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ONAY SAYFASI



ETiK BEYAN

“Akrilamid ile olusturulan hiicresel hepatotoksisitede D-Carvone’un etkisi” adl1 bana ait olan
tez calismamin biitlin asamalarinda etik dist davranisimin olmadigini, biitiin verileri ve
bilgileri akademik ve etik kurallar icerisinde elde ettigimi, verilerde ve sonuglarda herhangi
bir tahrifat yapmadigimi, tezimin yaziminda yapay zeka yazilimlari kullanmadigimi, diger
kaynaklardan elde ettigim bilgi ve yorumlara tezimde uygun sekilde kaynak gosterdigimi ve
kaynaklar boliimiinde yer verdigimi, patent ve telif haklarmi ihlal edici herhangi bir

davranigimin olmadig1 beyan ederim.

Tzansel Kara Kechagia
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SIMGE VE KISALTMALAR

AA: Akrilamid

ATF4: Aktive edici transkripsiyon faktorii 4

BAX: BCL-2-iligkili X proteini

BCL-2: B hiicreli lenfoma 2

HSP70: Is1 sok proteini 70

LC3B: Mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3B
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OZET

“Akrilamid ile olusturulan hiicresel hepatotoksisitede D-Carvone’un etkisi”, Trakya
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyokimya Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi,
Edirne, 2024.

Giris ve Amac¢: Bu c¢alismanin amaci, akrilamid uygulanan AML-12 hiicrelerinde D-
carvone’un sitotoksisite, apoptoz, otofaji ve hiicresel stresler iizerine etkisini arastirmaktir.
Literatiirde D-carvone’un akrilamide bagli hepatotoksisite iizerine etkisini arastiran bir
caligmaya rastlamadik.

Gereg ve Yontemler: AML12 hiicrelerinde D-carvone’un tek bagina ve 10 mM akrilamid ile
birlikte uygulandiginda hiicre canliligina etkisi MTT testi ile degerlendirildi. Ardindan 10 ve
25 uM D-carvone 10 mM akrilamid ile birlikte AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle
uygulanarak prokaspaz 3, aktif kaspaz 3, BAX, LC3B-II, ATF4 ve HSP70 diizeylerine etkisi
western blot yontemi ile gosterildi.

Bulgular: D-carvone tek basina uygulandiginda 250 uM ve iizeri konsantrasyonlarda hiicre
canliligint anlamli olarak azaltti. 10, 25 ve 50 uM D-carvone 10 mM akrilamid uygulanan
hiicrelerde hiicre canliligini anlamli olarak arttirdi ve hiicre canliligindaki azalmayi D-
carvone’un en fazla engelleyen konsantrasyonlari olan 10 ve 25 uM segilerek sonraki
deneylerde kullanildi. 10 mM akrilamid uygulamas1 prokaspaz 3, BAX, LC3B-II, ATF4 ve
HSP70 diizeylerini anlamli olarak arttirdi ve aktif kaspaz 3 olusumuna yol acti. 10 mM
akrilamid uygulanan hiicrelerde 25 pM D-carvone aktif kaspaz 3, BAX, LC3B-II, ATF4 ve
HSP70 diizeylerini ve 10 uM D-carvone aktif kaspaz 3 ve ATF4 diizeylerini anlamli olarak

azaltti.

Sonug¢: Calismamiz, D-carvone’un akrilamid uygulanan AML-12 hiicrelerinde sitotoksisiteyi,
apoptozu, otofajiyi ve hiicresel stresleri azalttigini1 gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Akrilamid, D-carvone, AML12, apoptoz, otofaji, hiicresel stres

Destekleyen Kurum: Bu calisma, Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 2023/42



ABSTRACT

“Effect of D-Carvone on acrylamide-induced cellular hepatotoxicity”, Trakya University,
Institute of Health Science, Medical Biochemistry Department, Master Thesis, Edirne, 2024.

Background and Aim: This study aimed to investigate the effects of D-carvone on
cytotoxicity, apoptosis, autophagy and cellular stress in AML-12 cells treated with
acrylamide. We could not find any study in the literature investigating the effect of D-carvone
on acrylamide-induced hepatotoxicity.

Material and Methods: The effect of D-carvone alone and with 10 mM acrylamide on cell
viability in AML12 cells was evaluated by MTT test. Then, 10 and 25 uM D-carvone together
with 10 mM acrylamide was applied to AMLI2 cells for 24 hours, and its effects on
procaspase 3, active caspase 3, BAX, LC3B-II, ATF4 and HSP70 levels were shown by
western blot method.

Results: : D-carvone significantly decreased cell viability at 250 uM and above when applied
alone. 10, 25 and 50 uM D-carvone significantly increased cell viability in cells treated with
10 mM acrylamide, and the concentrations of D-carvone that most prevented the decrease in
cell viability, 10 and 25 pM, were selected and used in subsequent experiments. 10 mM
acrylamide application significantly increased the levels of procaspase 3, BAX, LC3B-II,
ATF4 and HSP70 and led to the formation of active caspase 3 formed. In cells treated with 10
mM acrylamide, 25 uM D-carvone significantly decreased the levels of active caspase 3,
BAX, LC3B-II, ATF4 and HSP70, and 10 uM D-carvone significantly decreased the levels of
active caspase 3 and ATF4.

Conclusion: Our study shows that D-carvone reduces cytotoxicity, apoptosis, autophagy and
cellular stress in acrylamide-treated AML-12 cells.

Keywords: Acrylamide, D-carvone, AML12, apoptosis, autophagy, cellular stress

Financial Support: The present study was supported by the Research Fund of Trakya
University. Project No: 2023/42
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1. GIRiS VE AMAC

Akrilamid (AA) hem endiistriyel olarak hem de laboratuvarlarda siklikla kullanilan
poliakrilamidin sentezinde Onciil madde olan renksiz ve suda ¢oziiniir bir kimyasaldir. AA
ayni zamanda gidalarda pisirme esnasinda Maillard reaksiyonu ile de olusabilmektedir (1).
AA’nin viicutta birgok sistem {izerine zararli etkilerinin yaninda karaciger iizerine zararli
etkileri oldugu da gosterilmistir (2,3). AML12 hiicreleri, ticari olarak satilmakta olan fare
kaynakli 6limsiiz hepatositlerdir ve hepatositler iizerine yapilan toksisite ¢aligmalarinda da

kullanilmaktadirlar (4).

Ist sok proteini (HSP) 70; oksidatif stres, hipertermi, ultraviyole radyasyon ve etanol
gibi cesitli stres faktorlerine cevap olarak sentezi artan HSP protein ailesinde yer alir (5).
Endoplazmik retikulum (ER) fonksiyonlarinda bozulma meydana gelirse ER stresi olusur (6).
ER stresi belirteglerinden biri olan aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4), amino asit
metabolizmasi ve taginmasi, protein homeostazi ve oksidatif stresten koruma ile ilgili genleri
kontrol etmektedir ve aymi zamanda gerektiginde ATF4 hiicre dongiisiiniin durmasini,

yaslanmay1 ve apoptozu indiikleyebilir (7-9).

Hiicre olim yollarindan biri olan apoptoz programlanmis hiicre olimii olarak
bilinmektedir (10). B hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) iliskili X proteini (BAX) apoptoz sinyaline
bagli olarak aktifleserek sitoplazmadan mitokondriye gecer ve mitokondrial dis membraninda
porlar olusmasina neden olur (11). Apoptozdaki hem intrensek hem de ekstrensek yollarin
kaspaz-3 aktivasyonuna yol agmasindan dolay1 kaspaz-3’iin ana efektor kaspaz oldugu kabul
edilmistir ve yarilarak aktiflesir (12). Otofaji genel anlamda hiicrenin hayatta kalmasina katki
saglayan bir mekanizma olsa da ayni zamanda hiicrenin yok olmasina da neden olabilen bir
hiicre 6lim yollarindan biridir (13). Otofagozomun temel bileseni olan LC3 (Mikrotiibiil-
iligkili protein hafif zincir 3), otofagazom olusumu esnasinda modifiye olarak LC3-II formuna

dontstr (14,15).

D-Carvone, dereotu ve kimyon tohum yaglarinda bulunur ve antioksidan, anti-
inflamatuar, anti-kanser, anti-artritik ve anti-nosiseptif etkiler gosterdigi bildirilmektedir (16,
17). Literatiirde D-carvone’un akrilamid toksisitesi lizerine etkisini arastiran bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, AA uygulanan AML-12 hiicrelerinde D-carvone’un

sitotoksisite, apoptoz, otofaji ve hiicresel stresler iizerine etkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akrilamid

Akrilamid (AA) (akrilik amid, 2-propenamid, C3HsNO) 71.08 g/mol molar kiitleye sahip
hidrofilik bir molekiildiir. Akrilamidin {izerinde iki farkli fonksiyonel grup bulunmaktadir.
Bunlar yiiksek reaktivite olusumuna neden olan o ve B karbon atomlarinin ¢ift baglart ve bir

amid grubudur. AA bir karbonil tiirevidir (18,19).

0
P!

=7 NH,

Sekil 2.1. Akrilamidin kimyasal yapisi (ChemDraw programi kullamlarak ¢izildi)

Akrilamid ¢ok genis kullanima sahip olan poliakrilamidin  iiretiminde
kullanilmaktadir. Poliakrilamid topaklastirici olarak, igme ve atik sularin aritilmasinda, ingaat,
tekstil, kozmetik, gida ambalaji, sigara Tlretimi, laboratuvarlarda jel kromatografisi ve
poliakrilamid jel elektroforez yontemleri i¢in de kullanilmaktadir (20-23). Bununla birlikte
poliakrilamidin termal, kimyasal, mekanik, fotolitik ve biyolojik bozunmaya maruz kalmasi
sonucu akrilamide depolimerizasyonu da olasidir (20). AA’nin endiistriyel atiklar ve sigara
dumaninda varlig1 kanitlanmistir (24). AA’nin norotoksik etkileri mevcuttur (25). Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajanst 1994 yilinda AA’y1 grup 2A kanserojen madde sinifina eklemistir
(26). AA ayn1 zamanda gastrointestinal, genitoiiriner, lireme, hepatobiliyer, bagisiklik sistemi
ve sinir sistemleri lizerinde de toksik etki gostermektedir (23). Yapilan ¢alismalarda AA’nin
memelilerdeki toksik etkilerinde yliksek derecede kanserojen ve mutajenik aktiviteye sahip
metaboliti olan glisidamid de 6nemli rol oynamaktadir. AA’nin proteinler gibi bazi biyolojik
makromolekiillerle etkilesime girerek antioksidan enzim sistemini bozmasindan dolayi reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine neden olur. Asiri derecede ROS birikimi sitotoksik

olaylar1 meydana getirir boylece oksidatif stres ve DNA hasar1 olusmasina neden olur (27).

Patates kizartmalari, patates cipsleri, gevrek ekmekler, tahillar ve kahve gibi gidalarda
AA saptanmaktadir (28,29). Gidalarda AA, Maillard reaksiyonu ile olugabilmektedir. Gidanin

1s1l islemi sirasinda olusan bu reaksiyonlar indirgeyici sekerler ve asparajin arasinda
2



gerceklesmektedir (30). Gidalarda akrilamidin olusumunda her ne kadar ana yol olarak
asparajin gosterilse de bazi alternatif yollar da vardir. Ornegin, AA olusumu igin ¢ok dnemli
olarak goriilen akrolein (1-propenal) akrilik asit olusum yoluyla AA eldesi i¢in kullanilan bir
a veya B doymamis aldehittir. Lipidlerce zengin gidalarda karbonil grubu kaynagi olarak
gorev alan akrolein belirli kosullar altinda asparajin ile reaksiyona girerek yliksek miktarda

akrilamid olusturur (23).

2.2. AML12 Hiicre Hatt1

AMLI12, fare karacigerinden izole edilen ve ticari olarak satilmakta olan hepatositlerdir (31).
AMLI12 hiicreleri klasik bir poligonal epitelyal fenotipe sahiptir (32). AMLI2 hiicreleri
hepatositlerdeki etkinin arastirilmasi amaciyla ilag aragtirmasi ve toksisite caligmalarinda

siklikla kullanilmaktadir (33).

2.3. Is1 Sok Proteini 70

Akut ve kronik stres hiicresel homeostazi bozar, bu sebeple organizmalar hiicresel
homeostazin bozulmasin1 engellemek ve hasar1 azaltmak icin g¢esitli stres yanitlar
gelistirmistir. Bir¢ok stres etkeni mevcuttur, bu etkenlerin hedefinde bulunan bazi spesifik
genlerin aktivasyonu ile stres tepki yollarini indiikleme olasilig1 yiiksektir (34,35). Prokaryot
ve Okaryot hiicrelerinde bulunan ve evrimsel olarak kendini korumus olan 1s1 sok proteini
(HSP) ailesi de oksidatif stres, hipertermi, UV radyasyon ve etanol gibi cesitli stres
faktorlerine cevap olarak sentezi artan proteinlerden olusmaktadir. HSP proteinleri genelde
molekiiler agirliklart ile iligkili olarak HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 seklinde
adlandirilmaktadir (36-38).

Insanlar hiicresel lokalizasyon, aktivite ve ekspresyon bakimindan farkli olan 13
HSP70 gen iirlinti eksprese eder. HSP70 proteinlerinin yapisinda yaklasik 44 kDA’lik bir N-
terminal ATPaz alani, yaklasik 28 kDA’lik bir substrat baglama alani1 ve 16sinden zengin bir
C-terminal bolgesi bulunur (39). HSP70 proteinleri hidrofobik yiizeylere baglanirlar boylece
proteinler kismen acilarak proteinin yeniden katlanmasina olanak tanir. Bitkilerde,
bakterilerde ve insanlarda HSP70 ailesi yliksek homolojiye sahiptir. HSP70 proteinleri ayrica
stres kosulu altindaki rolleri diginda membranlar boyunca translokasyon, translasyon,
agregatlarin veya makromolekiiler komplekslerin ¢oziilmesi ve birlestirilmesi, apoptoz ve gen

indiiksiyonunda rol oynar (40). Hsp70 iizerine olan calismalarin ¢ogu hiicrelerde Hsp70

3



izoformlarmin ekspresyonu, ko-saperon islevi, ATP baglanmast ve hidrolizi gibi
diizenleyicilere odaklanmis olsa da, son zamanlarda, HSP70’in asetilasyon, fosforilasyon,
ubikitinasyon, oksidasyon gibi diizenleyici post-translasyonel modifikasyonlar1 da

tanimlanmustir (39).

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER) 6nemli bir hiicresel organeldir. ER’nin proteinlerin sentezi,
modifikasyonu, katlanmasi ve taginmasi, steroidlerin ve fosfolipitlerin sentez ve dagilimi,
limen i¢ine kalsiyum iyonlarini depolanmasi ve sitoplazmaya diizenli bir sekilde salinmasi
gibi yasamsal gorevleri bulunmaktadir. ER’nin fonksiyonlarinda bozulma meydana gelirse
olusan ER stresine karsi oncelikle katlanmamis protein cevabi (UPR) etkinleserek ER’yi
normal fizyolojisine dondiirmeye calisir. ER fonksiyonunun bozulmasi sadece ER ile sinirh

kalmay1p hiicreye de yayilir (6).

Normal kosullarda ER saperonu olan glukozla diizenlenen protein 78, ER liimeninde
yer alan ve ER stres sinyalinde gorev alan protein kinaz R benzeri ER kinaz, inositol
gerektiren enzim 1 ve aktive edici transkripsiyon faktér (ATF) 6 proteinlerine baglanarak
onlar1 inaktif halde tutar. Yanlis bir sekilde katlanmis proteinlerin sayisi belli bir esigi
gectiginde glukozla diizenlenen protein 78 bu ER stres sinyalinde gorev alan proteinlerden
ayrilarak yanlig katlanmis proteinlere baglanir ve bdylece serbest kalan proteinler aktive
olarak ER stres sinyalinin iletilmesinde rol oynarak UPR yanitim1 baglatir (41,42). UPR
oncelikle yanlis katlanmig proteinleri diizeltmek veya ortadan kaldirmak ile ER homeostazini

saglamaya c¢alisir, eger ER homeostazi saglanamaz ise hiicresel apoptozu tetikler (43,44).

ER stres sinyallerinden biri olarak aktiflesen protein kinaz R benzeri ER kinaz,
okaryotik translasyon baglama faktor 2a’nin fosforillenerek aktiflesmesini saglar ve bu yolla
ATF4 uyarilir. ATF4 bu sebeple ER stresi belirteglerinden biridir (7). ATF4, amino asit
metabolizmasi1 ve taginmasi, protein homeostazi ve oksidatif stresten koruma ile ilgili genleri
kontrol etmektedir ve aymi zamanda gerektiginde ATF4 hiicre dongiisiiniin durmasini,

yaslanmay1 ve apoptozu indiikleyebilir (7-9).



2.5. Apoptoz

Apoptoz kelime kokeni olarak Yunanca’da ayrilarak diismek anlamina gelen ‘apoptdsis’
kelimesinden tiiretilmistir, hiicre 6liim yollarindan biri olan apoptoz programlanmis hiicre
oliimii olarak bilinmektedir (10). Apoptoz, hiicrenin bdliinmesi ve bilylimesinin durdugu,
bulundugu ortama zarar vermeden kontrollii bir bigimde hiicrenin 6liimii ile neticelenen bir
stiregtir. Apoptoz; doku homeostazi, embriyonik gelisim ve zararli hiicrelerin uzaklagmasi igin
gereklidir. Apoptozda olusabilecek herhangi bir diizensizlik ¢esitli birgok patolojik
bozukluklara neden olabilir (43). Ekstrensek (hiicre oliim reseptdrii) veya intrensek
(mitokondriyal) yol ile wuyarilan apoptoz, hiicrenin par¢alanmasindan sorumlu olan

endoniikleazlarin ve proteazlarin aktivasyonunu tetikler (44 ).

Hiicre igi stres ile aktive olan intristik apoptotik yolda mitokondri oldukca énemli rol
oynamaktadir (45). Intrinsik apoptotik yolda mitokondriyal dis zar gegirgen olur ve zardan
sitokrom c gibi apoptotik faktorlerin salinmasina neden olan geri doniisiimsiiz bir sinyal
kaskad1 tetiklenir. Bu yol B hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) protein ailesi tarafindan diizenlenir.
Antiapopitotik BCL-2 ve Proapopitotik BCL-2-iligkili X proteini (BAX) olmak iizere BCL-2
ailesinin iki iyi bilinen iiyesi vardir (43). Apoptoza yol acan hiicresel strese bagli sitozolik
BAX aktive olur, mitokondriye tasinir, mitokondrial dig membrana yerlesmesiyle birlikte

zarda porlar olusmasina neden olur (11).

Kaspazlar olarak adlandirilan sistein aspartik proteazlarin aktive olmasi apoptoz
stirecinde 6nemli rol oynar. Kaspazlar baglatict ve efektdr olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.
Hiicre hasar1 tespit edildigi taktirde baslatici kaspazlar (kaspaz 8 ve kaspaz 9) devreye girer,
aktif olmayan prokaspazlar aktif hale gelir ve efektor kaspazlar (kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7)
aktive olur. Kaspaz 3 ve 7 aktivasyonu, DNA parcalanmasi, endoniikleazlarin aktivasyonu,
hiicre iskeletlerin yikimi, fagositik hiicreler i¢in ligandlarin ekspresyonu, proteinlerin ¢apraz
baglanmas1 ve apoptotik cisimlerin olugsmasi gibi bir¢ok olayin baslamisina neden olur (46).
Kaspaz-3, CASP3 gen tarafindan kodlanir, ayni zamanda apopain olarak da
adlandirilmaktadir ve sistein aspartik proteaz ailesinin iiyesidir (47). Apoptozdaki hem
intrensek hem de ekstrensek yollarin kaspaz-3 aktivasyonuna yol agmasindan dolay1 ana
efektor kaspaz oldugu kabul edilmistir. Apoptozda, prokaspaz-3 yarilarak, aktif kaspaz-3’i
olusturur (12). Kaspaz-3, proteaz yolundaki apoptozu indiikleyen en son enzimdir ve hiicre

Oliimiiyle iliskilendirilir (46,48,49).



2.6. Otofaji

Otofaji terimi 1963 yilinda ilk kez Christian ve Dude tarafindan tanimlanmistir ve Yunancada
‘kendini yemek’ anlamina gelmektedir (50,51). Katlanmamisg proteinler, hasarli organeller ve
patojenler de dahil olmak iizere hiicre i¢i yapilar pargalamak i¢in gerekli durumlarda otofajik
zar yapilar etkinlesmektedir ve lizozomlar aracilikli bir parcalanma meydana gelmektedir
(13,46). Otofaji, sitoprotektif bir mekanizma olarak ¢alistig1 i¢in hasarli hiicre i¢i bilesenlerin
bir araya gelerek birikmesini 6nledigi ve hiicrenin dengesini ve enerji metabolizmasini
koruyarak besin aglig1 ve stres kosullarinda hiicrenin hayatta kalmasina yardimet oldugu i¢in
onemlidir (50). Otofajinin temel olarak makro otofaji, mikro otofaji ve saperon aracili otofaji
olmak iizere ii¢ tipi tanimlanmigtir. Otofaji, hasarli proteinleri, endoplazmik retikulum,
mitokondri, peroksizomlar, kloroplast gibi organelleri ve enfeksiydz patojenler hedeflenerek
secici otofaji seklinde ve stres veya aclik durumunda goriilebilen segici olmayan otofaji
seklinde meydana gelebilmektedir (50,51). Otofaji genel anlamda hiicrenin hayatta kalmasina
katk1 saglayan bir mekanizma olsa da ayn1 zamanda hiicrenin yok olmasina da neden olabilen

hiicre 6liim yollarindan biridir (13).

Otofajik siirecte gorev alan otofaji iligkili (ATG) 3, ATGS, ATG7, ATG10, ATGI12 ve
mikrotiibiil-iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3 (LC3) gibi ¢esitli proteinler tanimlanmustir.
Otofagozomun temel bileseni olan LC3, otofagozomlara kargolar iletmek i¢in adaptor gorevi
goriir (14). LC3 proteinin LC3A, LC3B ve LC3C varyantlar1 bulunmaktadir. LC3B
otofagozomlarin olugumu i¢in gereklidir. Otofajinin indiiklenmesiyle LC3-I ve LC3-II
formlar1 olusur. LC3-I’in fosfatidilamin ile konjuge edilmesinin ardindan membrana bagl
form olan LC3-II’ye doniisiir. LC3B-II otofagozomlara girer ve ardindan otofagazomun
lizozom ile kaynasmasi sonucu lizozomal hidrolazlar araciligiyla yikilir. Bu yiizden otofojinin

izlenmesinde bir belirte¢ olarak siklikla kullanilmaktadir (15).

2.7. D-Carvone

Carvone, asimetrik karbona sahip bir monoterpen ketondur, kaynama noktas1 230 °C’dir ve

kapali formiilii (C10H140) seklindedir (16).



Sekil 2.7. Carvone’nun kimyasal yapisi (ChemDraw programi kullanilarak ¢izildi)

Carvone’nun, D-Carvone (S-(+) Carvone) ve L-Carvone (R-(-) Carvone) olmak iizere
iki stereokimyasal izomeri bulunmaktadir. Carvone esansiyel yaglarin aktif bir bilesenidir. L-
carvone nanenin (Mentha spicata) ana bilesenidir, D-Carvone ise dereotu (Anethum
graveolens) ve kimyon (Carum carvi) tohum yaglarinda bulunmaktadir. Carvone tat ve koku
bileseni olarak kulanilirken, yiiksek oranda carvone igeren bitkiler ¢esni ve baharat olarak
kulanim1 diginda tipta da yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (17). D-carvone’nun antioksidan,
anti-inflamatuar, anti-kanser, anti-artritik ve anti-nosiseptif etkiler gosterdigi bildirilmekle
(17) birlikte D-carvone’un akrilamid toksisitesi iizerine etkisini arastiran bir g¢aligmaya

rastlamadik.

Bu tez ¢alismasinin amaci, AA uygulanan AML-12 hiicrelerinde D-carvone’un

sitotoksisite, apoptoz, otofaji ve hiicresel stresler iizerine etkisini arastirmaktir.



3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calismaya ait deneyler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1
Laboratuvarlari’nda yapildi ve western blot yonteminde membranlarin kemiliiminesans
goriintiilenmesi Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi.

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler:

2-merkaptoetanol (Sigma)
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
% 0,25 Tripsin-etilendiamin tetraasetik asit soliisyonu (Thermo)
a-Tibiilin primer antikoru (Santa Cruz)

Akrilamid (Merck)

Amonyum persiilfat (Sigma)

Antibiyotik-antimikotik soliisyonu (Thermo)

ATF4 primer antikoru (Cell Signaling)

BAX primer antikoru (Solarbio)

D-Carvone (Sigma)

Deksametazon (Sigma)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma)

Dulbecco'nun modifiye Eagle besiyeri-Ham’s F12 besiyerleri (fenol red igeren ve

icermeyen) (Wisent)

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
Fetal sigir serum (Thermo)

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Merck)

Gliserol (Sigma)



Glisin (Sigma)

HSP70 primer antikoru (Abcam)

Hidrojen peroksit (Merck)

Hidroklorik asit (%37) (Merck)

Isopropanol (Honeywell)

Insulin transferrin selenium karisimi (100X) (Wisent)
Kaspaz-3 primer antikoru (Solarbio)
Kemiliiminesans substrat (Thermo)

LC3B-II primer antikoru (Cell Signaling)
Metanol (Merck)
N,N,N,N-tetrametilendiamin (Sigma Aldrich)
N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck)
Poliviniliden difloriir membran (Roche)
Pre-stained protein ladder (Thermo)
Sekonder antikorlar (Boster Bio)

Si1gir serum albumini (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)
Sodyum hidroksit (Merck)

Sodyum karbonat (Merck)

Sodyum kloriir (Sigma)

Tuzlu fosfat tamponu (PBS) tablet (Thermo)
Tween 20 (Santa Cruz)

Yagsiz siit tozu (Sigma)

Trizma baz (Sigma)



Analizlerde kullanilan aletler ve diger malzemeler:

Biyogiivenlik kabini (Thermo)

Calkalayici (Cleaver Scientific)

Derin dondurucu (-80°C) (Heraeus)

Distile su cihazi (Niive)

Dikey elektroforez sistemi (Cleaver Scientific)
Elektronik tart1 (Sartorius)

Faz kontrast invert mikroskop (Olympus)
Gli¢ kaynag1 (Cleaver Scientific)

Manyetik karistirict (Daihan Scientific)
Karbondioksitli inkiibator (Thermo)
Kemilliiminesans goriintiileme sistemi (Bio-rad)
Mikrobiyolojik inkiibatdr (Thermo)
Mikroplaka okuyucu (Biotek)

Otomatik pipetler (Eppendorf ve Capp)

pH metre (Inolab)

Santrifiij (Niive)

S1v1 azot tank1 (Air Liquide)

Su banyosu (GFL)

Vortex (Velp Scientificia)

Western blotting sistemi (Cleaver Scientific)
Balon joje (Isolab)

Beher (Isolab)

Flask 75c¢cm? (Nest)

Hiicre kaziyict (Isolab)

10



Meziir (Isolab)

Mikroplaka-96 kuyucuklu (SPL)

Petri kab1 (SPL)

Steril otomatik pipet uglar1 (Isolab)

Steril serolojik pipetler (Isolab)

Steril siringa filtre (Biosorfa)

Steril vida kapakl1 santrifiij tiipleri (Isolab)

Thoma lami (Isolab)

3.1. Hiicre Kiiltiiri

Bu calismada fare karacigerinden elde edilen ticari AML12 hiicre hatt1 (Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu CRL-2254) kullanilmistir. Deneylerde 3-10 arasi hiicre pasajlart kullanilmistir.
Hiicreler, %10 fetal sigir serumu, %] insiilin-transferrin-selenyum ¢ozeltisi, 40 ng/ml
deksametazon ve %] antibiyotik-antimikotik i¢eren Dulbecco'nun modifiye Eagle besiyeri-
Ham’s F12 besiyeri ile %5 CO;’li ortamda 37°C inkiibatorde yasatildi. Hiicrelerin haftada 2
veya 3 kez medyumu degistirildi ve %70-80 hiicre yogunluguna ulasildiginda 1:6 oraninda
pasajlandi. Hiicrelere tiim uygulamalar biyogiivenlik kabini igerisinde steril malzemeler
kullanilarak yapildi. D-carvone DMSO’da ¢oziildii ve tiim deneylerdeki gruplarin
besiyerlerindeki DMSO oran1 %0,2 idi. Akrilamid ise besiyerinde ¢oziildii.

3.1.1. Hiicre Canlihg Ol¢iimii

Hiicre canlilig1 6l¢iimii deneylerinde 96 kuyucuklu mikroplakalara, her bir kuyucukta 5000
adet olacak sekilde hiicreler ekildi. Ilk deneyde D-carvone’nun AMLI2 hiicrelerinin
canliligina etkisini gostermek icin hiicreler 24 saat boyunca 10, 25, 50, 100, 250 ve 1000 uM
konsantrasyonlarda D-carvone ile inkiibe edildi. Ikinci deneyde D-carvone’un akrilamid
uygulanan AML-12 hiicrelerinde canliliga etkisini arastirmak i¢in, hiicrelere 24 saat boyunca

10 mM akrilamid ile birlikte 10, 25, 50 ve 100 uM D-carvone konsantrasyonlar1 uygulandi.
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Hiicre canliligi Olglimiinde MTT testi kullanildi (52). 24 saatlik deneyler sonrasi
besiyerleri alinarak hiicrelere 10 ul MTT (5 mg/mL, tuzlu fosfat tamponunda ¢6ziildii) ve 100
ul fenol red igermeyen besiyeri konuldu ve hiicreler 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
MTT igeren besiyeri alinarak kuyucuklarda olusan formazan 200 ul DMSO ve 25 ul Sorenson
tamponu (0,1 M glisin ve 0,1 M sodyum kloriir; 0,1 M sodyum hidroksit ile pH:10,5’e
ayarlandi) ile ¢oziildii ve olusan renk mikroplaka okuyucuda 570/630 nm’de 6l¢iildii (53). Her
bir deney icin Olciilen absorbanslar kontrol grubunun ortalamasina boliiniirek sonuglar ayni

plakadaki kontrol grubunun yiizdesi olarak verildi.

3.2. Western Blot

Hiicreler petri kabina ekildi ve kaplar %70-80 hiicre doluluguna ulastiginda hiicrelere 24 saat
stireyle 10 mM akrilamid ile birlikte 10 ve 25 pM D-carvone konsantrasyonlar1 uygulanda.
Uygulamanin ardindan hiicreler tuzlu fosfat tamponu ile yikandi ve 10mM Tris (pH=8), 50
mM EDTA, %1 SDS (w/v) iceren 90 °C’ye kadar 1sitilmis olan liziz tamponu ile homojenize
edildi. Homojenatlarda protein diizeyi Lowry yontemi (54) ile ve standart olarak sigir serum

albumini kullanilarak 6l¢tildii.

Her bir grup i¢in 20 pg protein Laemmli yontemine (55) gore hazirlanan %4-12’lik
poliakrilamid jele yiiklenerek dikey sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile
ayrildi. Elektroforez sonrasi jeldeki proteinler poliviniliden difloriir membrana aktarildi.
Aktarim sonrast membran 1 saat boyunca oda sicakliginda %35 yagsiz siit tozu blokland1 ve
ardindan 4 °C’de gece boyunca primer antikorlar (ATF4 i¢in 1:1000, BAX icin 1:1000,
HSP70 icin 1:10000, Kaspaz-3 i¢in 1:1000, LC3B-II i¢in 1:1000 diliie) ile inkiibe edildi.
Daha sonra membranlar 1 saat oda sicakliginda sekonder antikorlar (1:5000) ile inkiibe edildi
ve kemilliiminesans substrat kullanilarak goriintiilendi. Elde edilen bantlara ait yogunluklar
Image-J programi kullanilarak hesaplandi (56) ve her bir proteine ait sonu¢ ayni numunenin
yiikkleme kontrolii olarak kullanilan o-tiibiilin sonucuna oranland1 ve sonuglar ayni

membrandaki kontrol grubuna oranlanarak kontroliin kati olarak verildi.
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3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 20.00 programi (Lisans no:10240642) kullanilarak
gerceklestirildi. Parametrelerin karsilastirilmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve anlaml
fark saptandiginda gruplar arasi karsilagtirma icin Tukey testi kullanildi. Sonuglar ortalama +

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

Tek basina D-carvone uygulamasinin hiicre canliligina etkisi Sekil 4.1.’de goriilmektedir.
AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle D-carvone uygulamasi sonrasi hiicre canliliklar1 kontroliin
ylizdesi olarak; 10 uM uygulamada %101+2, 25 uM uygulamada %97+2, 50 uM uygulamada
%9542, 100 uM uygulamada %9443, 250 uM uygulamada %82+9, 500 uM uygulamada
%7944 ve 1000 uM uygulamada %71+4 olarak bulundu.

250, 500 ve 1000 uM D-carvone uygulamalar hiicre canliligin1 kontrole ve 10, 25 ve
50 uM D-carvone uygulamalarina gore anlamli olarak azaltt1 (tiimii i¢in p<0.05). 500 ve 1000
uM D-carvone uygulamalari hiicre canliligint 100 pM D-carvone uygulamasina gére anlamli
olarak azaltt1 (her ikisi i¢in p<0,05). Bu sonuclara gore tek basimna uygulandiginda hiicre
canliliinda anlamli degismeye yol agmayan 10, 25, 50 ve 100 uM D-carvone

konsantrasyonlar1 sonraki deneyde kullanildi.

120

*» "', Is §
HESI
80 - T *, T9 I, §3 ”

100 -

60 -

Hiicre canlihig
(Kontrol %)

0 -

D-carvone (uM) - 10 25 50 100 250 500 1000

Sonuglar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
istatistiksel analiz i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma i¢in Tukey
testi kullamld: (p>0.05).

*: Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

F: 10 pM D-carvone uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda p<0.05.

$: 25 uM D-carvone uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda p<0.05.

§: 50 pM D-carvone uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda p<0.05.

[|: 100 pM D-carvone uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda p<0.05.

Sekil 4.1. Tek basina D-carvone uygulamasinin hiicre canliligina etkisi
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Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin hiicre canliligina etkisi Sekil 4.2.’de
goriilmektedir. AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle 10 mM akrilamid ile birlikte D-carvone
uygulamasi sonrasi hiicre canliliklar1 kontroliin yiizdesi olarak; tek basina akrilamid
uygulamasinda %46+1, akrilamid ile birlikte; 10 uM uygulamada %511, 25 pM uygulamada
%51+1, 50 uM uygulamada %50+0, 100 uM uygulamada %49+2 olarak bulundu.

Tim akrilamid uygulamasi yapilan gruplarda hiicre canliligi kontrole goére anlamli
olarak diistiktii (timi i¢in p<0,05). Akrilamid ile birlikte 10, 25 ve 50 uM D-carvone
uygulamalar1 hiicre canliligini tek basina akrilamid uygulamasina gore anlamli olarak arttirdi
(timii i¢in p<0,05). Bu sonuglara gore akrilamid uygulamasina bagl hiicre canliligindaki
azalmay1 D-carvone’un en fazla engelleyen konsantrasyonlari olan 10 ve 25 uM segilerek

sonraki deneylerde kullanildi.

120

100 -

100

80 -

5t * 1

Hiicre canlihg
(Kontrol %)
[*2)

o

40 -
20 -
0 .
D-carvone (uM) - - 10 25 50 100
Akrilamid (10 mM) - + + + + +

Sonuglar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilagtirma icin Tukey
testi kullanild: (p>0.05).

*: Kontrol ile kargilagtirildiginda p<0.05.

+: 10 mM akrilamid uygulanan hiicreler ile karsilasgtirildiginda p<0.05.

Sekil 4.2. Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin hiicre canlihgina etkisi
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Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin HSP70 diizeyine etkisi Sekil 4.3.te

goriilmektedir. AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle 10 mM akrilamid ile birlikte D-carvone

uygulamasi sonrast HSP70 diizeyleri kontroliin kati

olarak;

tek basina akrilamid

uygulamasinda 1,97+0,12, akrilamid ile birlikte; 10 uM uygulamada 1,63+0,26 ve 25 uM

uygulamada 1,43+0,11 olarak bulundu.

Tim akrilamid uygulamasi yapilan gruplarda HSP70 diizeyleri kontrole gére anlamli

olarak yiiksekti (tlimii i¢in p<0,05). Akrilamid ile birlikte 25 uM D-carvone uygulamasi

HSP70 diizeyini tek basina akrilamid uygulamasina gére anlamli olarak azaltt1 (p<0,05).

D-carvone (uM)

10

25

Akrilamid (10 mM)

+

+

+

HSP70 (~70 kDa)

o-Tiibiilin (~52 kDa)

2,50

2,00

—
n
=

1,00

HSP70/a-Tibulin
(Kontroliin kati)

1,00

2
’.ll
S

0,00

1,97

—> |

—> A |

1,63

D-carvone (uM) -

10

Akrilamid (10 mM) -

4

+

Sonuglar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
istatistiksel analiz i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastirma icin Tukey

testi kullanildi.
*: Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

+: 10 mM akrilamid uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda p<0.05.

Sekil 4.3. Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin HSP70 diizeyine etkisi
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Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin ATF4 diizeyine etkisi Sekil 4.4.te
goriilmektedir. AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle 10 mM akrilamid ile birlikte D-carvone
uygulamasi sonrast ATF4 diizeyleri kontroliin kat1 olarak; tek basina akrilamid
uygulamasinda 1,56+0,23, akrilamid ile birlikte; 10 uM uygulamada 1,09+0,10 ve 25 uM
uygulamada 0,89+0,08 olarak bulundu.

Tek bagina akrilamid uygulamasi yapilan grupta ATF4 diizeyi kontrole gore anlamli
olarak yiiksekti (p<0,05). Akrilamid ile birlikte 10 ve 25 pM D-carvone uygulamalar1 ATF4

diizeyini tek bagina akrilamid uygulamasina gore anlamli olarak azaltti (her ikisi i¢in p<0,05).

D-carvone (uM) | - - |10 ] 25
Akrilamid (10mM)| - | + | + | +

ATF4 (~49 kDa) —)I.-d"" I

a-Tiibiilin (~52 kDa) —)M

2,00

1,80

1,60
1,56

1,40

1,20

— e

—

1,00 {— e — 1,09

080 | TSI S B -

ATF4/a-Tibiilin
(Kontroliin kati)

0,60 +— — — o e
0,40 +— R e R -
0,20 S — PR -

0,00 — — — — —

D-carvone (uM) - - 10 25

Akrilamid (10 mM) = + + +

Sonuglar 3 bagimsiz tekrar i¢in ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz icin Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar aras: kargilagtirma igin Tukey
testi kullamldi.

*: Kontrol ile karsilagtirildiginda p<0.05.

+: 10 mM akrilamid uygulanan hiicreler ile karsilagtirildifinda p<0.05.

Sekil 4.4. Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin ATF4 diizeyine etkisi
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Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasmnin BAX diizeyine etkisi Sekil 4.5.’te

goriilmektedir. AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle 10 mM akrilamid ile birlikte D-carvone

uygulamasi sonrast BAX diizeyleri kontroliin kat1 olarak; tek basina akrilamid uygulamasinda

1,55+0,20, akrilamid ile birlikte; 10 uM uygulamada 1,28+0,22 ve 25 pM uygulamada

0,92+0,16 olarak bulundu.

Tek basina akrilamid uygulamasi yapilan grupta BAX diizeyi kontrole gore anlamli

olarak ytiksekti (p<0,05). Akrilamid ile birlikte 25 pM D-carvone uygulamasi BAX diizeyini

tek basina akrilamid uygulamasina gore anlamli olarak azaltt1 (p<0,05).
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Sonuglar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
istatistiksel analiz i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar aras: kargilastirma icin Tukey

testi kullamildi.

*: Kontrol ile karsilagtirildiginda p<0.05.
+: 10 mM akrilamid uygulanan hiicreler ile karsilagtirildifinda p<0.05.

Sekil 4.5. Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin BAX diizeyine etKisi
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Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin prokaspaz 3 diizeyine etkisi Sekil 4.6.
’da (A ve B) goriilmektedir. AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle 10 mM akrilamid ile birlikte
D-carvone uygulamasi sonrasi prokaspaz 3 diizeyleri kontroliin kati1 olarak; tek basina
akrilamid uygulamasinda 1,88+0,20, akrilamid ile birlikte; 10 uM uygulamada 1,99+0,32 ve
25 uM uygulamada 2,05+0,33 olarak bulundu.

Tiim akrilamid uygulamas: yapilan gruplarda prokaspaz 3 diizeyleri kontrole gore

anlamli olarak yiiksekti (tlimii i¢in p<0.05).

Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin aktif kaspaz 3 diizeyine etkisi Sekil
4.6.’da (A ve C) goriilmektedir. Kontrol gruplarinda aktif kaspaz 3 protein bandi goriilmedi
ve bu sebeple sonuclar ayni deneydeki tek basina akrilamid uygulanan grubun kati olarak
verildi. AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle 10 mM akrilamid ile birlikte D-carvone
uygulamas1 sonrasi aktif kaspaz 3 diizeyleri tek basina akrilamid uygulanan grubun kati
olarak; akrilamid ile birlikte; 10 pM uygulamada 0,54+0,08 ve 25 uM uygulamada 0,62+0,15
olarak bulundu. Akrilamid ile birlikte 10 ve 25 pM D-carvone uygulamalar1 aktif kaspaz 3

diizeyini tek bagina akrilamid uygulamasina gore anlamli olarak azaltti (her ikisi i¢in p<0,05).

19



A)

D-carvone (uM) | - - |10 | 25
Akrilamid (10 mM)| - + | + | +

| Prokaspaz 3 (~30 kDa) H - ———

| Aktif kaspaz 3 (~17kDa) =] W W

[ aTibiilin (52 kDa) —>> [Nl

B)

2,00 I

._
n
=y

—
=
=

(Kontroliin kati)

1,00

Prokaspaz 3/a-Tibilin

{ s
n
S

0,00
D-carvone (uM) - - 10 25

Akrilamid (10 mM) - + . +

)

1,00

0,62

Aktif kaspaz 3/a-Tubiilin
(Akrilamid uygulanan hiicrelerin kati)

0,00
D-carvone (uM) - 10 25

Akrilamid (10 mM) + + +

Sonuglar 3 bagimsiz tekrar i¢in ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

istatistiksel analiz icin Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar aras: kargilagtirma igin Tukey testi kullanilds.
*: Kontrol ile kargilagtinlldiginda p<0.05.

#: 10 mM akrilamid uygulanan hiicreler ile karsilagtinldifinda p<0.05.

Sekil 4.6. Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasimnin prokaspaz 3 ve aktif
kaspaz 3 diizeyine etkisi
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Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasinin LC3B-II diizeyine etkisi Sekil 4.7.de

goriilmektedir. AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle 10 mM akrilamid ile birlikte D-carvone

uygulamasi sonrast LC3B-II diizeyleri kontroliin kati olarak; tek basmna akrilamid

uygulamasinda 3,59+0,20, akrilamid ile birlikte; 10 uM uygulamada 3,17+0,58 ve 25 uM

uygulamada 2,18+0,55 olarak bulundu.

Tiim akrilamid uygulamasi yapilan gruplarda LC3B-II diizeyleri kontrole gore anlamli

olarak yiiksekti (tlimii i¢in p<0,05). Akrilamid ile birlikte 25 uM D-carvone uygulamasi

LC3B-II diizeyini tek bagina akrilamid uygulamasina gore anlamli olarak azaltt1 (p<0,05).

D-carvone (uM)

10

25

Akrilamid (10 mM)

+

+

—

LC3B-II (~14 kDa)

o-Tiibiilin (~52 kDa)

—> [\A\w |

-
wn
=

LC3B-Il/a-Tubiilin
(Kontroliin kati)
N
)

[—]

1,00

0,50 -

1,00

— *

3,59

0,00

D-carvone (uM)

10

25

Akrilamid (10 mM)

+

-

Sonuglar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz icin Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar aras: kargilagtirma icin Tukey

testi kullamld.

*: Kontrol ile karsilagtirildiginda p<0.05.
t: 10 mM akrilamid uygulanan hiicreler ile karsilagtirildiginda p<0.05.

Sekil 4.7. Akrilamid ile birlikte D-carvone uygulamasimin LC3B-II diizeyine etkisi

Bu caligmada yer alan tiim 6l¢lim sonuglar1 Tablo 4.1.'de verilmistir.
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Tablo 4.1. Calismada yer alan tiim 6l¢iim sonuclar:

PARAMETRE ADI

DENEYSEL GRUPLAR VE UYGULAMALAR

Kontrol 10 uM D-Carvone 25 uM D-Carvone 50 uM D-Carvone 100 uM D-Carvone 250 uM D-Carvone 500 uM D-Carvone 1000 uM D-Carvone
1.tekrar 100,00 97,84 97,06 93,35 97,13 92,19 82,79 72,88
2.tekrar 100,00 101,31 94,82 93,94 93,57 80,72 74,73 74,39
Hiicre 3.tekrar 100,00 102,54 97,78 96,63 90,21 73,94 78,84 67,05
Canlihg:
(% Kontrol) Kontrol 10 mM Akrilamid 10 uM D-Carvone+ 25 uM D-Carvone+ 50 uM D-Carvone+ 100 uM D-Carvone+
1. tekrar 100,00 47,56 52,52 51,17 50,19 48,51
2. tekrar 100,00 45,11 50,55 52,55 50,47 51,71
3. tekrar 100,00 44,91 50,49 49,71 49,57 47,14
Kontrol 10 mM Akrilamid 10 uM D-Carvone+ 25 uM D-Carvone+
HSP70 diizeyi 1. tekrar 1,00 1,92 1,51 1,37
(Kontroliin kati) 2. tekrar 1,00 2,11 1,93 1,55
3. tekrar 1,00 1,87 1,45 1,37
Kontrol 10 mM Akrilamid 10 uM D-Carvone+ 25 uM D-Carvone+
ATF4 diizeyi 1. tekrar 1,00 1,81 1,19 0,85
(Kontroliin kati) 2. tekrar 1,00 1,38 1,09 0,98
3. tekrar 1,00 1,50 0,99 0,85
. Kontrol 10 mM Akrilamid 10 uM D-Carvone+ 25 uM D-Carvone+
BAX diizeyi 1. tekrar 1,00 1,76 1.40 0,92
(Kontroliin kati) 2. tekrar 1,00 1,55 1,40 1,07
3. tekrar 1,00 1,35 1,03 0,76
. Kontrol 10 mM Akrilamid 10 uM D-Carvone+ 25 uM D-Carvone+
Prokaspaz 3 diizeyi 1. tekrar 1,00 1.85 232 234
(Kontroliin kati) 2. tekrar 1,00 2,09 1,98 1,68
3. tekrar 1,00 1,70 1,68 2,12
. . Kontrol 10 mM Akrilamid 10 uM D-Carvone+ 25 uM D-Carvone+
Aktif ka‘spaz.3 diizeyi 1. tokrar _ 1,00 0,49 0,59
(10 mM akrilamid uygulanan 2. tekrar N 1,00 0,49 0,48
hiicrelerin kati)
3. tekrar - 1,00 0,63 0,78
Kontrol 10 mM Akrilamid 10 uM D-Carvone+ 25 uM D-Carvone+
LC3B-II diizeyi 1. tekrar 1,00 3,63 2,79 1,60
(Kontroliin kati) 2. tekrar 1,00 3,78 3,84 2,70
3. tekrar 1,00 3,37 2,89 2,24

ATF4: Aktive edici transkripsiyon faktorii 4; BAX: BCL-2-iliskili X proteini HSP70: Is1 sok proteini 70; LC3B-II: Mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3B-II
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5. TARTISMA

Akrilamid esas olarak poliakrilamid iiretiminde kullanilmakla birlikte ayn1 zamanda gidalarda
Maillard reaksiyonu sonucu da olusabilir. Bu agidan hem meslekleri nedeniyle hem de gesitli
gidalarla insanlar giinlik hayatta AA’ya maruz kalabilmektedirler (1). AA’nin insanlarda
cesitli zararli etkileri gdsterilmis olmakla birlikte viicutta esas metabolize edildigi yer olan
karacigerde de zararl etkilerinin oldugu bildirilmistir (2,3). Fare kaynakli hepatositler olan
AMLI12 hiicreleri, hepatositlerde ilag arastirmasi ve toksisite ¢caligmalarinda in vitro bir model

olarak siklikla kullanilmaktadir (4).

D-Carvone esansiyel yaglarin aktif bir bileseni olup literatiirde antioksidan, anti-
inflamatuar, anti-kanser ve anti-nosiseptif etkiler gosterdigi bildirilmektedir (16,17).
Literatiirde D-carvone’un AA’ya bagli hepatotoksisite lizerine etkisini arastiran bir ¢alismaya
rastlamadik. Bu ¢alismada, AA uygulanan AML-12 hiicrelerinde D-carvone’un sitotoksisite,

apoptoz, otofaji ve hiicresel stresler iizerine etkisi aragtirilmasi amaglanmaisti.

Caligmamizda oncelikle D-carvone AMLI12 hiicrelerine tek basina uygulanarak hiicre
canlilifina etkisi belirlendi. 24 saat siireyle uygulandiginda D-carvone’un 250 uM ve iizeri
konsantrasyonlarda AMLI12 hiicrelerinde canlilifi anlamli olarak azalttigini  bulduk.
Bulgularimiz ile benzer olarak Zenginer (57) de 24 saat sonunda 250 pM ve iizeri D-carvone

konsantrasyonlarinda AML12 hiicrelerinde canliligin azaldigini bildirmistir.

Literatiirde 10 mM AA’nin karaciger kokenli hepatoma hiicrelerinde sitotoksik etkileri
gosterilmis (58-61) olmakla birlikte AMLI12 hiicrelerinde AA’nin etkisinin aragtirildigi bir
caligmaya rastlamadik. Calismamizda ilk kez 10 mM AA’nin AMLI12 hiicrelerinde sitotoksik
etkileri oldugunu gosterdik. Ayni zamanda D-carvone 10, 25 ve 50 pM konsantrasyonlarda
AMLI12 hiicrelerinde AA’ya bagl hiicre canliligindaki azalmay1 anlamli olarak arttirdi. Bu

bulgumuz ile D-carvone’un AA’ya bagli hepatotoksisiteyi azalttig1 ilk kez gosterilmistir.

Ist sok proteinlerinin ¢esitli stres kosullarina karsi hiicrelerdeki {iretimi artmaktadir
(5). HSP70 de 1s1 sok protein ailesinin bir tiyesi olup literatiirde hem karaciger kdkenli HepG2
hiicrelerinde (58) hem de karaciger kokenli olmayan hiicrelerde (62,63) AA uygulamasinin
HSP70 diizeyini arttirdigi bildirilmistir. Caligmamizda literatiir ile uyumlu olarak AA
uygulanan AMLI12 hiicrelerinde HSP70 diizeyi anlamli olarak artarken, ayn1 zamanda 25 uM
D-carvone uygulanan hiicrelerde HSP70 diizeyi AA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak
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azaldi. Is1 sok yanitinda bu azalma D-carvone’un AA uygulamasima bagli ER stresi gibi

hiicresel stresleri azaltmasina bagl olabilir.

Literatiirde AA’nin ER stresini arttirdigit HepG2 hiicrelerinde (64), zebra baligi
fibroblast hiicrelerinde (65) ve insan ndroblastoma hiicrelerinde (66) bildirilmistir.
Calismamizda da literatiir ile uyumlu olarak AA uygulanan AMLI12 hiicrelerinde ER stresi
belirteci olan ATF4 diizeylerinin arttigin1 bulduk. Bununla birlikte ¢calismamizda D-carvone
10 ve 25 pM konsantrasyonlarda AA uygulamasina bagli artig1 6nledi ve bu bulgumuz D-
carvone’un AMLI12 hiicrelerinde AA wuygulamasina bagli ER stresini azalttigim

gostermektedir.

Calismamizda hiicre 6liim yollarindan biri olan apoptozun (10) degerlendirilmesi i¢in
aktif kaspaz-3 ve BAX diizeylerini Olctiik. Calismamizda 10 mM AA uygulanan AMLI12
hiicrelerinde aktif kaspaz 3 ve BAX diizeylerinin arttigini bulduk. Calismamizla uyumlu
olarak, Chu ve ark. (61) 10 mM AA’nin HepG2 hiicrelerinde apoptozu arttirdigini
gostermislerdir. Bununla birlikte D-carvone AA uygulanan AML12 hiicrelerinde 10 ve 25 pM
konsantrasyonlarda aktif kaspaz 3 diizeyini ve 25 uM konsantrasyonda BAX diizeyini anlamli
olarak azaltti. Bu bulgularimiz D-carvone’un AMLI12 hiicrelerinde AA uygulamasina bagl

apoptozu azalttigini géstermektedir.

Karaciger kokenli hiicrelerde 10 mM AA’nin bagka bir hiicre 6liim yolu olan otofajiyi
de arttirdig1 bildirilmektedir (58). Calismamizda 10 mM AA uygulanan AML12 hiicrelerinde
LC3B-II diizeylerinin arttigini, birlikte uygulanan D-carvone’un ise 25 pM konsantrasyonda
AA uygulanan AMLI2 hiicrelerinde LC3B-II diizeylerini anlamli olarak azalttigin1 bulduk.
Bulgularimiz D-carvone’un AMLI12 hiicrelerinde AA uygulamasina bagli artan otofajiyi

azalttigin1 gostermektedir.

Sonug olarak c¢alismamizda, D-carvone 10 mM AA uygulanan AMLI2 hiicrelerinde azalan
canliligt anlamli olarak arttirken, artan aktif kapaz-3, BAX, LC3B-II, ATF4 ve HSP70
diizeylerini ise anlamli olarak azaltti. Bu sonuglarimiz D-carvone’un AA uygulanan AML-12
hiicrelerinde sitotoksisiteyi, apoptozu, otofajiyi ve hiicresel stresleri azalttigini1 gostermektedir.
Bulgularimiz 1s1¢1inda D-carvone’un AA’ya bagli hiicresel hepatotoksisiteyi azaltmada etkili
olabilecegini sdyleyebiliriz. Bununla birlikte ¢aligmamiz in vitro bir hiicre kiiltiirii ¢alismasi
olup bu ¢alismadan elde edilen verilerin gelecekte gerceklestirilecek daha kapsamli ¢aligsmalar

ile desteklenmesi gereklidir.
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