1000bp

500bp

185
1Al

Sekil 3.8. Akrilamidin insan Karaciger Hucre hattinda CYP1AT mRNA seviyesine
olan etkisi. PZR Orinleri (10 i) %1 agaroz jel elekiroforezine tabi tutularak
gdrintliendi. Hat 1: GeneRuierTM 1kb bp DNA Marker; Hat 2:Kontrol HEPG2; Hat
3 1.25 mM akrilamid: Hat 4: 2.5 mM akrilamid; Hat 5. GeneRulerTM 1kb bp DNA

0.5 -

CYPIAT/T8S orani

RN

Kentrol

1.25 mivi
Akrilamid

2.5 mifi
Akrilamid

Sekil 3.9. Akrilamidin Insan Karaciger Hicre hattinda CYP1AT mRNA seviyesine

olan etkisi. PZR bantlarinin yodunlukiari Scion Image Software kullanlarak
densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S ile normalize edildi. * Kontrol grubundan

farkl {p<0.00%).




Benzer sekilde CYP1A2 mRNA seviyesinin akritamid sonucu nasil etkilendigi
calismada belirlendi. RT-PZR isleminde CYP1A1 igin kullanilacak yapisma sicakiig
ve dongl sayisi optimize edildikten sonra akrilamidin CYP1A2 mRNA seviyesine
olan etkilerine 35 dongl ve 53.3 °C yapisma sicakhidl kullanilarak bakildi. Buna gére
1.25 mM akrilamid, CYP1A2 mRNA seviyesininde herhangi bir degdisiklige vol agmaz
iken 2.5 mM akrilamid istatistiksel olarak anlamii 1.47- kat artmasina oldu. (Sekil 3.10
ve Sekil 3.11).

500bp

300bp

Sekil 3.10. Akrilamidin insan Karaciger Hucre hattinda CYPTAZ mRNA seviyesine
olan etkisi.. PZR Urinleri (10 ul) %71 agaroz jel elekiroforezine tabi tutularak
goruntllendi. CYP1A2 va 188 Urin bantlarinin dansitometrik analizi yapimigtir. Hat 1.
GenaRulerTM 1kb bp DNA Marker; Hat 2 ve 5 :Kontrol HEPG2; Hat 3 ve6: 1.25 mM
akrilamid; Hat 4ve 7: 2.5 mM akrilamid.
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0.5 -+

CYPTIAZ/TBS orarm

e
R

o : .
Konirol 1.25 mM 2.5 mivi
Akrilamid Akrilamid

Sekil 3.11. Akrilamidin insan Karaciger Hicre hattinda CYP1A2 mRNA seviyesine
olan etkisi PZR bantlarinin yogunlukiari Scion Image Software kullamlarak
densitometrik analiz ile belirlendi ve 188 ile normalize edildi. * Kontrol grubundan

farkh (p<0.001).

Tum ounlarin yam sira CYP2E1 mRNA seviyesinin belirlenmesi i¢in uygun
kosullarin optimizasyonu vapimistir. Bu izoformun mRNA seviyesinin akrilamid
uygulamas! sonucu nast degistidinin belirlenmesi icin 32 dongl ve 61 °C yapisma
sicakhidr kullamidi. Akrilamid uygulanmas) sonucunda CYPZE1 mRNA seviyesi
konsantrasyonz bagimh bir sekilde artt:. 1.25 mM akrilamid CYP2E1 mRNA
seviyesini 1.35-kat arttirirken 2.5mM akrilamid uygulamas: 1.85-kat arftirmistir (Seki

3.12 ve 3.13).




500bo
300bp <

Sekil 3.12. Akrilamidin Insan Karaciger Hicre hattinda CYP2E1 mRNA seviyesine
oclan etkisi. PZR GrGnleri (10 ul) %1 agaroz jel elektroforezine fabi witularak
goruntliendi. Hat 1: GeneRulerTM 1kb bp DNA Marker; Hat 2 ve 5 :Kontrol HEPGZ;
Hat 3 ve 6: 1.25 mM akrilamid: Hat 4 ve 7: 2.5 mM akrilamid,

1.5 -

- .

G -

9

4

™~

e

u ,

% 0.5 -

0 3 : 3
Konirol 1.25 mivi Z.5 mivi
Akrilamid Akrilamid

Sekil 3.13. Akritamidin insan Karaciger Hucre hattinda CYP1A2 mRNA seviyesine
olan etkisi. PZR bantlarinin yoduniuklari Scion Image Software kullanidarak
densitometrik analiz ile belirlendi ve 188 ile normalize edildi. * Kontrol grubundan

farkli (p<0.001).
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Akrilamidin CYP3A4 mRNA seviyesinin belirlenmesi icin uygun kosullarin
optimizasyonu vapiimistir. CYP3A4 bantlar 54,7 °C yapisma sicaklidl ve 35 déngl
kullanilarak elde edilmistir. Akritamid uyguianmast sonucunda CYP3A4 mRNA
seviyesi konsantrasyona bagimh bir sekiide 1.25 mM akrilamid konsantrasyonunda
1.68-kat azalirken, 2.5mM akrilamid uygulamasinda 2.45-kat azalmistir (Sekil 3.14 ve
3.15),

500bp <

200bp

Sekil 3.14. Akrilamidin insan Karaciger Hicre hattinda CYP3A4 mRNA seviyesine
olan etkisi. PZR Urinteri (10 pl) %1 agaroz el elekiroforezine tabi tutularak
gérintilendi. CYP3A4 ve 188 Urun bantlarinin dansitometrik analizi yapimistir. Hat
1. GeneRuilerTM 1kb bp DNA Marker; Hat 2 ve 5 Kontrol HEPG2: Hat 3ve 8 1.25
mM akrilamid; Hat 4 ve 7: 2.5 mM akrilamid.



1.5 -

CYPIAL/T8S orary

Kontrol 1.25 mivit 2.5
Akrilamid Akrilamid

Sekil 3.15. Akrilamidin insan Karaciger Hicre hattinda CYP3A4 mRNA seviyesine
olan etkisi. PZR bantlanimin yodunluklar Scion Image Software kullaniarak
densitometrik analiz ile belirlendi ve 188 ile normalize edildi. * Kontrol grubundan

farkil {p<0.005).

Ayrica GST pi mRNA seviyesinin beliflenmesi igin  uygun Kkosuliann
optimizasyonu vapimistir. Bu izoformun mRNA seviyesinin akrilamid uygulamas:
sonucy nasii degistiginin bejirlenmesi icin 35 déngt ve 80 °C vyapisma sicakhig
kullaniidi. Akrilamid uygulanmasi sonucunda GST pi mRNA seviyesi konsanirasyona
badimli bir sekilde 1.25 mM akrilamid konsantrasyonundat.23-kat azalirken 2.5mM
akrilamid uygulamasinda 1.20-kat azatmistir (Sekii 3.16 ve 3.17). Benzer sekilae,
akrilamid uygulanmasi sonucunda diger bir GST izozimi olan GST-mu'nlin nasi!
dedistigini belirlemek igin ilk 6nce PZR icin uygun kosullann oplimizasyonu yapiidl ve
35 dongl ve 58.5 °C vyapisma sicakliginin uygun oldugu belirlendi.  G8T-mu'nin
mRNA seviyesi 1.25 mM akrilamid konsantrasyonunda 1.9-kat artarken 2.5mM
akrilamid uyguiamasinda 2.0-kat artmistir. (Sekil 3.18 ve 3.19).

55



300bp <

Sekil 3.16. Akrilamidin Insan Karaciger Hicre hattinda GST pi mRNA seviyesine
olan etkisi, PZR Urlnieri {10 pl) %1,5'uk agaroz jel elekiroforezine tabi tutularak
gbrintlendi. Hat 1: GeneRulerTM 1kb bp DNA Marker; Hat 2 ve 5 :Koniro! HEPGZ;
Hat 3 ve 6: 1.25 mM akrilamid: Hat 4 ve 7: 2.5 mM akrilamid,
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Sekil 3.17. Akrilamidin insan Karaciger Hucre hattinda GST pi mRNA seviyesine
olann etkisi. PZR bantlarinin yogunluklar Scion Image Software kuilanilarak
densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S ile normalize edildi. * Kontrol grubundan

farkil {p<0.005).



Sekil 3.18. Akrilamidin insan Karaciger Hiucre hattinda GST mu mRNA seviyesine
olan stkisi. PZR Grlnleri {10 yl) %1,5'luk agaroz jel elektroforezine tabi tutularak
gorintilendi. GST mu ve 188 Grln bantlarinin dansitometrik analizi yapilmisgtir. Hat
1: GeneRulerTM 1kb bp DNA Marker; Hat 2 ve 5 :Kontrol HEPGZ; Hat 3 ve & 1.25
mM akrilamid; Hat 4ve 7: 2.5 mM akrilamid.
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Sekil 3.17. Akrilamidin insan Karaciger Hicre hattinda GST mu mRNA seviyesing olan
etkisi. PZR bantlarmin yoduniuklar Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz
ile belidendi ve 188 ile normalize edildi. *; Kontrol grubundan farki (p<0.05).




4. TARTISMA

Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere raGmen, kanser hala clim nedeni
olarak ilk siralardaki yerini son 20 yildan beri korumaktadir. Bu ylzden hastaligl
dnlemek icin kanser olusumunda blylk pay sahibi olan sigara, alkol ve diyet gibi
faktérier son yillarda daha sik gbz éntnde bulundurulmaya baglanmigtir. Akrilamid
insanlarin hem sigara ile hem de diyetle maruz kaldiklari, son yillarda dnemi ¢ok
artan bir kimyasaldir. Norotoksik ve reproduktif toksik 6zellikieri bilinen akrilamid
Ulusiararas: Kanser Arastirmalar Kurumu (International Agency for Research on
Cancer) tarafindan 1994 yilinda hazirlanan bir raporla “insanlar igin potansiyel
kanserojen madde’ler sinifina dahil edilmis bir kimyasaldir {(IARC, 1994). Bu
karsinojenik etkiyi gGsterebilmesi i¢in akrilamidin karaciger ve ekstrahepatik
dokularda buiunan sitokrom P450 enzimlerinin (sitockrom P450've bagimi ilaglar
matabolize eden enzimler ya da sitokrom P450'ye bagdimli monooksijenazlar olarak
da bilinirler) bir izozimi olan P4502E1 tarafindan metabolize edilmesi gerekmektedir.
Diger bir metebolik yolak ise akrilamidin ve onun metaboliti olan glisidamidin GSH ile
konjugasyonudur. Bu iki metabolik yolak akrilamid metabolizmasinda ana yolaklar
clmasina ragmen, akrilamidin CYP2E1 enzimi ve dider P45C izozimleri ile GST
izozimlerine Uzerine olan etkilerin ara§t|'ran calismaiar sinirli sayidadir. Insan hiicre

hatlarinda ise boyle bir calismaya rastianmamistir.

Bu calismada elde edilen CYP2E1 bagh anilin 4-hidroksilaz aklivitesi,
immunoblot ve mRNA analiz sonuclan bu enzimin akrilamid uygulanmas: sonucunda
insan karaciger kanser hiicrelerinde (HepG2) arthigini acikga géstermektedir. Benzer
sonuclar sicanlarla yapilan in vivo calismada da elde ediimistir (BARBER, 2001).
P4502E1 pircok disik molekiler adirlikli toksik kimyasalin metabolizmasindga rol
aldigindan son villarda cok 6nem kazanmis bir sitokrom P450 izoformudur. Bu
izoformun benzen, karbon tetraklorlr, ve nitrozaminier gibi bircok ksenobiyotigi
elekirofilik, mutajenik ve timdr olusumuna neden olan metabolitlere doniistirdagy
bilinmektedir (YOO, 1988, GUENGERICH, 1991; MELHMAN, 1981, NAKAJIMA,
1992; YAMAZAKI, 1992). Akrilamid'in maruziyet sonucunda CYP2E1 artirmas bu
kimyasalin kendi metabolik aktivasyonunun yani sira benzen, nitrozaminler, p-
nitrofenol, piridin vb. toksik kimyasallarinda metabolik aktivasyonunu artirabilir.



Bunun sonucunda akrilamide maruz kalmis kisilerde CYP2E1 tarafindan metabolize
edilen bu kimyasallardan kaynakl kanser olusma ve hepatotoksisite riski artabilir.
Ayrica, dider sitckrom P450 izozimleri ile karstlastinldiginda, CYP2E1'in regulasyonu
cok daha karmasik olup, transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve post-translasyonei
olaylar ile polimorfizm bu enzimin dizenlenmesinde rol oynamaktadir (SONG, 1995).
Akrilamid uygulamasi sonucunda artan CYP2E1 mRNA seviyesi mRNA sentezinin
artisindan {transkripsiyonel) ya da mRNA stabilizasyonundan (post-transkripsiyonel}
dolayl olmasi muhtemeldir. Bu iki mekanizmada CYPZE? regliasyonunda rof

oynamaktadir.

BUtln P450 izoformiarinin icinde CYP1A (CYP1A1 ve CY1AZ) Karsinojenlerin,
mutajenierin ve cevresel kirleticiierin metabolizmasinda rol cynadigindan éncelikii bir
yer tuiar. Bu iki Gye potansiyel mutajenik olan benzo(a)piren, sigara dumaninda ve
mangalda pisirilmis yiyeceklerde bulunan aromatik ve heterosiklik aminler ve
ooliaromatik hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonunda rol oynarlar (ADAMSON,
1986; HUMMERICH, 2004; KIM, 2005; MA LU, 2007). CYP1Aya bagdh MROD ve
EROD aktiviteleri ile bu izozimlerin protein ve mRNA ssviyeleri ki degigik
konsantrasyonda akrifamid uygulanmasi sonucunda HepG2 hicre hattinda artmistir.
Bu calsma akrilamidin CYP1A1 ve CYP1A2 izozimlerini etkiledigini gosteren ik
calismadir. Bu izozimierin akrilamid ite indUklenmesi sonucunda birgogu Karsinojenik,
mutajenik olan benzo{a)piren, aromatik ve heterosiklik aminler ve poliaromatik
hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonunu arttirarak reaktif ara Grlnlerin olugumunuy
arttirabilir. Bunun sonucunda akrilamide maruz kalan insaniarin karaciderinde ve
diger bazi organiarinda toksisite, muiajenez ve kanser riski artabilir. Buriarin yan

sra, DU ;;a?;g;ma e CYP1A1 dle CYP1AZ nin akrilamid sonucund
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sdildid haklkinda da bilgiler slde sdilmistic. Arll hidrokarbon reseptonyg (AhR) O
silesi dahil birgek  genin transkripsivons!  olarak  dizenienmesinden  sorumiy
raseptSrdly.  Bu vizdsn, CYP1AT ve CYF1AZ mRNA seviyeiennds aleilamid

sorucunda meydana gelen artis AnR reseptdriniin artisindan dolay: olabilin,

CYP2E1, CYP1A1 ve CYP1A2 izozimlerinin yani sira, akrifamidin CYP3A4'e
badi erifromisin N-demetilaz ve CYP3A4 protein ve mRNA seviyelerine olan sikisi
HepG2 hicre hattinda belirlenmistir. Bu ¢alisma, akrilamidin CYP3A4’e clan etkisinin
belirlendidi literatiirdeki itk calismadir. Karacigerde ve ince bagisakia en fazla




bulunan izozim oldugundan ve cok cesitli ksenobiyotikierin metabolizmasinda rol
aldigindan dolayr, CYP3A4 énemli bir P450 izoformudur. Bu protein, antibiyotikler,
yatistiricilar, kalsiyum kanal blokorleri, HMG KoA redUktaz inhibitérieri AIDS ilaclar
ve analjezikler gioi piyasadaki ilaglarin %50'sinden fazlasini metabolize eder
(MARTIN, 2003, ARAYNE, 2005, VAN HERWAARDEN, 2005; SICA, 2008;
SUGIMOTO, 2006; DE WILDT, 2007; KLOTZ, 2007). Akrilamid uygulanmasi
sonucunda CYP3A4'e baglh enzim aktivitesi azalirken CYP3A4 protein seviyesi cok
az artmistir. Fakat bu artis ve azaliglar aniamli bulunmamistir. Diger yandan,
CYP3A4 mRNA seviyesi konsantrasyona bagimh ve istatistiksel olarak aniamii bir
sekilde azalmistr. Bu ylzden, akrilamid uygulamasi sonucunda CYP3A4'GN
degismesi ilac metabolizmasinda bozukiuklara ve klinik ilag ioksisitesine neden
olabilir. Ayrica, Pregnans X reseptérll (PXR) CYP3A4Un gen ekepresysnunun
famid

egiiasyonunu  dizenisyen anahtar molekildly OAVAKMAN, 1089). Ak

0

-

uyguianmast sonucunda PXR miktaninda azalig, CYP3ALIn mikA sgvivesindaki

il

"

aralisa neden olabily,

.

Sitokrom P450 izozimierinin vani sira, akrifamidin Faz i enzimlerindan olan
8T izozimierne oian eikiierine bu calisma ile bakidi Toplam GST aktivitesi 1.25
mi ve 2.5 mM akrilamid uygutanmasi sonucunda 1.3 ve 1.1-kat artmasma ragmen
bu artislar istatiksel olarak anlamli bulunmad). Diger yandan, GSTmu'ye bagli DCNB
aktivitesinin doza badiml olarak 2.4 ve 5.1-kat arttigr bulundu {p<0.001). Bunlann
aksine, GST-pi aktivitesinde ise her iki dozda da aniamii bir degisim pbuiunamadt.
Waestern blot ve RT-PZR sonuclart GST —mu protein ve mRNA sevivesinin anlamli bir
sekilde artigini, GTS-pi protein ve mRNA seviyelerinin ise azaldigini gdsterdi. Bu
callsma akrilamid'in GST izozimlerine etkisini belirleyen ik caligmadic. GST
izozimierinin akrilamid sonucunda dedismesi, ¢zellikle diger kimyasallarin ve de
ilaglarin GSH ile konjugasyonunda de@ismelere yol agabliir Sekil 4.1 de gosteriidid
tzere GSTler dehil birgok enzimin transkripsiyonel dlzenlenmes! kompleksr.
Bircok metaboiik yolak bu enzimlerin dizenlenmesinde rol oynariar. GST-pl ve GST-
munun akrdlamid sonucunda birbirinden farkh olarak dizenlenmesi, bu anzimierin
akrilamide maruziyet sonucunda caiisan farkli metabolik yolaklar tarafindan kontrol

adildiginin bir gdstergesi clabilir.
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Sekil 4.1. Faz Il enzimlerinin eksprasyonlarinin regllasyonu (SURH, 2003'den

alintidir).
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5. SONUG

Sonuc clarak yapilan calismada akrilamidin ilaclar ve karsinojenler gibi birgok
ksenobiyotigin metabolizmasinda rol alan P450 izozimierinden CYP1A1, CYP1A2Z,
CYP2E1, CYP3A4 ile en 6nemli Faz Il enzimlerinden olan GST izozimlerine olan
etkisi belirlenmistir. Akrilamidin CYP2E1, CYP1A1, CYP1A2 ve CYP3A4 izozimierine
olan etkileri ik kez rapor edilmistir ve bu kimyasal CYP2E1 ve CYP1Alann
indiksivonuna sebep olurken CYP3A4'(: inhibe etmistir. GST-mu  akritamid
sonucunda artarken GST-pi izozimi azalmigtir.  Akrilamidin ilaclart ve diger
ksenobiyotikierin metabolizmasinda édnemli rol oynayan bu enzimlerin Uzerineg etkisi
gdz oninde bulunduruldugunda bu maddeye olan maruziyetin azaltiimas! onem arz
etmektedir. Bu sayede skrilamidin insanlarda sebep olabilecedi organ tcksisitesi,

mutajenite ve karsincjenite engellenebilir.
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Ozet: Endisstrilesmenin gelismesivle bidikie cevreye her yil binlerce cesit kimyasal madde
atilmakiadir. Bunun sonucu olarak, dinyamizdaki canbilar ve tzellikle insanlar, birgogu toksik ofan
bu bilesiklers ve kimyasaliara maruz kaimaktadirlar. Bu kimyasallardan en Gnemlilerinden bir
akriiamidtir. Akrilamid karsinojenik, nérotoksik, reproduktif toksik bir kimyasaldir. Cahgmaiar
akritamidin mutajenik, genoteksik, reakiif bir Uriin olan glisidamide, sitokrom P450'ye ba@imbh
monookstjenaz enzimlerinin izozimlerinden P4502E1 (CYP2ET) tarafindan dontstirildigund
gdstermis ve bu metabolik yol akrilamidin neden oldugu karsincienisite ie iliskilendirilmistir. Diger
ana yol ise glutatyon ile konjugasyonudur. Ancak, akrilamidin CYP2E1 enzimi ve diger P430'ye
bafll sitokrom &nkarsinojen/karsinojen metabolizmasina ve GST izozimlerine olan etkilerini
arastiran calismalar sinirh sayidadir. Insan karaciger hiicre kiltirinde ise boyle bir calismaya
literatiirde rastianmamustir. Bu nedenle, bu calismanin amaci, akrilamidin P450'ye baiml: ilagian
metabolize aden hazi enzimier ve GST izozimleri Uzerine olan etkisinin insan karaciger kanser
hiicre dizisinde (HepG2) aydinlattimasidir. Bu amagla; degisik konsantrasyonlarda akrilamid
kullaniarak alkrilamidin sitotoksik etkisi HepG2 hiicre hattinda saptandi. Elde edilen sitoloksisite
sonuclarna gére, 1.25 mM ve 2.5 mM akrilamid konsanirasyonu seciferek, sitokrom P450
izozimierinin  nasil etkilendifi beliriendi. ki farkh konsantrasyonda akrilamid uygulanmas,
CYP1A1 ve CYP1A2 ye bafl etoksiresorufin O-deetilaz ve metoksiresorufin O-demetilaz
akiiviteleri #fe bu izozimierin profein ve mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa
sebep oldu. (p<0.05). Benzer sekilde, CYP2E1 bagh anilin 4-hidroksilaz aktivitesi ile protein ve
mRNA seviyeleri akrilamid uygulanmasi sonucunda arthd bulundu. Buniann aksine, CYP3A4'e
bagl: eritromisin N-demetilaz aktivitesi ve protein seviyesi her iki konsanirasyonda herhangi bir
dedisikiige sebep olmazken, ayni izozimin mRNA seviyesi konsantrasyona badimh bir sekilde
azalmistir, Tim buniarin yani sira, 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) substrail kullanitara
nelilenen GST-mu aklivitesi artan akrilamid konsantrasyonu sonucunda artmishir. Benzer sekilde
Western Blot ve RT-PZR deneyleri GST-mu'nun proiein ve mRNA seviyelerinin aksiiamid
sonucunda arthdini ortaya koymustur. Diger yandan, etakrinik asit substratl kullaniarak bakitan
GST-pi aktivitesi ise azalmustr fakat bu azals istatiksel olarak aniamli butunmarnistir.  GST-pi
protein ve mRNA seviyeleri ise akrilamid uygulanmasi sonucunda anlam!i bir sekilde azalmstir.
Tim bu verilerin 1siginda, sitokrom P450 ve GST izozimlerinin akrilamid uygulamas! sonucunda
nern aktivite, hem de protein ve mRNA seviyelerinin defismesi, bu kimyasala maruz kalan

insanlarda kanser olusum riski, klinik toksisite ve ilac metabelizmasinda bozukiukiann gérilme :

olasihgy artirabiiir.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Sitokrom P4350, Toksik Eiki, liac Metabolize Eden Enzimier,
Giutatyon 3-Transferaz, HEPG2.

Brojeden Yapdan Yayinlar Cahismanin bir kismi, 20. Ulusal Biyoloji kongresinde bildiri olarak .

sunulmustur. Su an Food Chernistry igin bir yayin hazirfanmaktadir.




