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OZET

AKRILAMIDIN iNSAN AKCIiGER EPIiTEL HUCRELERI UZERINDEKI
SITOTOKSISITESI, GENOTOKSISITESI VE KARSINOJENITESININ
ARASTIRILMASI

SEVAL KONTAS YEDIER
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi, 160 SAYFA
(TEZ DANISMANTI: Prof. Dr. ZULAL ATLI SEKEROGLU)

Kimyasal olarak sentezlenen ve bir vinil monomeri olan akrilamid (ACR),
endiistriyel ve ticari olarak ¢esitli alanlarda siklikla kullanilmaktadir. Endiistriyel
kullaniminin yani sira, ACR’nin yiiksek sicakliklarda hazirlanan gidalarda olustugu
ve sigara dumaninda bulundugu deneysel bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. Bu nedenle
ACR’nin insanlar iizerindeki olas1 sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkilerinin
degerlendirilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. ACR ile ilgili baz1 ¢alismalar kanser
olusumu ile pozitif iliski kurarken, bazilar1 ise kanser olusumu i¢in ACR’nin viicuda
alim seklinin 6nemli oldugu seklindeki goriisleri desteklemistir. ACR maruziyeti ile
akciger kanseri riski arasindaki iliski tam olarak bilinmemektedir. ACR’nin insana
ait akciger hiicrelerindeki sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkileri ilk kez bizim
calismamuiz ile arastirilmistir.

ACR’nin sitotoksisitesi MTT testi ile; genotoksisitesi y-H2AX ve 53BP1
kolokalizasyon testi ve Comet testi ile belirlenmistir. ACR’nin karsinojenitesi de,
neoplastik transformasyon testi (kontak inhibisyon testi) ve soft agar koloni olusum
testi (ankraj bagimsiz biiylime testi) ile degerlendirilmistir. ACR’nin deneylerde
kullanilacak konsantrasyonlarmin ve BEAS-2B hiicre hatti i¢in IC50 degerinin
belirlenmesi amaciyla hazirlanan 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01, 0.005 mM’lik ACR
konsantrasyonlar1 24, 48, 72 saatlik maruziyet siirelerinde hiicrelere uygulanmis ve
MTT testi gerceklestirilmistir. 1 mM’lik konsantrasyona kadarki muamelelerde
diisiik bir sitotoksisite gozlenirken, 1 mM’dan itibaren sitotoksisitenin artmaya
basladigt ve test edilen en yiiksek konsantrasyonlar olan 5 ve 10 mM
konsantrasyonlarda ise sitotoksisitede ciddi artiglar oldugu tespit edilmistir.
Uygulanacak deneyler i¢in kullanilacak ACR konsantrasyonlart 0.5, 1 ve 2 mM
olarak belirlenmistir.

ACR’nin 24 saatlik maruziyetinde ko-lokalize olan odaklar harig, y-H2AX ve
53BP1 odaklarindaki artislarin konsantrasyon artigina bagli oldugu goriilmiistiir. 48
ve 72 saatlik uygulamalar sonucu ise, hem y-H2AX, hem 53BP1 hem de ko-lokalize
odak sayilar1 konsantrasyon artisina bagli olarak artmigtir. ACR’nin tiim
konsantrasyonlarinda ve muamele siirelerinde kuyruktaki DNA yiizdesi, kuyruk
momenti ve olive kuyruk momenti degerlerinde artiglar tespit edilmistir. Neoplastik
transformasyon testinde, 72 saatlik ACR muamelesini takiben BEAS-2B



hiicrelerinde negatif kontrol ile kiyaslandiginda c¢esitli morfolojik degisikliklerin
meydana geldigi goriilmiistiir. Soft agar koloni olusum testinde, en yiiksek koloni
sayist 2 mM’lik konsantrasyonda saptanmistir. Sonuglara gore 72 saatlik ACR
uygulamasi sonrasinda, transformasyona ugrayan ve soft agarda biiyiiyen kolonilerin
sayisinda doza bagli bir artis gézlemlenmistir.

Sonuglarimiz ACR’nin akciger bronsial epitel hiicreleri {lizerinde sitotoksik
etkilere ve DNA hasarina yol agabilecegini gostermistir. Calismamiz ACR
maruziyetinin, hiicrelerin morfolojilerindeki degisimleri, DNA c¢ift zincir kiriklarinin
olusumunu, proliferasyonun ve transformasyonun artisini ve transforme hiicrelerin
ankorajdan bagimsiz boliinme ve biiyiime yetenegi kazanmalarini indiikledigi agikca
goriilmektedir. Bu nedenle bu calisma sonucglari, ACR maruziyetinin akciger
hiicrelerinde karsinogenezi indiikleyebilecegi ve akciger kanseri olusumu agisindan
bir risk olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: 53BP1, Akrilamid, Comet Testi, Genotoksisite, Insan Akciger
Hiicresi, Karsinojenite, Sitotoksisite, y-H2AX.



ABSTRACT
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CARCINOGENICITY OF ACRYLAMIDE ON HUMAN LUNG EPITHELIAL
CELLS
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PHD THESIS, 160 PAGES
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Acrylamide (ACR), a vinyl monomer, is chemically synthesized and
frequently used in various industrial and commercial areas. In addition to its
industrial use, it has been shown in many experimental studies that ACR occurs in
foods prepared at high temperatures and is in cigarette smoke. Therefore, evaluation
of the possible cytotoxic, genotoxic and carcinogenic effects of ACR on humans is
very important. While some studies about ACR have established a positive
relationship with cancer formation, the others have supported the routes for ACR to
enter the body is important for cancer formation. The relationship between ACR
exposure and lung cancer risk is not fully known. The cytotoxic, genotoxic, and
carcinogenic effects of ACR in human lung cells are investigated for the first time in
our study.

Cytotoxicity of ACR was determined by MTT test, and its genotoxicity was
determined by y-H2AX and 53BP1 co-localization test and comet Test. The
carcinogenicity of ACR was also evaluated by the neoplastic transformation test
(contact inhibition test) and soft agar colony formation test (anchorage independent
growth test). ACR concentrations of 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01, and 0.005 mM
were prepared to determine the concentrations of ACR to be used in the further
experiments and the 1C50 values for the BEAS-2B cell line. The cells were treated
with the different ACR concentrations for 24, 48 and 72 hours and then MTT test
was performed. While low cytotoxicity was observed in treatments up to 1 mM
concentration, it was observed that cytotoxicity started to increase from 1 mM.
Significant increases in cytotoxicity were detected at 5 and 10 mM concentrations,
the highest concentrations tested. The ACR concentrations to be used for the further
experiments were determined as 0.5, 1, and 2 mM.

It was observed concentration-dependent increases in the y-H2AX and 53BP1
foci, except for the co-localized foci for 24 hour ACR treatment. y-H2AX, 53BP1
and co-localized foci numbers also increased in a concentration-dependent manner
for 48 and 72 hours. We found increases in the percentage of DNA in the tail, tail
moment, and olive tail moment values at all ACR concentrations and treatment
times. Various morphological changes were observed in BEAS-2B cells compared to
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the negative control after 72 hours of ACR treatment. In the soft agar colony
formation test, the highest number of colonies was detected at the 2 mM. According
to the results, after 72 hours of ACR treatment, dose-dependent increases were
determined in the number of transformed colonies growing on soft agar.

Our results indicated that ACR can show cytotoxic effects and cause DNA
damage on lung bronchial epithelial cells. We clearly showed that ACR can induce
changes in the cell morphology, formation of DNA double-strand breaks, increases
in cell proliferation and transformation, and the ability to divide and grow
independently of the anchorage. Therefore, the results of the present study support
the hypothesis that ACR exposure may induce carcinogenesis in lung cells and may
be a risk for lung cancer formation.

Keywords: 53BP1, Acrylamide, Carcinogenicity, Comet Test, Cytotoxicity,
Genotoxicity, Human Lung Cell, y-H2AX.
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1. GIRIS

Niifus artisiyla birlikte diinyada giivenilir besin talebinin karsilanmasi ve
insanlar tarafindan gidalarin bozulmadan kullanilmasinin saglanmasi amaciyla
uriinlere uygun islemlerin uygulanmasi ve uygun kosullarda muhafaza edilmesi
gerekmektedir. Gida maddelerinin daha uzun siire dayandirilmasi ig¢in uygulanan
islemlerden birisi 1s1l islemdir. Bu islem sayesinde, mikroorganizmalarin gelisimi
Onlenebilmekte, gidalarin duyusal 6zellikleri, tat, renk, lezzet, doku c¢esitliligi ve
aromas1 Qelistirilebilmekte ve istenmeyen enzimler inaktive edilebilmektedir. Bu
amagclar dogrultusunda besinler; pisirme, kizartma, sterilizasyon veya pastorizasyon
gibi ¢esitli 1s1l islemlere maruz birakilabilir (Tareke ve ark., 2002). Gidanin belirli
sicakliklarda 1sitilmasi, 1s1 kaynakli toksik maddelere sebep olan gesitli kimyasal
reaksiyonlara neden olmakta ve bu 1sil islemler esnasinda istenmeyen birgok
karsinojenik veya mutajenik bilesikler olusabilmektedir (Mogol ve Gékmen, 2016).
Canli organizmalar, insanlar ve c¢evre icin tehlike olusturabilen bu maddeler
insanlarda basta kanser olmak ftizere farkli bircok kronik hastaliga neden olan
mutasyonlara yol acabilmektedir (Aring ve ark., 2000). Bu maddelerin basinda
karbonhidrat, protein ve yaglarla zenginlestirilmis bilesiklerden olusan akrilamid
(ACR), furan ve tiirevleri, imidazol ve tiirevleri, heterosiklik aminler, nitrozamin,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, kloropropanol ve esterleri gibi bilesikler

gelmektedir (Hamzalioglu ve ark., 2018).

Gidalardaki kesfinden once kimyasal olarak sentezlenen ACR, plastik
maddelerde, biyolojik ve analitik biyokimyasal arastirmalarda, enjeksiyon
maddelerinde, matbaacilik ve tekstil tiriinlerinde, kozmetik triinlerinin tretiminde,
proteinlerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda, tiinel, baraj gibi yapilarin insasinda,
madencilikte, petrol ve dogal gaz islemede ve bunun gibi bir¢ok alanda siklikla
kullanilan endiistriyel bir kimyasal bilesik olarak bilinmektedir ve ticari olarak ¢esitli
alanlarda siklikla kullanilmaktadir (Tareke ve ark., 2002). Ayrica kalafatlama (Tahta
dosemelerin aralarini su gegirmeyecek bigimde macunlama), bazi yapistiricilar ve
gida paketleme gibi tiiketici iriinlerinde de kullanilmistir. Bunun yani sira, sigara

dumaninda da bir bilesen olarak tespit edilmistir (Sharp, 2003; Rifai ve Saleh, 2020).



Son yillarda, insanlarin beslenme aliskanliklar1 ve sagliklari ile iliskili
caligmalarin sayisinda onemli artislar olmustur. Gidalarin hazirlanmasi sirasinda
olusan birgok reaksiyon sonucu meydana gelen yeni bilesiklerin bir kismi tirinlerde
istenirken (6rnegin bazi aroma bilesikleri), bir kismi ise Kotli aroma birakarak iiriiniin
tiiketimini olumsuz yonde etkilemesinden veya insan sagligi iizerinde olusturduklari
olumsuz etkilerden dolayr istenmemektedir. Endistriyel kullaniminin yani sira,
beslenme araciligiyla da saglik iizerine olumsuz etkileri bulunan bir madde olan

ACR deneysel birgok ¢alismada 6n plana ¢ikmistir (Goliikcii ve Tokgoz, 2005).

Deney hayvanlar lizerinde 1970’li yillarda yapilan ¢alismalarda, toksik bir
madde olarak goriilen ACR’nin canlilarda kanser olusturabilecegi bildirilmistir
(Heath ve ark., 1975). Daha sonraki yillarda ACR ile alakali ¢ok sayida arastirma
yapilmis ve bu arastirmalar, ACR’nin uzun siireli ve yiiksek dozda alinmasinin
kanserlesmeye neden olabilecegi bildirilmistir (Johnson ve ark., 1986). Ancak, bu
maddenin yiyeceklerin igine katilmayip farkli alanlarda kullanilmasindan dolay1
canlilar1 etkilemeyecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, ACR’nin canlilardaki zararl
etkileri ¢ok fazla arastirilmamistir. Stockholm iiniversitesinden Tareke ve
arkadaslarinin 2000-2002 yillar1 arasinda yaptiklari arastirmalar sonucunda, 120
°C’nin iizerindeki sicakliklarda pisirilen gidalarda yiiksek miktarda ACR
olusumunun oldugunu rapor edilmistir ve ACR’nin dogal olarak olusmayip sadece
kimyasal olarak sentezlendigi goriisii ortadan kaldirilmistir (Tareke ve ark., 2000;
Tareke ve ark., 2002). Yapilan bazi ¢alismalarda da, tiitiiniin yiiksek sicaklikta
yanmasindan dolayr ACR’nin olustugu ve viicuda ACR aliminin oldugu ortaya

konulmustur (Huang ve ark., 2007; Scherer ve ark., 2007).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) yetkilileri tarafindan yapilan bir toplantida, ACR ile ilgili gelismeler ele
alinarak bir rapor yaymlanmistir (Anonim, 2002a). ACR maruziyeti sonrasinda bu
bilesige maruz kalan insanlarda cesitli zararlarin olustugunun goézlenmesinden bu
yana, ACR iizerinde yogunlasilan bir madde haline gelmistir (Granath ve ark., 2001,
Besaratinia ve Pfeifer, 2007).

Yapilan bir ¢caligmada, ACR igeren patates Cipsini devamli tiikketen 14 saglikli

goniilliide bazi proinflamatuar durumlarin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (Naruszewicz



ve ark., 2009; Lin ve ark., 2013). ACR’ nin beslenmeyle aliminin, g¢ocuklarda ve
ergenlerde yetiskinlerden daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Dybing, 2005; Lin ve
ark., 2013). Bu nedenle, 6zellikle ¢ocuklarin ACR barindiran besinleri fazla miktarda
tiiketmesi sonucu daha fazla miktarda ACR aldiklar1 ve daha yiiksek risk altinda

olabilecegi endisesi bulunmaktadir (Anonim, 2007; Maronpot ve ark., 2015).

ACR’nin insanlar iizerinde olasi karsinojenik etkilerinin degerlendirildigi
arastirmalarda farkli sonuglara rastlamildigi géze g¢arpmaktadir. Birgok c¢alismada
ACR’nin bagirsak, bobrek, mesane, agiz, 6zofagus, girtlak, meme, ovaryum veya
prostat kanserleri olusumu ile iliskili olmadig1 belirtilirken (Mucci ve ark., 2003;
Pelucchi ve ark., 2006), birgok epidemiyolojik ¢alismada ise, ACR maruziyetinin
meme kanseri (Olesen ve ark., 2008), bobrek kanseri (Hogervorst ve ark., 2008a)
gibi ¢esitli kanserler ile iliskili oldugu desteklenmistir (Ji ve ark., 2013). insanlarda
besinlerle ACR aliminin artis1 ile endometrium, yumurtalik ve bobrek kanserinin
sikligimin arttigi rapor edilmistir (Hogervorst ve ark., 2009b; Chen ve ark., 2013).
ACR’nin ratlarda, meme ve tiroid bezi tiimorlerinin olusumuna neden oldugu da
bildirilmistir (Johnson ve ark., 1986; Friedman ve ark., 1995; Maronpot ve ark.,
2015).

Mevcut literatiir bilgileri 1s181inda, deney hayvanlar1 iizerinde yapilan
calismalarda ACR’nin gesitli dokularda ozellikle yiiksek dozlarda karsinojenik
etkiler gosterdigi net olarak ortaya konulmasina ragmen, insanlar iizerine yapilan
caligmalarda oldukga farkli sonuglara ulasildig1 goriilmektedir. Bazi ¢calismalar ACR
alimi ile kanser olusumu arasinda pozitif iliski kurarken (Hogervorst ve ark., 2007,
Hogervorst ve ark., 2008a; Olesen ve ark., 2008; Boyaci ve Cengiz, 2012), bazi
caligmalar ise beslenmeyle ACR alimindan kaynakli kanser vakalarinda bir artisin
olmadigim bildirmektedir (Wilson ve ark., 2008; Hogervorst ve ark., 2008b; Larsson
ve ark., 2009c; Boyaci ve Cengiz, 2012). ACR maruziyeti sonucu elde edilen
karsinojenite bulgularindaki farkliliklarin nedenleri arasinda; istatistiksel agidan
yetersiz Olglide hedef populasyonda galisiimasi, arastirmanin kisa stireli yiiriitiillmesi
ve ACR diginda karsinojen olma ihtimali olan diger kimyasallarin da aragtirma
siiresince maruziyete neden olmasi gosterilmektedir. Bununla birlikte, ACR’nin
giinlik tiiketimdeki bircok gidada da bulunmasindan dolayi, kontrol grubundaki

bireyler ile maruziyet olabilecegi diisiiniilen ¢alisma grubu bireyleri arasinda dnemli
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diizeyde farklilik tespit edilmesinin zor olmasi gibi etmenlerin de rol oynayabilecegi,
bildirilen nedenler arasindadir (Exon, 2006; Besaratinia ve Pfeifer, 2007; Boyaci ve
Cengiz, 2012).

ACR’nin karsinojenitesiyle ilgili ¢calismalarin ¢ogu kemirgenlerde yapilmistir
ve insanlardaki potansiyel etkileri konusundaki bilgilerimizin ¢ogu bu ¢alismalardan
elde edilen verilere dayanmaktadir (Anonim, 1994; Lin ve ark. 2013). Genel
populasyonda ACR ve kanser arasindaki iligki i¢in epidemiyolojik kanitlar tutarsiz
ve belirsizdir (Pelucchi ve ark., 2006; Larsson ve ark., 2009c; Mucci ve Adami,
2009; Hogervorst ve ark., 2010; Lin ve ark., 2013). Beslenmeyle alinan ACR’in baz1
kanser tilirlerinin olusumunu tetikleyebildigini gosteren bazi c¢alismalar mevcuttur.
Ancak ACR ile akciger kanseri riski arasindaki iligski bilinmemektedir (Hogervorst
ve ark., 2009a).

Cevremizde sayilart her gegen giin artan ve biyolojik etkileri tam olarak
bilinmeyen sentetik ve dogal maddelerin kullanimlarinin hizla artmasi ve kanser
vakalarindaki artiglar, bu maddelerin karsinojenik ya da mutajenik potansiyelleri
yoniinden test edilmeleri geregini ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle kanser riskini
belirleyebilecek  6zellikte biyogostergelere ihtiyag duyulmus ve genetik
toksikolojinin 6nemi her gecen giin artmistir (Sekeroglu, 2010). Genetik toksisite;
cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen hasarlari, DNA eklentileri,
DNA kiriklari, gen mutasyonu, KA (Kromozom Anomalisi), klastojenite ve
andploidi gibi olaylar1 kapsayan genel bir terimdir (Young, 2002; Ustiin, 2007;
Sekeroglu, 2010). Genetik toksikoloji; toksikolojinin bir alt dali olup, organizmanin
normal biyolojik isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli
olarak hiicrelerin kromozom ve DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri
inceleyen bir bilimdir ve ¢esitli ajanlarin toksikolojik agidan degerlendirilmesinde
onemli bir yere sahiptir (Ustiin, 2007; Sekeroglu, 2010). Bir maddenin karsinojenik
potansiyelinin mutajenik kapasitesi ile yakindan ilgili oldugu belirtilmistir. Son
yillarda, Karsinojenik olan bir¢ok maddenin mutajenik; benzeri sekilde mutajenik
olan birgok maddelerin de karsinojenik oldugu gosterilmistir. Kimyasal maddelerin
mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasinda kuvvetli iligkinin olmasi,
mutagenezis testlerinin endiistri kuruluslar1 tarafindan kimyasal maddelerin

karsinojenik risklerinin arastirilmasinda tarama testleri olarak kullanilmasi sonucunu
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dogurmustur. Genetik toksisite testlerinden alinan pozitif sonuglar kimyasalin kanser
olusumuna neden olabilecegini gostermektedir (Mavournin ve ark., 1990; Vural,
2005; Sekeroglu, 2010). Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada,
cevresel etkenlerin (UV (Ultraviyole) ve irradyasyon gibi), endiistriyel kimyasallarin
etkisini aragtirmada, ¢esitli maddelerin toksik etkilerini ve giivenilirligini arastirmada

yaygin olarak kullanilmaktadir (Bedir ve ark., 2004; Sekeroglu, 2010).

DNA ¢ift zincir kiriklari, hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak ortaya
cikabilen en tehlikeli lezyon tiirleridir ve bunlarin etkili bir sekilde onarilmasi
hiicrenin saglikli bir sekilde fonksiyonlarini devam ettirebilmesi i¢in son derece
onemlidir. Ciinkii tamir edilemeyen bu hasar; genomik kararsizlik, kanser gelisimi ve
neoplastik transformasyona yol acan mutasyonlarin olusumuna neden olabilir
(Podhorecka ve ark., 2010; Ath Sekeroglu, 2013). DNA ¢ift zincir kiriklar
varhiginda, 5S3BP1 ve fosforlanmis H2AX (yH2AX) gibi DNA tamir ve DNA hasar
sinyalizasyonunda gorevli g¢esitli proteinlerin odaklar olusturdugu gosterilmistir. Bu
odaklara DNA tamir odaklar1 da denilebilir ve mikroskobik diizeyde bu odaklarin
saptanmasinin DNA ¢ift zincir kiriklarinin olusum ve tamir mekanizmalarina
bakilmaksizin DNA ¢ift zincir kiriklarinin belirlenmesi i¢in oldukg¢a hassas bir
yontem olarak distintilir. Bu teknik herbir hiicredeki tek bir DNA ¢ift zincir
Kirigiin Slgililmesini saglar (Belyaev ve ark., 2009; Lassmann ve ark., 2010). Cesitli
ajanlarin yol agtigi DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan diger bir
yontem de comet testidir. Tek hiicre jel elektroforez (Single cell gel electrophoresis)
teknigi olarak da adlandirilan comet yontemi, bircok memeli hiicresinde c¢esitli
ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozuklugunun tayinini amaglayan
calismalarda kullanilmaktadir. DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan bu
yontem, pek ¢ok fiziksel ve kimyasal mutajenin 6zellikle insanlarda yol actigi DNA
hasarmin tayininde, kanser hastalarinda DNA hasarinin derecesini ve tamirini tespit
etmede, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi hastaliklarda artmis DNA
hasarint belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir (Ostling ve Johanson, 1984;

Singh ve ark., 1988; Olive ve Banath, 2006; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Karsinojeniteyi belirlemek i¢in neoplastik transformasyon testi (Kontak
inhibisyon testi) ve soft agar koloni olusum testi (Ankraj bagimsiz biiyiime testi) gibi

cesitli yontemler kullanilmaktadir. DNA hasar1 onarimindan sorumlu olan genlerdeki
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yetersizlik, genlerde yaygin mutasyonlara neden olur ve buna bagli olarak kolaylikla
neoplastik transformasyonlar meydana gelir. Genlerdeki hasarlar, karsinogenezis
olayindaki baslica hedef noktalaridir. Bu genlerdeki degisimler sonucu, neoplastik
hiicreler gelisir. Onkogenik proteinlerin tiretimindeki asiriligi veya antionkogenik
proteinlerin  tretimindeki eksikligi, dengeyi neoplastik transformasyon ve
proliferasyon yoniinde dengeyi degistirebilir. Sonugta genetik hasar1 tamir
edilemeyen mutasyona ugramis (mutant) hiicrelerde yeni ek mutasyonlar meydana
gelir. Bunlar ¢ogalir, birikir ve hiicre arttminin yanisira, malign (kotii huylu)
transformasyonlar olusur. Soft agar koloni olusum testi, kontak inhibisyon testi
sonucu olusan odaklardaki hiicreleri ¢ogalmak ve bir ylizeye bagimli olup olmadigini
(baglanma-bagimli ya da baglanma-bagimsiz) anlamak i¢in uygulanmaktadir (Xie ve
ark., 2007).

ACR alimi1 ve akciger kanseri riski arasindaki iligki tam olarak
bilinmediginden, bu ¢alismada ACR’nin insan akciger epitel hiicre kiiltiirlerinde; 3-
[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi ile
sitotoksik etkisinin, YH2AX ve 53BP1 kolokalizasyon testi ve comet testi
yontemleriyle DNA hasar1 tizerindeki etkilerinin yani genotoksik etkisinin,
neoplastik transformasyon testi ve soft agar koloni olusum testi ile de karsinojenik

etkisinin bulunup bulunmadig arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Akrilamid (ACR) Kaynaklari, Kullamim Alanlari1 ve Maruziyeti

1893 yilinda Cristian Maureau tarafindan Almanya'da kimyasal bir bilesik
olarak kesfedilen ACR, uzun yillar boyunca kimyasal ve ticari olarak kullanilmistir.
ACR doymamus bir karbonil grubu igeren, kokusuz, suda ¢ok iyi ¢oziinen, beyaz,
kristalli bir madde olmakla beraber, havada kolayca reaktif olan ve hizla
polimerlesebilen, yani ACR molekiilleri (monomerler) birbirine baglanarak yeni
ozelliklere sahip daha biiyiik bir molekiil (polimer) olusturabilen (Kuklenyik ve ark.,
2005; Besaratinia ve Pfeifer, 2007; Lin ve ark., 2013), polimer ve reginenin
tiretiminde kullanilan diisiik molekiiler agirlikli bir vinil monomeridir (Ji ve ark.,
2013). Bu bilesik suda, asetonda ve etanolde ¢6ziinmektedir. Toprakta ve yeralti
suyunda yiiksek hareketlilige sahiptir ve biyolojik olarak parcalanabilmektedir
(Smith ve ark., 1997; Friedman, 2003).

ACR’nin polimerizasyonu ile polimerik 6zellikli yiiksek molekiiler agirliga
sahip poliakrilamid meydana gelmektedir. Poliakrilamid genelde kararli bir yapidair
ve kimyasal olarak inerttir (Carere, 2006; Besaratinia ve Pfeifer, 2007). Polimerik
ACR endiistride yaygin olarak kullanilir; 6rnegin, kanalizasyon ve atik su islemede
yardimer ¢oktiiriicii olarak, enjeksiyon maddelerinde baglayici olarak, kagit ve kagit
hamuru yapiminda gii¢lendirici olarak, kozmetik tliretiminde yumusatici, baglayici
veya dengeleyici olarak, analitik biyokimya ve biyolojik arastirmalar igin
kromatografide ve elektroforez matriksinde, proteinlerin ayrilmasinda ve
saflagtirilmasinda, igme suyunu aritmak i¢in ¢okeltici olarak, tiinel, baraj ve su
rezervuarlariin insasi i¢in sizdirmazlik maddesi olarak (Kuklenyik ve ark., 2005;
Carere, 2006; Lin ve ark., 2013), madencilik, petrol ve dogal gaz islemede (Lipworth
ve ark., 2012; Maronpot ve ark., 2015) siklikla kullanilmaktadir. ACR polimerleri,
ozellikle toprak erozyonunu azaltmak igin toprak diizenleyiciler olarak veya ¢amur
yogunlastirma ve susuzlastirma siirecini iyilestirmek i¢in topaklastiric1 olarak da

kullanilmaktadir (Friedman, 2003).

ACR’ye endiistriyel olarak maruz kalmanin yani sira, gida maddeleriyle
gerceklesen populasyon maruziyeti de mevcuttur (Vesper ve ark., 2008; Vesper ve

ark., 2010; Maronpot ve ark., 2015). ACR’nin yillik sanayi tiretimi 100 milyon kg’a
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ulasmigtir (Parzefall, 2008; Tan ve ark., 2013). ACR’nin yaygin kullanimi ve
gelisiglizel bosaltimi, sucul ekosistemlerde ACR’nin birikimine yol agmigtir
(Buranasilp ve Charoenpanich, 2011; Liu ve ark., 2013; Tan ve ark., 2013). Dahasi,
ACR’nin yiiksek su c¢ozintirliigiinden dolayr da sudan uzaklastirilmasi zordur
(Daughton, 1988; Tan ve ark., 2013).

Smith ve ark., (1996) poliakrilamidin ACR’ye depolimerizasyonunu 1si, 151k
ve dig ortam kosullarinin tesvik ettigini gostermislerdir (Friedman, 2003). Wallace ve
ark., (1986) topraga eklenen %1 poliakrilamidin domates ve bugdayin mineral
beslenmesi tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Topragin fiziksel niteliklerini,
dogurganligini ve mekanigini gelistirmek igin topraga eklenen %21 oranindaki
poliakrilamidin, depolimerizasyondan kaynaklanan yeterli ACR monomeri
olusturmayarak topragi kirletme ihtimalinin diisik oldugu sonucuna varmislar ve
potansiyel bir tehlike olusturmadigini rapor etmislerdir (Friedman, 2003). Erozyonu
azaltmak igin poliakrilamid ile muamele edilmis toprakta yetistirilen fasulye, musir,
patates ve seker pancarlarinda kalinti ACR analizi <10 pg/kg seviyelerini
gostermistir (Bologna ve ark., 1999; Friedman, 2003). Tarla bitkileri tarafindan
emilen ACR’nin, 18 saat sonra biiyiik 6l¢iide bozuldugu ve ACR’nin mantar veya
domatesde biyolojik olarak birikmedigini gozlemlenmistir (Castle ve ark., 1991,
Castle, 1993; Friedman, 2003).

Isveg'te tiinel yapiminda kullanilan ACR’ye maruz kalan insanlarda ACR’nin
olumsuz saglik etkilerinden sorumlu olabileceginin gozlenmesi, Tareke ve ark.,
(2000)’nin ACR ile gida arasinda bir iliski kurmasina yol agmustir. Kizarmis bir
yemek diyeti ile besledikleri siganlarda, kontrol diyeti ile beslenenlere gore,
ACR’nin hemoglobine baglanarak olusturdugu N-(2-karbamiletil) valin olarak
olglilen hemoglobin ACR eklentisinin 6nemli Ol¢iide yiiksek seviyelere sahip
oldugunu bulmuslardir (Tareke ve ark., 2000). Isil isleme tabi tutulmus yiyeceklerle
beslemenin analiz edilmesi, hemoglobin eklentilerininkine paralel miktarlarda
ACR’nin varligini ortaya ¢ikarmigstir. Ancak 2000 yilindaki bu gozlem biiyiik dl¢lide
g6z ard1 edilmistir. Bununla birlikte, 2 yil sonra Tareke ve ark., (2002) 1siyla islenmis
ticari gidalarda ve ozellikle karbonhidrat bakimindan zengin gidalarda yiiksek
sicaklikta pisirilen gidalarda ACR varligin1 gostermistir. Yaygin olarak duyurulan bu

bulgular, gidalardaki ACR seviyelerinin belirlenmesi ve islenmemis gidalardaki
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ACR onciillerinin dogasi iizerine diinya ¢apinda ¢alismalar1 tegvik etmistir. Cesitli

gidalarin ACR igerikleri Tablo 1’de listelenmistir.

Cizelge 2.1 Cesitli Islenmis Gidalarda ACR Diizeyleri (Friedman, 2003)

Gida Akrilamid (ng/kg)
Kavrulmus badem 260
Kavrulmus leblebi 12
Kavrulmus findik 128
Kavrulmus fistik 66
Kavrulmus kuskonmaz 143
Pismis tiriinler: simit, ekmek, kek, kurabiye 70-430
Bira, malt ve peynir alt1 suyu i¢ecekleri 30-70
Biskiivi, Kraker 30-3200
Cikolata tozu 15-90
Kahve tozu 170-351
Tirk kahvesi 266
Misir cipsi, Cips 34-416
Kraker 247
Gevrek ekmek 800-1200
Pogaca 120
Balik irtinleri 30-39
Et ve kiimes hayvani tiriinleri 30-64
Kaplanmus fistik 140
Findik ve findik yagi 64-457
Patates cipsi 170-3700
Kizarmus patates 200-12000
Misir gevregi 122
Bebe biskiivisi 152
Atigtirmaliklar 30-1915
Kavrulmus soya fasulyesi 25
Kavrulmus aygekirdegi 66

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), ¢ok sayida yapilmis olan calismalardan elde
edilen verilere dayanarak, besinlerle birlikte ACR aliminin giinde ortalama 0.3-0.8 ¢
arasinda oldugunu bildirmistir (Anonim, 2002b; Lin ve ark., 2013). Endiistriyel
emisyonlar ve maruziyetten kaynakli olumsuz saglik etkileri yogun olarak
incelenmistir (Lipworth ve ark., 2012; Maronpot ve ark., 2015) ve giinliik 2.1 mg/kg
maruziyete kadar hicbir yan etki bildirilmemistir (Erdreich ve Friedman, 2004;
Maronpot ve ark., 2015). Gida katki maddeleri {izerine yapilan 64. FAO/WHO Ortak
Uzmanlar Komitesinde ACR’nin 1 g/kg aliminin genel niifus i¢in ortalamay1 temsil
ettigi belirtilmistir (Anonim, 2005; Maronpot ve ark., 2015). Beslenmeyle alinan
ACR insan sagligi icin potansiyel bir risk haline gelmistir. Bu nedenle, ACR
toksisitesini onlemek ya da hafifletmek igin etkili bir miidahale yontemi bulmak son

derece arzu edilen bir durumdur (Zhao ve ark., 2015).



ACR’ye kozmetik katki maddelerindeki aerosol soliisyonlarindan (6rnegin
kremler, viicut losyonlari, sampuanlar) dermal emilim yoluyla ve tiitin dumanindan
inhalasyon yoluyla da maruz kalinmaktadir (Weng ve ark., 2009; Fazendeiro, 2013).
Ayrica, ACR sigara basma 1.1-2.34 pg arasindaki konsantrasyonlarda sigara
dumanindan da emilebilmektedir (Smith ve ark., 2000; Lin ve ark., 2013).

2.2 Akrilamidin Biyolojik ve Kimyasal Ozellikleri

Sivi halde beyaz bir kristal gibi goriinen ve kokusuz olan ACR doymamus ¢ift
bag iceren bir amiddir (Blasiak, 2004) (Sekil 2.1). ACR’nin diisiik molekiiler agirlig:
ve sudaki yiiksek ¢oziintrligli, bu bilesigin c¢esitli biyolojik membranlardan
kolaylikla ge¢mesini saglamaktadir (Friedman, 2003). Erime sicakligi 84,56 °C,
kaynama sicakligi ise 125 °C’dir. Zayif asidik ve bazik 6zellik gosteren ACR, hem
suda hem de polar organik ¢oziiciiler olan metanol, etanol, dietil eter ve asetonda iyi
coziinmektedir. Ancak, polar olmayan coziiciilerde (hekzan ve heptan gibi) ¢ok az
¢oztinmektedirler (Goliikkcii ve Tokgdz, 2005; Nizamlioglu ve Nas, 2019). %50.69
karbon, %19.71 azot, %7.09 hidrojen ve %22.51 oksijen elementlerinin bilesiminden

olusmaktadir. Yakici veya tahris edici degildir (Nizamlioglu ve Nas, 2019).

NH,

H,C =

)

Sekil 2.1 ACR’nin Kimyasal Yapisi
(Nizamlioglu ve Nas, 2019)

Maruz kaldig1 oksidatif ajanlar veya erime sebebiyle ACR hemen polimerize
olabilmektedir. Polimerizasyon sonucu olusan polimerik form, ACR’yi su gecirmez
ve jel ozellikte bir bilesik haline getirmektedir (Kisabay ve ark., 2004; Arusoglu,
2015). Monomer ve polimer (poliakrilamid) olarak iki farkli formda olabilen
ACR’nin, monomer yapidayken toksik Ozellik gosterip, polimer yapida ise
gostermedigi belirtilmistir. Monomerik yapidaki ACR’nin memeli hayvanlarda
karsinojenik ve mutajenik etkiler meydana getirdigi ve sinir sisteminde zararl
etkilere yol acgtigr bildirilmistir (Lasekan ve Kassim, 2011; Nizamlioglu ve Nas,
2019).
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ACR iire (CO(NH.)2, formaldehit (HCHO), glioksal (CHO),, aldehitler
(RCHO), aminler (R2NH), tiyoller (RSH) gibi kiigiik reaktif molekiillerle reaksiyona
girebilmektedir (Lingnert, 2002). ACR’nin Karakteristik kimyasal yapist ve
metabolik doniisime (Sumner ve ark., 1999) girebilme kabiliyeti, farkli hiicresel
hedeflerle reaksiyona girmesine neden olmaktadir (Dearfield ve ark., 1995;

Friedman, 2003).

Bir o,B-doymamis karbonil grubu ile ayirt edilen ACR’nin kimyasal yapist,
hidroksil veya amino gruplarina ve DNA'daki niikleofilik merkezlere baglanmasina
yol agmaktadir. ACR niikleofillerle o6zellikle tiyolat anyonlariyla reaksiyona
girmektedir. Bununla birlikte, protaminler gibi proteinlere ACR eklenmesi
alkilasyona neden olabilir ve bu da potansiyel olarak epigenetik etkilere neden
olabilmektedir (Friedman, 2003). Ayrica ACR, basta hemoglobin olmak iizere
plazma proteinlerine de baglanabilmektedir (Besaratinia ve Pfeifer, 2007). ACR ve
metabolite olan glisidamidin (GA)’nin DNA ile etkilesimi sonucu meydana gelen
bilesikler Sekil 2.2 ve 2.3’de goriilmektedir.
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2012)
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2012)

12



ACR, sitokrom P450 2E1 (CYP2E1l) (Sumner ve ark., 1999) tarafindan
oksidatif biyotransformasyona ugramaktadir ve GA meydana gelmektedir (Sekil
2.4). GA, ana bilesik olan ACR’ye gore DNA ve proteinlere karsi daha reaktiftir
(Dearfield ve ark., 1995; Besaratinia ve Pfeifer, 2007). Yapilan in vitro laboratuvar
calismalari, ACR’nin adenin ve guanin bazlarinin amino gruplar ile tepkimeye
girerek farkl bilesikler meydana getirdigini gostermektedir (Solomon ve ark., 1985).
DNA iizerinde olusan bu genotoksik etkilerin, ACR’nin biyotransformasyona
ugramasiyla meydana gelen GA’dan kaynaklandigi rapor edilmistir (Paulsson ve

ark., 2003).

O
Akrilamid
CH, CH C NH,

O
/O\ Glisidamid
CH, CH C NH,

Sekil 2.4 ACR’nin GA’ya Doniistiiriildiigli Sematik Metabolik
Yol Gosterimi (Besaratinia ve Pfeifer, 2007)

2.3 Gidalarda Akrilamid Olusum Mekanizmalari

Gidalarda akrilamidin, lipid, karbonhidrat veya serbest aminoasitlerin
degradasyonu sonucu olusan akrolein veya akrilik asit yoluyla, malik, laktik ve sitrik
asit gibi organik asitlerden su veya karboksil grubu kaybedilmesiyle ve amino
asitlerden dogrudan olusum mekanizmasiyla ortaya cikabilecegi belirtilmektedir.
Yaygin olan goris ise, gidalarda akrilamidin bir aminoasit olan asparajin ile basit
sekerlerin (indirgen) reaksiyonu sonucu olustugu seklindedir (Nizamlioglu ve Nas,

2019).

13



ACR olugumuyla ilgili genel teori, gidalarda ACR olusumunun Maillard
reaksiyonu ile yakindan iliskili oldugu ve bu reaksiyonunun bir yan reaksiyon iiriinii
olarak olustugudur (Nizamlioglu ve Nas, 2019). Gida maddeleri arasindaki 1s1
kaynakli etkilesimler olarak adlandirilan Maillard reaksiyonu, gidalar1 saklama ve
isleme asamalari sirasinda meydana gelen, gidalarda renk degisikliklerine neden olan
ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonudur (Friedman, 1996; Friedman, 2005;
Friedman, 2015). Bunlar; indirgeyici sekerler, glukoz, fruktoz ve askorbik asit (C
vitamini) ile amino asitler, peptidler ve proteinler arasindaki reaksiyonlari
icermektedir. Maillard reaksiyonunun triinleri, pisirme ve kavurma sirasinda olusan
lezzet ve rengin c¢ogundan sorumludur. Bu reaksiyon, amino asitin
dekarboksilatlandigi ve bir aldehit olusturmak {iizere deamine edildigi bu ara

maddeler tarafindan amino asitlerin bozunmasidir (Mottram ve ark., 2002).

ACR, Maillard esmerlesme f{iriinlerinin olusumuna neden olan kosullar
altinda, gidalarin islenmesi sirasinda meydana gelmektedir (Friedman, 2003;
Friedman ve Levin, 2008; Friedman, 2015). ACR; tahil, kahve, badem, zeytin,
patates ve yer elmasi gibi bitkisel kaynakli gidalarin 120°C’yi asan sicakliklarda
kizartilmasi, pisirilmesi ve kavrulmasi gibi 1s1l islemler sirasinda (Tardiff ve ark.,
2010; Prasad, 2013), asparajinin amino grubu ile sekerlerin karbonil gruplari
arasinda 1s1 indiikleyici reaksiyonlar sonucu ortaya cikabilmektedir (Sekil 2.5)
(Friedman, 2015).
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ACR, belirli amino asitlerin (6rnegin; asparajin), 6zellikle indirgeyici sekerler
ve erken Maillard reaksiyon iiriinleri (N-glikozitler) ile kombinasyon halinde 1s1l
islemden gegirilerek salinmaktadir (Stadler ve ark., 2002). Bu nedenle, asparajin
acisindan zengin olan tahillar ve patates gibi pismis bitki bazli gidalar ACR
olusumuna sebep olmaktadir (Mottram ve ark., 2002). Disiik miktarlarda ACR
tireten diger amino asitler arasinda alanin, arjinin, aspartik asit, sistein, glutamin,
2003).
biyokimyasal analizler, serbest amino asitlerin, 6zellikle asparajin ve sekerlerin gida
sirasinda  (120-180C°)

metiyonin, treonin ve valin de bulunmaktadir (Friedman, Yapilan

isleme isitilmasinin- ACR  olusumuyla  sonuglandigini
gostererek yiyeceklerle viicuda alinan ACR’nin kaynagini belirlemislerdir (Sekil 2.6)
(Mottram ve ark., 2002; Stadler ve ark., 2002; Besaratinia ve Pfeifer, 2006;

Krishnakumar ve Visvanathan, 2014).
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Sekil 2.6 Asparajin ve Glukozdan ACR Olusumu
(Friedman, 2003)

Gidalarda ACR olusumunda asparajin yolu baskin yol olsa da Maillard
reaksiyon sistemi araciligiyla alternatif yollar da bulunmaktadir. Alternatif olarak

onerilen diger yollar sunlar1 icermektedir:

v Akrolein (1-propenal), basit bir a- veya B-doymamis aldehittir (Casella ve
Contursi, 2004). Ozellikle sivi ve kati yagda, akrilik asit yoluyla ACR
olusumu igin alternatif bir mekanizma olarak goriilmektedir (Stadler ve ark.,
2003). Aslinda, asparajin ile birlikte akroleinin belirli kosullar altinda kayda
deger seviyelerde ACR iiretebilecegini ortaya koymaktadir. Bu da akroleinin
lipit bakimindan zengin gidalarda ACR olusumunda kritik bir rol oynadigini
disiindiirmektedir (Yasuhara ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2005; Keramat ve
ark., 2011).
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Aspartik asit, karnosin ve B-alanin, akrilik asidi ACR’ye doniistiirmek igin
mevcut amonyakla kombinasyon halinde termal ayrigsma esnasinda akrilik asit
olusumu yoluyla ACR’yi meydana getirmektedir (Stadler ve ark., 2003;
Keramat ve ark., 2011).

Aminopropionamid, asparajinden ACR olusumu sirasinda bir ara {irin olarak
tanimlanmistir. Bu bilesik asparajin ve piriivik asit arasindaki reaksiyonlarda
da olugmaktadir ve ACR olusumunun etkili bir faktoriidiir (Zyzak ve ark.,
2003; Keramat ve ark., 2011).

Piruvik asit, serin ve sisteinin dehidrasyonu ile iiretilebilmektedir. Daha sonra
piriivik asidin laktik aside indirgenmesi ve akrilik aside dehidrasyonu ile
devam eden bu reaksiyon sonunda akrilik asit ACR’ye doniistiirilmektedir
(Yaylayan ve ark., 2005; Keramat ve ark., 2011).

ACR, a-dikarboni sinifli Strecker dehidrasyonu ile meydana gelebilmektedir
(Stadler ve ark., 2004; Keramat ve ark., 2011).

Benzaldehit ve stiren, Amadori bilesiklerinin pirolizi sirasinda ugucu
bilesikler olarak olusmaktadir. ACR asparajin dekarboksilatli Amadori
bilesiklerinden de olusturulabilmektedir (Stadler ve ark., 2004; Keramat ve
ark., 2011).

Seker-asparajin eklentileri, yiiksek miktarlarda ACR iiretmektedir ve bu da
erken Maillard reaksiyonunun ana ACR kaynagi oldugunu diistindiiriir
(Stadler ve ark., 2002; Keramat ve ark., 2011). ACR’nin gidalardaki hangi

molekiillerlerden sentezlendigi Sekil 2.7°de gdsterilmistir.
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Sekil 2.7 Gidalardaki Farkli Molekiillerlerden ACR’nin  Olusum Yollar
(Nizamlioglu ve Nas, 2019)

Gidalar pisirildiginde olusan ACR oranlari, gidalarda bulunan glukoz, fruktoz
gibi sekerlerin ve asparajin amino asidinin miktarina, uygulama siiresine ve
uygulanan sicaklik derecesine gore degisiklik gostermektedir. Buna 6rnek olarak;
180°C’de kizartilmis patateste, 120°C derecede kizartilmis patatesdeki ACR
miktarinin 30 kat daha fazlas1 olusmaktadir. Bu 6rnek bize, yiyeceklerin kizartilmasi
ve pisirilmesi gibi islemlerin yani sira, sicaklik derecesinin ve siirenin de ACR
miktarinda 6nemli oldugunu gostermektedir (Nizamlioglu ve Nas, 2019). Ancak

ACR’nin gidalarin haglanmasi esnasinda olusmadigi bildirilmistir (Mottram, 2002).
2.4 Akrilamidin Toksikokinetigi

ACR ile yapilan ¢alismalar sonucunda, ACR ve ACR’nin diger formlarinin
(poliakrilamid gibi) deriden ¢ok hizli ve biiyiik oranda emildigi ve deriden emilim

PR

oraninin uygulandigi viicut bolgesine gore degistigi belirlenmistir (Sumner ve ark.,
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2003). Ancak si¢an derisinden absorpsiyonun ¢ok yiiksek oranlarda olmadigi
bildirilmektedir. Ramsey ve ark., (1984) ACR’nin ciltten emiliminin uygulanan
dozlarin (2 veya 50 ug/kg) %25' kadar oldugunu hesaplamistir (Dearfield ve ark.,
1988; Zamani ve ark., 2017; Ghamdi ve ark., 2020). ACR’nin mide ve barsaklarda
¢ok daha hizli emildigi goriilmiistiir. Ancak, emilim yerleri tiirler arasinda degisiklik
gosterebilmektedir. Ayrica, emilim oranlart ACR’nin uygulama yollarina (damar igi,
sonda, dis maruziyet ve gidalarla), zamana ve tiire gore de onemli 6lgiide degisiklik
gosterebilmektedir (Doerge ve ark., 2005a; Doerge ve ark., 2005b). ACR’nin
insanlardaki emilimi ise, goniillii insanlar iizerinde yapilan deneylerle arastirilmaya
calisgilmistir. Fennell ve ark., (2005)’nin yaptig1 bir ¢alisgmada insan gruplarinin bir
kismina ACR igeren su verilmis ve bir kismina ise ACR’siz su igirilmistir.
Calismanin sonuglarina gore, uygulanan ACR konsantrasyonunun %34’liniin idrarla
atildig tespit edilmistir. Birkag giin sonra sonuglara bakildiginda ise, ACR’nin bir
kismmin da hemoglobin ya da serum proteinlerine baglanmis halde oldugu ortaya

¢ikmis ve ACR emiliminin aslinda %34’den daha fazla oldugu rapor edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda ACR ig¢in viicutta en yogun ve kolay atilim yolu idrar
olarak belirlenmistir. ACR ve ACR friinlerinin atiminin %40-70’1 idrarla, %5-6’s1
diskiyla, %6’s1 solunum yoluyla ve %15’i ise safrayla oldugu tespit edilmistir
(Sumner ve ark., 2003). Insanlardaki toksikokinetik calismalar, ACR icin 2.4-7.0
saatlik bir yarilanma 6mriiniin oldugunu gostermistir (Sorgel ve ark., 2002; Fuhr ve
ark., 2006). Idrardaki degismemis ACR, alman ACR’nin yaklasik %4.4’{inii
olusturmaktadir (Fuhr ve ark., 2006; Boettcher ve ark., 2006). Viicut tarafindan
alinan ACR’nin %60'indan fazlasi idrardan viicuda geri kazanilabilir (Fuhr ve ark.,
2006; Boettcher ve ark., 2006) ve bunlarin %86's1 glutatyon (GSH) konjugatlaridir.
Bunlar arasinda ACR’nin merkaptiirik asit metabolitleri (N-asetil-S-(2-
karbamoiletil)-sistein), GA (N-asetil-S-(2-hidroksi-2-karbamoiletil)-sistein) ve az
miktarda da diger tiirevler bulunmaktadir (Fennell ve ark., 2005).

Hem ACR hem de GA, plazma proteinlerine, 6zellikle hemoglobine
baglanmak i¢in Onemli bir afiniteye sahiptir. Hemoglobine bagli ACR ve GA,

ACR’ye maruz kalmanin dahili doz belirtegleri olarak bilinen N-terminal valin

eklentileridir (Friedman, 2003). ACR insan plasentasinda (Schettgen ve ark., 2004)
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ve anne siitiinde (Sorgel ve ark., 2002) de bulunabilmektedir ve dolayisiyla fetiise

veya yenidogan bebeklere kolayca aktarilabilmektedir (Besaratinia ve Pfeifer, 2007).

Erkek albino sicanlara radyoaktif isaretli ACR-('4C) uygulanarak yapilan bir
calismada, ¢esitli dokularda biriken radyoaktivite lglilmistiir. En yiiksek degerin
kanda oldugu tespit edilmistir. Bunun sebebi, kanda her 1 mol hemoglobine 4 mol
ACR’nin baglanmasina dayandirilmistir (Hashimoto ve Aldridge, 1970). Sican ve
fareler kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada ise, hayvanlar solunum yoluyla
ACR’ye maruz birakilmistir. Siganlarin dokularinda biriken ACR diizeyleri
yiiksekten diisige dogru; kan > testis > deri > karaciger > bobrek > beyin > dalak >
akciger > epididimis > yag olarak bulunmustur. Fare dokularinda ise; testis > deri >
karaciger > bobrek > epididimis > beyin > akciger > kan > yag seklinde siralanmistir.
Sonuglara bakilarak ACR’nin sigan ve fare dokularinda farkli sekilde dagildig rapor
edilmistir (Sumner ve ark., 2003).

Viicut igerisine giren ACR iki temel metabolik yolu izleyerek metatabolize
olur. Bunlardan birincisi glutatyon S-transferaz (GST) enziminin katalizledigi GSH
ile birlesmesidir (Sumner ve ark., 1992; Yener, 2008). Bu yol ratlar ve farelerin
idrarlarinda bulunan bir metabolit olan N-asetil-S-(3-amino-3-oksopropil)-sistein
olusumu ile sonuglanir. Hem rat hem de farelerde olusan temel metabolit olan bu
iriin, ratlarda goézlenen idrar metabolitlerinin %70’i ve farelerde goézlenen idrar
metabolitinin %40’ olusturur. N-asetil-S-(2-karbamoletil)-sistein ise insan
idrarindan atilan temel metabolittir (Friedman 2003; Yener, 2008). ACR’nin ikinci
metabolik yolu ise GA’y1 olusturacak epoksidasyondur (Calleman ve ark., 1990;
Sumner ve ark., 1992; Ghanayem ve ark., 2000). Kemirgenlerde GA’y1 veren
epoksidasyon reaksiyonu, CYP2E1 ile katalize edilmekte olup (Sumner ve ark.,
1999; Yener, 2008), GA’ya merkapturik asiti olusturmak i¢in GSH ile birlesmekte ya
da epoksit hidrolaz yardimiyla metabolize olmaktadir (Kirman, 2003; Yener, 2008)
(Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 ACR’nin Metabolik Semasi (Rifai ve Saleh, 2020)

Kemirgenlerde yapilan toksikokinetik c¢aligmalar, farelerin siganlara gore
onemli Ol¢iide ve daha diisiik miktarda idrarla atilan ACR-GSH konjugat
seviyelerine sahip oldugunu ve farclerde ACR’nin detoksifikasyonunun daha diisiik
oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, farelerde serbest ve GSH ile konjuge
edilmis GA seviyeleri si¢anlara gore dnemli Olciide yliksek goriilmiistiir (Sumner ve
ark., 1997). Ayrica, uygulanan ACR konsantrasyonu basina GA-hemoglobin eklenti
olusumunun derecesi farelerde sicanlara gore 3 ila 10 kat daha fazla bulunmustur
(Paulsson ve ark., 2001). Bu nedenle, kemirgenlerin insanlardan daha etkili bir
sekilde ACR’yi GA’ya metabolize ettigi sonucuna varilabilir (Fuhr ve ark., 2006;
Boettcher ve ark., 2006; Besaratinia ve Pfeifer, 2007).

2.5 Akrilamidin Toksisitesi

1994 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan, fare ve
ratlardaki pozitif biyoanaliz sonuglarina dayanarak, ACR’nin “insanlar {izerinde
muhtemel bir karsinojenik” madde oldugu belirtilip Grup 2A’ya dahil edilmistir
(Anonim, 1994; Fazendeiro, 2013). Diisiik ve yiiksek dozlarda ACR’nin toksisitesini
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incelemek igin yapilan bir g¢alismada, histopatolojik incelemeler sonucu ACR
toksisitesinden en fazla etkilenen organlarin karaciger ve bobregi takiben beyin,
tiroid bezi ve testis oldugu ortaya konulmustur. Ayrica ACR toksisitesinin doza
bagimli oldugu da belirtilmistir (Abd El-Mottaleb ve Rashed, 2008). ACR’nin
biyomakromolekiillere yonelik bir reaktif oldugu ve genotoksisiteye sebep olan
stipheli molekiillerden birisi oldugu ileri striilmiistiir (Paulsson ve ark., 2003; Ji ve
ark., 2013). Kemirgenler ile yapilan deneylerde ACR’nin norotoksisitesi, gelisimsel
ve lreme toksisitesi, genotoksisitesi ve Kkarsinojenitesi belgelenmistir (Parzefall,
2008; Kutting ve ark., 2009; Lin ve ark., 2013). Yiiksek miktarda ACR’ye mesleki
maruziyet sonucu maruz kalan insanlarla yapilan ¢alismalar, hayvanlarda gozlenen
norotoksik etkiler ile tutarlilik gostermistir (Anonim, 2005; Lin ve ark., 2013). Deney
hayvanlarinda, ACR’nin nérotoksik, genotoksik ve karsinojenik olmasinin yani sira
gelisimsel ve iireme toksisitesini de indiikledigi belirtilmistir (Tardiff ve ark., 2010;
Prasad, 2013).

Kemirgenlerde somatik ve germ hiicrelerinde norotoksik (LoPachin ve ark.,
2003), klastojenik (Ghanayem ve ark., 2005) ve mutajenik (Mucci ve Wilson, 2008;
Klaunig, 2008) etkileri bulunan ACR’nin, insanlarda da muhtemel bir karsinojen
olabilecegi ifade edilmektedir (Anonim, 1994; Lee ve ark., 2014).

2.5.1 Norotoksisite

Norotoksisite, ACR maruziyetinin énemli bir sonucudur ve 6nemli olglide
dikkat cekmektedir. Yapilan bir¢cok calisma, ACRmin giiclii bir ndrotoksik ajan

olabilecegini gostermistir.

Insanlarda ACR nérotoksisitenin genel semptomlari, karakteristik bir ataksi,
iskelet kasi zayifligi, kilo kaybi, distal sislik ve merkezi ve periferik sinir
sistemlerinde aksonlarin dejenerasyonudur. Ornegin, Isvec'in giineybatisina yakin bir
demiryolu tiineli insaati sirasinda isgilerde sinir fonksiyonlarinda bozulma
belirtilerinin gelismeye bagladigi tespit edilmis ve bunun da tiinel duvarmndaki
sizintilar1 su gegirmez hale getirmek icin kullanilan ACR igeren Rhoca-Gel adli 6zel
bir jelin oldugu bulunmustur. Bu ACR ve N-metilolakrilamid igeren enjeksiyon
maddesinin kisa siireli ancak yogun dozlarina maruz kalan isgilerde periferik

ndropatinin olustugu bildirilmistir. Periferik sinir semptomlart ile biyobelirteg olarak
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kullanilan hemoglobin eklentileri arasinda onemli bir doz-yanit iliskisi oldugu

gozlemlenmistir (Hagmar ve ark., 2001).

Kemirgen toksisite caligmalarinda, ACR'nin 10 mg/kg ile 50 mg/kg canli
agirlik/giin olarak tekrarlanan dozlarina maruz kalmanin ¢ogu laboratuar hayvani
tirlinde noropatiye neden oldugu bildirilirken, 100 mg/kg ile 200 mg/kg'lik tek
dozlara maruz kalmanin ise ¢ogu hayvanda oliimciil oldugu bildirilmistir (Anonim,
2010).

ACR'ye mesleki olarak maruz kalan populasyonlardaki norotoksik etkiler ise
bir¢ok epidemiyolojik calismayla belirlenmistir (He ve ark., 1989; LoPachin ve ark.,
2003; Zamani ve ark., 2017). Laboratuvar hayvanlarinda ACR nérotoksisitesi i¢in en
diisiik gozlemlenebilir yan etki diizeyi ise 2 pg/kg/giin olarak bildirilmistir (Zamani
ve ark., 2017). Kediler, siganlar, fareler, kobaylar, tavsanlar ve maymunlar gibi bazi
laboratuvar hayvani tiiriinde yapilan arastirmalar, ACR'nin tekrarlanan giinliik
maruziyetinin ataksi ve iskelet kasi zayifligi gibi etkilere yol actigi ortaya
konulmustur. Liu ve ark., (2015) ACR'nin sigan primer astrositlerinde apoptozu
indiikledigi, BV-2 mikroglia (merkezi sinir sisteminde bulunan makrofajlar)
hiicrelerinde de mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoza yol ag¢tigi goésterilmistir
(Zamani ve ark., 2017).

Erdemli ve ark., (2016) tarafindan yapilan arastirmalar, annelerin ACR’ye
maruz kalmasinin fetal beyin dokusundaki noronal yapilarda dejenerasyona,
hemorajik hasara ve beyinden kaynaklanan norotrofik faktor diizeylerinde azalmaya
neden oldugunu gostermistir. Yapilan in vitro ¢alismalarla, ACR’nin progenit6r noral
hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve noral biyobelirteglerin ekspresyonunu
azalttig1 One sirilmustir (Attoff ve ark., 2016; Matosoa ve ark., 2019). Chen ve
Chou (2015)’nun yaptig1 bagka bir ¢alismada ise, ACR'nin insan néroblastomunu ve
glioblastoma hiicresel farklilagmasini inhibe ederek sinir sistemini bozdugunu rapor

etmistir (Rifai ve Saleh, 2020).
2.5.2 Genotoksisite

Yapilan cesitli arastirmalar ile ACR’nin genotoksik, karsinojenik ve iireme
sistemi tizerinde etkileri oldugu gozlenmistir (Daughton, 1988; Tan ve ark., 2013).

ACR, genotoksisite bakimindan hem in vivo hem de in vitro olarak genis 0l¢iide
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incelenmis ve ACR’nin DNA hasari, gen mutasyonu, kromozom anormallikleri
(KA), mikronukleus (MN), kardes kromatid degisimi (KKD), programsiz DNA
sentezi, DNA tek zincir kiriklari, anoploidi, poliploidi olusumu ve diger mitotik
bozukluklara neden oldugu belirtilmistir (Adler ve ark., 1988; Mei ve ark., 2008;
Hansen ve ark., 2010; Zhao ve ark., 2015).

ACR ve metabolitleri ile ilgili olarak memelilerde yapilmis cesitli
aragtirmalar bulunmaktadir (Favor ve Shelby, 2005). ACR ve onun metaboliti olan
GA’nin DNA hasar potansiyeli comet yontemi ile karsilastirilmistir. 24 saat
inkiilbasyondan sonra V79 ve Caco-2 hiicrelerinde ACR’nin en yiksek
konsantrasyonunda DNA hasarinda 6nemli bir artis gézlenmistir. Bununla birlikte,
primer fare hepatositlerinde DNA zincir kiriklarinin oldugu bélgelerde indiiklenen
CYP2E1’de de 6nemli miktarda artis bulunmustur. GA ile dogrudan muamelelerde,
100 M ve iizerindeki konsantrasyonlarda V79 hiicreleri ve fare primer
hepatositlerinde DNA hasarinda 6nemli bir artis meydana geldigi goriilmiistiir. Caco-
2 hiicrelerinde GA’nin 300 M ve tizerindeki konsantrasyonlarinda DNA kiriklarinin
artisina neden oldugu gézlenmistir. Bu verilere gore ACR’ye kiyasla GA’nin daha
yiiksek bir genotoksik potansiyeli oldugu dogrulanmistir (Puppel ve ark., 2005).
Jiang ve ark., (2007)’nin yaptig1 bir ¢alismada, comet ve MN testi kullanilarak insan
hepatoma G2 (HepG2)  hiicrelerinde  ACR’nin  olasi  genotoksisitesi
degerlendirilmistir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve oksidatif DNA hasari
seviyesinin  hiicre i¢i  olusumlart  8-hidroksideoksiguanozinin  (8-OHdG)
immiinositokimyasal analizi ile degerlendirilmistir. Sonuglar, ACR dozlaria bagl
olarak HepG2 hiicrelerinde MN sikliginda ve DNA zincir kiriklarinin olusumunda
artiglar oldugunu gostermistir. ACR’ nin in vivo genotoksisitesinin erkek ve disi fare
gruplarinda arastirildigi bir ¢calismada, igme suyu yoluyla verilen 100 ve 500 mg/It
dozlarindaki ACR’nin ya da GA’nin MN’li retikiilosit sikligin1 6nemli derecede
arttig1 gorillmistiir. In vivo ve in vitro olarak gergeklestirilen laboratuvar testlerinde
ACR’nin ve temel metabolitlerinden olan GA’nin yiiksek dozlarda genotoksik etki
gosterdigi de belirlenmistir (Manjanatha ve ark., 2006; Besaratinia ve Pfeifer, 2007).
Hiicre kiltiirii calismalarinda ACR’nin ve GA’nin kromozom kiriklarmma ve
kromozomlarda nokta mutasyonlarina sebep oldugu (Rice, 2005; Yener, 2008), bazi

test sistemlerinde ise andplodiye sebep olan KA ve mitotik bozukluklara yol agtigi
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goriilmistiir (Dearfield ve ark., 1995; Yener, 2008). ACR’nin fare spermatositlerinde
ve rat kemik iliginde andploidiye sebep oldugunun gosterildigi bir ¢alismada, 120
mg/kg dozundaki ACR’nin hem i{ireme hem de viicut hiicrelerinde hiicre dongiisiinde
gecikmelere sebep oldugu belirlenmistir (Gassner ve Adler, 1996; Yener, 2008).
Ayrica uygulanan ayni1 dozun fare kemik iliginde KA y1 arttirdig1 ve mitotik indekste
ise azalmaya neden oldugu da tespit edilmistir (Adler ve ark., 1988; Yener, 2008).
Hem dolasim kanindaki eritrositlerde hem de kemik iligi polikromatik eritrositlerinde
(PCE) gergeklestirilen ¢ok sayidaki MN ¢aligmalarinda ACR’nin genotoksik
etkisinin oldugu ortaya konulmustur (Cao ve ark., 1993; Paulsson ve ark., 2002;
Yener, 2008). Fare ve ratlar kullanilarak yapilan bazi ¢alismalarda ACR’nin
farelerde  MN olusumunu arttirdigi (Paulsson ve ark., 2002; Yang, 2005b;
Manjanatha ve ark., 2006), buna karsin ratlarda MN olusumunu etkilemedigi
belirlenmistir (Paulsson ve ark., 2002; Yener, 2008). ACR’nin farkli dozlari ile 24 ve
48 saatligine maruziyete birakilmis insan kan lenfosit hiicreleri pozitif kontrol
(mitomisin C) ve negatif kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda, tim ACR
maruziyetlerinin KA’larin sikligim1 belirgin bir sekilde artirdigi gézlenmistir. Tim
uygulama dozlarinda mitotik indeksin 6nemli derecede diistiigii, kromozom ve
kromatid kiriklari, kardes kromatid birlesmeleri ve kromatid degisimlerinin arttigi
saptanmistir. Baz1 ACR konsantrasyonlarinda poliploidi de gézlenmistir. Bu sonuglar
ACR’nin insan lenfositlerinde kromozomlar iizerine in vitro olarak klastojenik
etkisinin oldugunu gostermistir (Aksu ve ark., 2010). Alzahrani (2011)'nin farelerle
yaptig1 bir ¢caligmada, 10, 20 ve 30 mg/kg'da tek seferlik verilen ACR dozlarinin ve
1-2 hafta boyunca 10 mg/kg'lik tekrarlanan dozlarin, kontrol grubuna kiyasla énemli
Olglide DNA hasarina, MN ve KA artisa neden oldugu rapor edilmistir. ACR’ye
maruz birakilan ratlarda comet yontemi ile hepatik dokulardaki DNA degisimleri
incelenmis ve ACR kaynakli hepatoksisitede genotoksik mekanizmalarin olasi
kalitimi1 agiklanmaya c¢aligilmigtir. Toplam protein, albiimin ve globiilin diizeylerinde
anlamli bir azalma kaydedilirken, aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT)’da 6nemli bir artis gézlenmistir. ACR, hem CYP2EL1 proteini
hem de mRNA ekspresyonunda diisiik regiilasyona sebep olmustur. DNA tek zincir
kiriklarinda doza bagl olarak 6nemli artislar goriilmistiir. Histopatolojik incelemeler

sonucunda da ACR’ye maruz birakilan ratlarin karacigerinde nekrotik ve dejeneratif
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degisiklikler saptandigi belirtilmistir (EI-Bohi ve ark., 2011). ACR ile muamele
edilen ratlar ve civciv yumurtalari kullanilarak retikiilositlerde MN olusumunu
incelenmistir. Rat ve civciv embriyolarindaki ACR maruziyeti sadece periferal kan
hiicrelerine degil aymi zamanda retikiilositlere de =zarar vermistir. Civciv
embriyosunda MN testi ACR’nin doz artigina bagl olarak pozitif sonuglar vermistir
(Venkatasubbaiah ve ark., 2013).

Insan karaciger embriyo L-02 hiicre hatti (Xu ve ark., 2009) ve insan
noroblastoma SH-SY5Y hiicre hatlar1 (Sumizawa ve lgisu, 2007) tizerindeki in vitro
calismalar ve Sprague-Dawley ratlarin testisleri (Yang ve ark., 2005a) ile Wistar
ratlarin merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi dokularinin (Li ve ark., 2006)
in vivo galismalar1 sonucu, ACR’nin apoptozisi indiikledigi de rapor edilmistir (Chen
ve ark., 2013).

ACR’nin yiiksek dozlarinin, in vitro c¢alismalarda (Jiang ve ark., 2007,
Catalgol ve ark., 2009) ve kemirgenlerde (Yousef ve ark., 2006; Zhu ve ark., 2008;
Zhang ve ark., 2010) kimyasal kronik hiicre hasarinin ve bazi durumlarda genetik
hasarin 6nemli bir kaynagi olabilen, ROS olusumuna, artisina ve antioksidan
savunma mekanizmalarinin etkinliginin azalmasina sebep olan oksidatif stresi
indiikledigi gozlenmistir (Lin ve ark., 2013). Kemirgenlerde ¢esitli organlarda ACR
kaynakli lipid peroksidasyonunun arttigi ve GSH miktarinin azaldigi belirtilmistir
(Zhu ve ark., 2008; Ghareeb ve ark., 2010; Prasad, 2013). ACR’nin hepatositlerde
(Cao ve ark., 2008), kalin bagirsak hiicrelerinde (Rodriguez-Ramiro ve ark., 2011) ve
sinir sistemi hiicrelerinde (Pernice ve ark., 2009; Park ve ark., 2010) oksidatif stres
olusturdugu ve hiicre fonksiyonlarini yavaslatarak hiicre Sliimiine yol actigi da
bildirilmistir (Chen ve ark., 2013). ACR’nin fare epidermal hiicrelerinde Cox-2
ekspresyonunu ve meme epitel hiicrelerinde nitrik oksit sintazi yiikselttigi rapor
edilmistir (Cook ve ark., 2011; Lim ve ark., 2011; Prasad, 2013). Cox-2' nin artan
ekspresyonunun, eninde sonunda hiicre yikimi ile sonuglanan apoptozu tetikleyen
enflamatuar reaksiyonlarin bir kademesi olarak sonuglandigi bilinmektedir (Prasad,
2013).

ACR’nin  CYP2E1 metabolizmasinda GA’ya doniisimiiniin  genotoksik

etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, CYP2E1 metabolizmasi inaktif erkek fareler ile
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kontrol grubu erkek farelere birbirini izleyen giinlerde 0, 12.5, 25 ve 50 mg/kg ACR
enjekte edilip belirli zamanlarda ACR maruziyeti olmayan disi farelerle
ciftlestirilmistir. Gebeligin son zamanlarinda yapilan uterus analizlerinde CYP2E1
metabolizmasi inaktif fare ile ¢iftlesmesi sonucu olusan uterus disinda, doza baglh
artan dominant 6ldiiriicii mutasyonlar saptanmistir. Bulunan sonuglara gore CYP2E1
ile GA’ya doniisiimiiniin hem viicut hiicreleri hem de iireme hiicrelerinde genetik
hasarlara neden oldugu goriilmiistiir (Besaratinia ve Pfeifer, 2007; Dasgin ve Yildiz,
2014).

Sonug olarak, yapilan pek ¢ok in vitro ve in vivo modeller kullanilarak
yapilan toksisite testlerde ACR’nin genotoksik etkisinin oldugu gozlemlenmistir
(Exon, 2006; Zamani ve ark., 2017).

2.5.3 Karsinojenite

ACR’nin hayvanlarda bir¢ok organda tiimor olusumuna neden oldugunu
belirten ¢alismalar mevcuttur (Johnson ve ark., 1986; Friedman ve ark., 1995; Chen
ve ark., 2013). ACR; uterus, deri, meme bezleri ve beyin de dahil bir¢ok organda
timor olusumuna sebep olan bir ¢oklu organ karsinojeni olarak nitelendirilmistir
(Parzefall, 2008; Capuano ve Fogliano, 2011; Tan ve ark., 2013). Bununla birlikte,
epidemiyolojik c¢alismalar insandaki ACR tiikketimi ve kanser arasindaki bagi tam
anlamiyla agikliga kavusturamamustir (Arribas-Lorenzo ve Morales, 2012; Tan ve
ark., 2013).

ACR’nin karsinojen potansiyelinin bulunup bulunmadiginin arastirilmasi igin
fare ve ratlarda cok sayida ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Iki y1l boyunca ratlarla ve farelerle
gerceklestirilen calismalarda, cesitli uygulama sekillerinde verilen ACR’nin tiimor
olusumuna sebep olabildigi belirlenmistir (Rice 2005; Yener, 2008). ACR’nin
ratlarin igme sularina karistirilarak verilmesi ile gergeklestirilen bir ¢alismada,
ACR’nin tiimor olusumuna neden oldugu ve erkek ratlarda testis ve tiroid
timorlerinin, disi ratlarda ise meme fibroadenomasi ve tiroid tiimorlerinin
olusumuna yol agtig1 belirlenmistir (Friedman ve ark., 1995; Yener, 2008). Park ve
ark., (2002) Suriye hamster embriyo (SHE) hiicrelerinde morfolojik doniisiimiin yani
sira potansiyel mekanizmalar da kullanarak, ACR’nin hiicresel transformasyona

neden  olabilecegi  olasiligin1  incelemistir. 0.5 mM  ve  iizerindeki
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konsantrasyonlardaki ACR maruziyetinin hiicrelerin morfolojik degisimini baslattigi
goriilmiistiir. ACR’nin subakut olarak muamelesi sonucunda tiroid, testis
mezotelyumu ve adrenal medulla gibi hedef dokularda karsinogenezde 6nemli rolii
olan DNA sentezinin arttigi gorilmistiir (Lafferty ve ark., 2004; Yener, 2008).
Yenidogan farelerle yapilan bir ¢alismada, ACR ve GA’nin karacigerde timor
olusumuna yol agtig1 rapor edilmistir (Von Tungeln ve ark., 2012). ACR’nin ratlarda,
meme ve tiroid bezi tiimdrlerinin olusumuna neden oldugu bildirilmistir (Johnson ve
ark., 1986; Friedman ve ark., 1995; Beland ve ark., 2013; Maronpot ve ark., 2015).
Hayvanlarin igme suyu ile yiiksek konsantrasyonlarda ACR’ye uzun siire maruz
kalmasi, hem erkek hem de disi bireylerde birden fazla bolgede timdr gelisimine yol
actig1 gozlenmistir (Exon, 2006; Rifai ve Saleh, 2020).

Mesleki veya diyetle maruziyetten sonra insanlarda ACR’nin karsinojenitesi
gbzden gecirilmistir (Anonim, 1994; Erdreich ve Friedman, 2004; Mucci ve Wilson,
2008; Mucci ve Adami, 2009). ACR’ye mesleki olarak maruz kalan bireylerde,
pankreas haricinde, diger herhangi bir organda kanser insidansinda doza baglh tutarl
bir artis olmamistir. ACR’ye diyetle maruz kalma ile, kolorektal, mesane, 6zofagus,
prostat, orofaringeal, girtlak, pankreas, mide veya akciger kanseri riski
iliskilendirilmemistir. Diyetteki ACR’nin meme, bobrek, yumurtalik ve endometriyal
kanser riski tizerindeki etkisine iligkin veriler ise tutarsizdir. Bu incelemelerin
ardindan, diyetteki ACR ile beyin, meme, endometriyal, bas ve boyun, yumurtalik,
prostat ve tiroid kanseri arasindaki iliskiyi inceleyen ek epidemiyolojik calismalar
ortaya ¢ikmustir (Hogervorst ve ark., 2009; Larsson ve ark., 2009a, b; Schouten ve
ark., 2009; Wilson ve ark., 2010). ACR maruziyeti sonucu yumurtalik ve
endometriyal kanserlerin olusumu arasinda bir iliski olabilecegi, ancak diger kanser
tipleri ile ACR maruziyeti arasinda bir iliskinin olmadigi rapor edilmistir (Larsson ve
ark., 2009b; Wilson ve ark., 2010; Anonim, 2012). Rastgele 5000 erkek ve kadindan
olusan bir grupla yapilan bir ¢aligmada, ACR’nin diyetle alinmasi ile bobrek kanseri
riski arasinda pozitif bir iligkinin baz1 gostergeleri bildirilmesine ragmen, mesane ve
prostat kanseri riski ile pozitif bir iligkisi bulunmamistir (Hogervorst ve ark., 2008a;
Anonim, 2012). Hogervost ve ark., (2007) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise, artan
beslenmeyle ACR alimi arasinda postmenopozal endometriyal ve yumurtalik kanseri

riski arasinda bir iligki olabilecegi diistiniilmiistiir (Boyaci ve Cengiz, 2012).
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Insanlarda besinlerle ACR alimmn artis1 ile endometrium, yumurtalik ve bobrek
kanserinin sikliginin arttig1 rapor edilmistir (Hogervorst ve ark., 2009b; Chen ve ark.,
2013). Bir¢ok ¢alismada ACR’nin bagirsak, bobrek, mesane, agiz, 6zofagus, girtlak,
meme, ovaryum veya prostat kanserleri olusumu ile iligkili olmadig1 belirtilirken
(Mucci ve ark., 2003; Pelucchi ve ark., 2006), birgok epidemiyolojik ¢alismada ise,
meme kanseri (Olesen ve ark., 2008), bobrek kanseri (Hogervorst ve ark., 2008a)
gibi ¢esitli kanserler ile iligkili oldugu desteklenmistir (Ji ve ark., 2013). Monomer ve
polimer {iiretimi sirasinda ACR’ye maruz kalan 8000’in iizerinde isgiyi kapsayan
epidemiyolojik bir caligmada, ACR’ye maruz kalma ile kanser ve kanserden
kaynaklanan oliimler arasinda bir iligki saptanmamustir. Diger taraftan, agir ACR
maruziyetinin pankreas kanser riskini 2 kat artirdigi goriilmistiir (Marsh ve ark.,
1999; Dasgin ve Yildiz, 2014). isvegli 43404 kadimin yer aldig1 ve en kapsamli
epidemiyolojik ¢alismalardan biri olarak gosterilen bir ¢aligmada, meme kanseri riski
ile diyetle alinan ACR arasinda istatistiksel agidan herhangi bir iliski bulunmamistir
(Mucci ve ark., 2005; Dasgin ve Yildiz, 2014). Yapilan bir ¢calismada meme kanserli
374 kadin ile postmenopozal 374 kadinin hemoglobin molekiiliine baglanan ACR ve
metaboliti olan GA diizeyleri karsilastirilmistir. Hem kontrol hem de vaka grubunda
benzer diizeylerde ACR ve GA bulunmustur. Sigara i¢imi, hipertansiyon, alkol alimi
gibi diger parametrelerin etkisi diizenlendikten sonra bu ¢alisma sonucuna gore
hemoglobine baglanan ACR diizeyleri ile Gstrojen reseptorii pozitif meme kanseri
arasinda anlamli bir iliski saptanmustir. Yiiksek Hb-ACR olan bireylerin Gstrojen
reseptorti pozitif meme kanseri olma riski 2.7 kat daha fazla bulunmustur (Olesen ve
ark., 2008; Dasgin ve Yildiz, 2014). Deney hayvanlar1 ile yapilan birkag
epidemiyolojik caligma ise, ACR'ye mesleki olarak ya da beslenme yoluyla maruz
kalmanin, insanlarda karsinojenik etkilere yol agtigina dair tutarli bir kanit

bulamamistir (Zamani ve ark., 2017; Kumar ve ark., 2018).

Goriilebilecegi tizere, ACR’nin olast karsinojenik etkilerinin degerlendirildigi
daha oOnceden yapilmis olan in vitro ve in vivo arastirmalardan farkli sonuglar

alindig1 géze ¢arpmaktadir.
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2.5.4 Bakteriyel Mutagenez

ACR’nin, bir ekzojen metabolik sistemin varliginda veya yoklugunda
Salmonella typhimurium test suslarinda (TA97, TA98, TA100, TA102, TA1535,
TA1537 ve TA1538) mutajenik olmadigr goriilmiistiir (Anonim, 1994; Besaratinia ve
Pfeifer, 2007). Ayrica, ACR’nin Escherichia coli ile yapilan mutasyon deneyinde
veya Klebsiella pneumoniae ile yapilan ileri mutasyon deneyinde de mutajenik
olmadig1 belirlenmistir (Besaratinia ve Pfeifer, 2005; Anonim, 2012).

2.5.5 In vitro Memeli Gen Mutasyonu

ACR’nin, fare lenfoma hiicrelerinde ve Big Blue fare embriyonik
fibroblastlarinda zayif bir sekilde mutajenik oldugu, ancak Cin hamsteri V79
hiicrelerinde mutajenik olmadigi rapor edilmistir (Anonim, 1994; Dearfield ve ark.,
1995; Besaratinia ve Pfeifer, 2007). Big Blue fare embriyonik fibroblastlarindaki
mutasyon sikligindaki artis, A—G gecisindeki ve G—C transversiyon
mutasyonlarindaki bir artisla iliskilendirilmistir (Besaratinia ve Pfeifer, 2003, 2004;
Anonim, 2012). Son yillarda yapilan ¢alismalar ile, ACR’nin rat lenfositinde Hprt
geninin (hipoksantinin inozin monofosfata ve guaninin guanozin monofosfata
doniisimiinti katalize eden bir transferaz) (Mei ve ark., 2010) ve rat testisinde gpt
geminin (protein kodlayan gen) (Koyama ve ark., 2011) mutasyonuna sebep oldugu

acikliga kavusmustur (Tan ve ark., 2013).
2.5.6 In vivo Memeli Gen Mutasyonu

ACR’nin, fareler kullanilarak yapilan spot testinde pozitif bir mutajenik yanit
verdigi gorilmistir (Neuhduser-Klaus ve Schmahl, 1989). Transgenik mutant
farelerin lacZ geni (Laktozu glukoz ve galaktoza parcalayan B-galaktosidaz enzimini
kadlayan gen) degerlendirildiginde, ACR’nin karacigerde mutajenik olmadigi (Krebs
ve Favor, 1997), ancak kemik iliginde artmig bir mutant frekans verdigi goriilmiistiir
(Hoorn ve ark., 1993; Anonim, 1994; Anonim, 2012).

Icme suyu ile ACR verilen transgenik Big Blue farelerinin dalak T
lenfositlerinde endojen Hprt geninde ve karaciger, akciger ve testislerde ekzojen cll
geninde artmis mutant frekanslara sahip oldugu gézlenmistir (Manjanatha ve ark.,
2006; Guo ve ark., 2009; Wang ve ark., 2010). Karaciger dokusundan alinan cll

mutasyonlarinin molekiiler analizi, G—T transversiyon mutasyonlarint ve -1 ve +1
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cerceve kaymasi mutasyonlarini gostermistir (Manjanatha ve ark., 2006). i¢gme
suyunda ACR uygulanan transgenik Big Blue si¢anlarin her iki cinsiyetinde dalak T
lenfositlerindeki endojen Hprt geninde ve disilerin tiroid ve kemik iliginde ekzojen
cll geninde artmis mutant frekans olusturdugu goriilmistir (Mei ve ark., 2010;
Anonim, 2012).

Dogum sonrasi 1., 8. ve 15. giinlerde ACR ile muamele edilen neonatal
B6C3F1/Tk +/- farelerinde, dalak T lenfositlerinin Hprt veya Tk geninde (timidinin,
timidin monofosfata doniismesini katalizleyen timidin kinaz enzimini kodlayan gen)
mutant frekansinda bir artis goriilmedigi belirtilmistir (Von Tungeln ve ark., 2009).
Buna karsilik, dogum sonrasi 1.-8. giinler arasinda yapilan muamelenin, her iki
gende de artan mutant frekans: ile sonuglandigi rapor edilmistir. Olusan bu Tk
mutasyonlar1 heterozigotluk kaybu ile iliskilendirilmistir (Von Tungeln ve ark., 2009;
Anonim, 2012).

2.5.7 Fertilite

ACR’nin spermatogenezde kromozomal anomalilere neden oldugu ileri
stirtilmustiir (Li ve ark., 2009). Erkek siganlarda 5 giinden daha fazla 15 mg/kg/giin,
farelerde ise 4 hafta siiresince giinde 12 mg/kg’a kadar ACR’ye maruz kalma sonucu
fertilitede bozulmalar goézlenmistir (Anonim, 2002a; Dasgin ve Yildiz, 2014). Oral
gavaj yontemi ile 0, 5, 10, 30, 45 ve 60 mg/kg/giin ACR verilen si¢canlarda ACR
dozuyla ters orantili olarak azalan sperm sayisi ve serum testosteron diizeyleri
bildirilmistir. Ayrica apoptozis ile iliskili gen ekspresyonunda artis kaydedilmistir
(YYang ve ark., 2005a; Dasgin ve Yildiz, 2014). Siganlarla yapilan bir ¢alismada, 0.5-
10 mg/kg ACR maruziyetinin, sicanlarin biiyiimesini geciktirdigi ve epididimal
sperm rezervlerini kontrol grubuna kiyasla azalttig1 rapor edilmistir. Ayrica ACR ile
muamele edilen siganlarin testislerinde histopatolojik lezyonlar da bulunmustur
(Wang ve ark., 2010; Zamani ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada, Wei ve ark.,
(2014) ACR'nin farelerde disi lireme sistemi i¢in toksik olabilecegini gézlemlemistir.
Oral ACR dozlarinin viicut agirliklarini, organ agirliklarini ve corpus luteum sayisini
onemli dl¢lide azalttigini gostermislerdir. ACR, doza bagli olarak serum progesteron
konsantrasyonlarmi da diisiirmiistiir (Zamani ve ark., 2017). Ek olarak, erkek

sicanlara 20 giin boyunca tekrarlanan ACR (20 mg/kg) maruziyetinin, doza bagl bir
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sekilde testosteron konsantrasyonunda azalmalara neden oldugu gozlemlenmistir
(Ali, 1983; Rifai ve Saleh, 2020).

Yiiksek diizeyde ACR alan laboratuvar hayvanlarinda iireme toksisitesi
degerlendirilmesine ragmen, insanda ACR'nin {ireme toksisitesi hakkinda dogrudan

bir kanit bulunmamaktadir (Tyl ve Friedman, 2003; Zamani ve ark., 2017).
2.5.8 Immiinotoksisite

ACR'nin bagisiklik sistemi tizerindeki olumsuz etkileri ile ilgili calismalar
oldukga sinirhidir (Exon, 2006; Rifai ve Saleh, 2020). Jin ve ark., (2012) tarafindan
yapilan bir c¢aligmada disi BALB/c farelerinde ACR'nin immiinotoksik etki
gosterdigi rapor edilmistir. ACR'nin lenf bezleri, timus ve dalakta patolojik
degisikliklere neden olmasimnin yani sira, son viicut agirligini, dalak ve timus
agirliklarini, lenfosit sayilarini azalttigi da gézlemlenmistir. Ayrica lenf bezlerinde,
timusta ve dalakta patolojik degisikliklerin meydana geldigi goriilmiistiir (Fang ve
ark., 2014; Ghamdi ve ark., 2020).

ACR’nin plasentay1 gegip fetiise ulastigi da rapor edilmistir. Ancak dogum
oncesi beslenmeyle viicuda alinan ACR'ye maruz kalma ile arastirilan bagisiklik ile
ilgili saglik sonuglari veya kan parametreleri arasinda Onemli bir iliski

bulunamamistir (Annola ve ark., 2008; Rifai ve Saleh, 2020).
2.5.9 Hepatotoksisite

ACR Karacigerde metabolize olmasina ragmen, insanlarda hepatotoksisitesine
iliskin raporlar hala azdir. Bununla birlikte, hayvanlarda yapilan ¢ok sayida ¢alisma,
beslenmeyla alinan ACR'nin oksidatif stres nedeniyle karacigerde zararli etkilerinin
oldugunu bildirmistir. 21 giin boyunca uygulanan 25 mg/kg’lik ACR dozunun,
deneysel yetiskin siganlarda karaciger GSH seviyesinde ve toplam antioksidan
durumunda o6nemli bir diisiis meydana getirdigi bulunmustur. Ayrica, ACR
uygulamasinin, stiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinde azalmaya, karaciger
enzimlerinin (AST ve ALT) serum seviyesinde artisa ve toplam oksidan durumu
seviyesinde de yiikselmeye neden oldugu rapor edilmistir (Ansar ve ark., 2016; Rifai
ve Saleh, 2020).
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2.6 Sitotoksisite, Genotoksisite ve Karsinojenitenin Degerlendirilmesinde

Uygulanan Baz1 Yontemler

Sayilar1 giin gectikge artan ve maruziyetleri sunucu meydana getirdikleri
biyolojik etkileri tam olarak bilinmeyen sentetik veya dogal maddelerin ¢evremizde
kullanimlarinin hizla artmast ve kanser olusumlarindaki artislar nedeniyle, bu
maddelerin sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin test edilmeleri
gerekmektedir. Bu yiizden riski belirleyebilecek biyogostergelere ihtiyag duyulmus
ve genetik toksikolojinin 6nemi giin gectikge artmistir (Sekeroglu, 2010).

Bir maddenin mutajenik kapasitesi ile karsinojenik potansiyelinin
birbirleriyle ilgili oldugu belirlenmistir. Son yillarda, karsinojenik etkisi olan bir¢ok
maddenin mutajenik ya da mutajenik etkisi olan birgok maddenin de karsinojenik
oldugu belirtilmistir. Kimyasal maddelerin arasinda bu tip bir iliskinin olmasi,
toksikoloji testlerinin, kimyasal maddelerin potansiyellerinin arastirilmasinda tarama
testleri olarak kullanilmasina neden olmustur. Bu testlerden alinan pozitif veriler,
kimyasallarin kanser olusumunda etken olabilecegini gostermektedir (Vural, 2005;
Ustiin, 2007; Sekeroglu, 2010). Bu nedenle, toksisitenin belirlenmesinde uygulanan

sitotoksisite, genotoksisite ve karsinojenite testlerinin 6nemi oldukga biiyiiktiir.
2.6.1 Sitotoksisite ve Uygulanan Yontemler

Hiicre kultirii birgok alanda sikca tercih edilmektedir. Bunlardan birisi de
sitotoksisitenin degerlendirilmesidir (Gilbert ve Boutros, 2016). Sitotoksik terimi,
hiicre 6liimiine sebep olan anlamina gelmektedir. Bir maddenin sitotoksik etkisinin
olup olmadigimi belirlemek amaciyla sitotoksisite testleri uygulanmaktadir. Hiicre
canliligi1 baz alan bu c¢alismalar, hem uygulama kolayligi hemde in vivo
caligmalarin sonuglariyla uyum gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine ek olarak
dogmus ve toksikoloji laboratuvarlarinda sik sik tercih edilen testler haline gelmistir
(Riss ve Moravec, 2004). Sitotoksisite, incelenen maddelerin konsantrasyonuna ve
maruziyet stiresine bagli olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar vermesi bir
olayidir. Hiicreler, bu sitotoksik maddelere maruz kaldiginda nekroz, otofaji ve
apoptoz gibi olaylar sonucu dlebilir ya da proliferasyon 6zelliklerini kaybedebilirler
(Galluzzi ve ark, 2009).
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Deneysel olarak cesitli etkenlere maruz birakilan hiicrelerin, maruziyet
sonrasi canliliklarinin olup olmadiginin belirlenmesi 6nemli bir basamakdir (Niles ve
ark., 2007). Hiicre proliferasyonunun belirlenmesinde kullanilan ¢ok sayida test
bulunmaktadir. Bu testler genel olarak kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik

yontemlerdir (Fan ve Wood, 2007; Tokur ve Aksoy, 2017).
2.6.1.1 MTT Testi

Kolorimetrik yontem ig¢in kullanilan temel parametre canli hiicrelerin
metabolik aktiviteleridir. Ornegin tetrazolium tuzu kullanilarak yapilan ve bir
sitotoksisite testi olan MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Thiazolyl blue) testi, genellikle hiicre proliferasyonu ve sitotoksitesinin
kantitasyonunu belirlemede kullanilir. Tetrazolium tuzunun elektron alarak sadece
metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara indirgenmesinden

dolay1 bu yontem sadece canli hiicreleri saptar (Oktar, 2009).

Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik olarak daha ¢ok
aktivite gosterdigi igin, bu yontemle sadece hiicre canliligi ve sitotoksite degil hiicre
aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenir. MTT Kkiiltiir ortamindaki mitokondrial
aktivitesi devam eden canli hiicrelerin kantitasyonunu saglar. MTT suda ¢oziinen bir
tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi icermeyen medium veya tuz soliisyonlarinda
hazirlandiginda sarimtirak  bir soliisyon olusturur. Tetrazolium halkasinin
dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi sonucu MTT mor renkli ¢oziinmeyen
formazana doniisiir. Olusan bu formazan izopropanol, dimetil siilfoksit (DMSO)
veya baska bir ¢oziicli yardimi ile ¢oziinebilir hale getirilir ve olusan renk reaksiyonu
spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir (Oktar, 2009). Tetrazolyum halkasi
sadece aktif mitokondri tarafindan kirildigi i¢in, renk reaksiyonu yalnizca canli
hiicreler tarafindan meydana getirilebilir. Olii hiicreler ise tetrazolyum tuzunu
indirgeme yetenegini kaybettikleri i¢in renk degisimini meydana getiremezler
(Mossman, 1983; Oktar, 2009).

2.6.2 Genotoksisite ve Uygulanan Yontemler

Genotoksisite; DNA veya kromozomlarda olusan hasarlari, DNA kiriklarini,
kromozom anormalliklerini, gen mutasyonlarini, klastojenite ve andploidiyi
kapsayan bir terimdir (Zeiger, 2004; Ustiin, 2007; Sekeroglu, 2010). Genotoksisite
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testleri ¢esitli ajanlarin insanda olusturdugu etkilerinin arastirilmasinda ve risk
tayininin yapilmasinda, ¢esitli maddelerin toksik etkilerinin ve giivenilirliklerinin
arastirtlmasinda ve kanserden korunmada yaygin olarak kullanilmaktadir (Bedir ve
ark., 2004; Sekeroglu, 2010). Kisa donem genotoksisite testleri tarama amagh
uygulanirken, memeli testleri ise insanlardaki olasi risklerin tayini igin
kullanilmaktadir (Vural, 2005; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Yaygin olarak
uygulanan in vitro ve in vivo genotoksisite testlerine; ames testi, KA testi, MN testi,
KKD testi ve comet testi 6rnek verilebilir (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). DNA
hasar1 sonucu olusan olumsuz etkilerin kantitatif 6lglimiine dayanan bu genotoksisite
testlerine ek olarak, yakin zamanda gelistirilen YH2AX ve 53BP1 ko-lokalizasyon
testinin de iginde bulundugu yeni genotoksisite testleri de verim, hassasiyet ve

giivenilirlik gibi gereksinimleri karsilayabilmektedir (Nikolova ve ark., 2017).
2.6.2.1 yH2AX ve 53BP1 Ko-lokalizasyon Testi

DNA ¢ift zincir kiriklari, hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak ortaya
cikabilen en tehlikeli lezyon tiirleridir ve bunlarin etkili bir sekilde onarilmasi
hiicrenin saglikli bir sekilde fonksiyonlarmi devam ettirebilmesi igin son derece
onemlidir. Ciinkii tamir edilemeyen bu hasar; genomik kararsizlik, kanser gelisimi ve
neoplastik transformasyona yol ag¢an mutasyonlarin olusumuna neden olabilir
(Podhorecka ve ark., 2010; Ath Sekeroglu, 2013). DNA ¢ift zincir kiriklar
varliginda, 53BP1 ve fosforlanmis H2AX (YH2AX) gibi DNA tamir ve DNA hasar
sinyalizasyonunda gorevli gesitli proteinlerin odaklar olusturdugu gosterilmistir. Bu
odaklara DNA tamir odaklar1 da denilebilir ve mikroskobik diizeyde bu odaklarin
saptanmasmnin  DNA ¢ift zincir kiriklariin olusum ve tamir mekanizmalarina
bakilmaksizin DNA ¢ift zincir kiriklarinin belirlenmesi i¢in oldukg¢a hassas bir

yontem olarak diisiiniiliir.

YH2AX ve 53BP1’in olusturdugu niikleer odaklar immiinofloresan yontem ile
belirlenebilir. Bu teknik herbir hiicredeki tek bir DNA c¢ift zincir kirigmnin
olgtilmesini saglar (Belyaev ve ark., 2009; Lassmann ve ark., 2010). DNA hasar
tespitini saglayan diger test veya uygulamalarla kiyaslandiginda; tek bir hiicre
diizeyinde genomun biitiinligiindeki ¢ok kiigiik degisiklikleri saptayabildigi i¢in bu

odaklarin belirlenmesi daha avantajlidir. DNA hasarinin gostergesi olarak ¢ok
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onemli indikatorler olan YH2AX ve 53BP1 odaklarinin belirlenmesinin klinikte
kullanim1 da ¢ok pratik ve faydalidir. Ayrica hiicre 6liimii ve yaslanmada, bazi
hastaliklarda artmis DNA hasarinin ve tamirinin tespitinde ve genetik hasar ile
hastaliklar arasindaki iliskinin belirlenmesinde de basarili bir sekilde kullanilabilirler.
Son yillarda bu testlerin; kanser riskinin ve kansere duyarliligin tayininde ve
takibinin yapilmasinda, dosimetride, radyoterapi ve kemoterapinin indiikledigi DNA
hasar seviyesinin molekiiler diizeyde belirlenmesinde ve antikanser ajanlara karsi
tiimor hassasiyeti ya da direncinin tespit edilmesi konularindaki kullanimlar1 da goz
ard1 edilemeyecek kadar artmistir (Lassmann ve ark., 2010; Redon ve ark., 2011,
Ivashkevich ve ark., 2012; Atli Sekeroglu, 2013).

2.6.2.2 Comet Testi

DNA kiriklarinin tayinini saglayan comet yontemi, tek hiicre jel elektroforez
(Single cell gel electrophoresis) teknigi olarak da adlandirilmaktadir. DNA tek ve ¢ift
zincir kiriklarina yol acan gesitli ajanlarin tespiti i¢in kullanilan gilivenilir, hassas ve
hizli bir yontemdir. Bu yontem, bircok memeli hiicresinde c¢esitli ajanlarin
indiikledigi DNA hasar1 ve onarimda meydana gelen bozukluklarin tayininde,
fiziksel ve kimyasal maddelerin 6zellikle insanlarda neden oldugu DNA hasarinin
tayininde, kanser hastalarinda DNA hasarmin tamiri ve derecesinin belirlenmesinde,
baz1 Kalitsal hastaliklarin tanisinda ve artan DNA hasarmin tayininde kullanilan bir
biyoizlem testidir. Ayrica hizli ve basit bir yontem olmasi, hemen hemen biitiin
Okaryotik  hiicrelerde  kullanilabilmesi, mutajenleri ilk etki bdlgelerinde
degerlendirebilmesi, diisiik hasar seviyesini 6l¢ebilmesi gibi avantajlara sahip oldugu
icin genis bir kullanim alanina sahiptir (Fairbairn ve ark., 1995; Kassie ve ark., 2000;
Tice ve ark., 2000; Choy, 2001; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Comet testi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike
sahip DNA molekiillerinin elektriksel alan igeriside farkli go¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Bu yonteme gore, hiicreler dncelikle agaroza yerlestirilip daha sonra
bazi deterjanlar iceren lizis ¢ozeltisi ile muamele edilir. Bu ¢ozelti igerisinde
hiicrenin zar1, sitoplazmas: ve niikleozomlart da dahil olmak iizere niikleoplazma
ortadan kalkmaktadir (Dhawan ve ark., 2009). Lizisden sonra alkali unwinding

solusyonundaki ortam nedeniyle siiperkoil yap:1 gevseyerek agilmakta ve kiriklar
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ortaya c¢ikmaktadir. Daha sonra alkali elektroforez tamponunda yiiriitme ve
notralizasyon iglemlerinden gegen hiicreler floresan boya ile boyanmaktadir.
Floresan mikroskop ile gergeklestirilen incelemelerde hiicrelerdeki zarar gérmemis
DNA’lar comet (kuyruk) olusturmazken, hasar gérmiis olan DNA molekiillerindeki
fragmentler ise farkli molekiiler agirliklarina ve farkli elektrik yiiklerine gore
elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek ¢ekirdekten disa dogru ilerlemekte
ve kuyruklu yi1ldiz goriintiisiinii olusturmaktadirlar. Bu goriintii sebebiyle bu yonteme
"Comet" adi verilmistir. DNA hasarininin meydana gelmesiyle olusan bu kuyrugun
ol¢timii hasarin derecesini gostermektedir (McKelvey-Martin ve ark., 1993; Albertini
ve ark., 2000; Celik ve ark., 2005; Atli Sekeroglu ve ark., 2011).

2.6.3 Karsinojenite ve Uygulanan Yontemler

Kanser, hiicrelerin boliinme kontroliinii kaybettigi, denetimsiz ve anormal
hiicre ¢ogalmasi ile tanimlanan c¢esitli hastalik gruplar i¢in kullanilan genel bir
terimdir (Ciftgi, 2017). Hiicreler biiyiime, bolinme ve apoptozis gibi yonetim ve
denetim mekanizmalar1 ile yasamini devam ettirmekte ve/veya sonlandirmaktadir.
S6z konusu bu mekanizmalarin devre disi kalmas: ile karsinojenez olarak
adlandirilan kanser gelisim siireci goriilmektedir. Karsinogenez; kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, bu hiicrelerin g¢evre dokulara invazyon ve uzak organlara metastaz
yetenegi kazanmasi siirecinin tiimiinii kapsamaktadir (Inciser Pasalak ve Seven,
2017).

Hiicrenin malign bir hiicreye doniisiip kanser olusumunun meydana
gelmesinde yani malignant tiimér olusumunda endojenler (gen ve hormon gibi) ve
cevresel faktorler arasindaki etkilesimler etkilidir (Klaunig ve Kamendulis, 2004).
Malign doniistime mutasyonlar ve bunlarin birikimi; proto-onko genlerin
aktivasyonu, tiimor baskilayici genler, DNA onarim enzimleri ve apoptozisin
inaktivasyonunu tetikleyen pekcok etken neden olabilmektedir (inciser Pasalak ve
Seven, 2017).

Karsinogenez siireci; baslangig, artma ve ilerleme olarak ii¢ safhadan
olusmaktadir. Baglama safhasinda, karsinojen maruziyeti sonucu onartlamayan DNA
hasar1 veya hatali DNA sentezi gergeklesmekte ve sonugta mutasyonlu bir hiicre

Olusmaktadir. Bu hiicre degisiklikten dolay1 anormal sekilde ¢ogalmaktadir. Artma
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sathasinda genomik olarak kararsiz hiicrelerin anormal sekilde ¢ogalmasi ve hiicre
sayisinin artmasindan dolayr timor olusumu meydana gelmektedir. Bu hiicre
artisginin  stirekli olmasi1 ve ortaya ¢ikacak mutasyonlarin artmasi neoplazmalara
neden olabilmektedir. ilerleme sathasi olan iiciincii safhada ise hiicreler ¢ogalirken,
genomlarindaki geri doniisii olmayan hasarlar hiicrelere daha fazla zarar vererek kotii
huylu tiimére doniismektedir (Cooper, 2000; Klaunig ve Kamendulis, 2004,
Khambete ve Kumar, 2014; Ciftei, 2017).

2.6.3.1 Neoplastik Transformasyon Testi (Kontak inhibisyon Testi)

Tiimor olusumunun incelenmesine iliskin ¢alismalar, karsinojen bir maddenin
etkilerinin ~ gozlenebildigi  ve  nicellestirilebildigi ~ deneysel  yontemler
gerektirmektedir. Karsinojenlerin etkileri, saglikli hayvanlarda denenebilir fakat,
deneylerin Ol¢iilmesi ve kontrolii olduk¢a zordur. Kiiltiir ortaminda ise normal
hiicrelerin  karsinojen bir madde ile maruziyetinden sonra malign hiicrelere
doniisimiini incelemek amaciyla uygulanan in vitro hiicre transformasyon testi ile

kanser arastirmalari i¢in biiylik bir ilerleme kaydedilmistir (Poburski ve ark., 2016).

Yaygin olarak kullanilan neoplasik transformasyon testi ilk kez Howard
Temin ve Harry Rubin tarafindan 1958’de gelistirilmistir. Bu deney, bir kiiltiir
kabinin ylizeyine yapisan normal hiicrelerin, ¢esitli maddeler araciligiyla
transformasyona ugramis bir hiicre grubuna doniismesine dayanan bir testtir.
Deneyde transforme olmus hiicrelerin 6zellikleri olan degismis morfoloji, kontak-
inhibisyonun kaybi ve yogunluga bagli biiyiime inhibisyonunun kaybindan
yararlanilmaktadir (Temin ve Rubin, 1958). Bunlarin sonucunda kiiltiir ortaminda
normal hiicrelerdan farkli olarak asir1 biiyliyen morfolojik olarak transforme olmus
hiicre kolonileri olusmaktadir. Transforme olmus hiicrelerden olusan odaklar
karsinojen maddeye maruz kalindiktan sonraki boliinmelerde gézlenebilmektedir. Bu
hiicrelerin uygun deney hayvanlarina agilandiginda timér olusumunun goriilmesi ise,
in vitro neoplastik transformasyon testinin sonucunu desteklemektedir (Alberts ve
ark., 2002).

DNA hasar1 onarimindan sorumlu olan genlerdeki yetersizlik, genlerde
yaygin mutasyonlara neden olur ve buna bagl olarak kolaylikla neoplastik

transformasyonlar meydana gelebilmektedir. Genlerdeki hasarlar, karsinogenezis
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olayindaki baslica hedef noktalaridir. Cesitli genlerdeki degisimler sonucu,
neoplastik hiicreler gelisebilmektedir. Onkogenik proteinlerin tiretimindeki asiriligt
veya antionkogenik proteinlerin iiretimindeki eksikligi, dengeyi neoplastik
transformasyon ve proliferasyon yoniinde degistirebilmekte ve sonugta genetik hasari
tamir edilemeyen mutasyona ugramis (mutant) hiicrelerde yeni ek mutasyonlar
meydana gelmektedir. Bu mutasyonlar ¢ogalmakta, birikmekte ve hiicre artiginin
yanisira malign transformasyonlar: olusturabilmektedir (Xie ve ark., 2007).

2.6.3.2 Soft Agar Koloni Olusum Testi (Ankraj Bagimsiz Biiyiime Testi)

Soft agar koloni olusum testi, in vitro hiicresel transformasyonu
degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilan bir yontemlerden birisidir. Tarihsel
olarak, Puck ve ark., (1956)1 tarafindan hiicrelerin koloni olusturma yetenegini
degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Bu teknikte hiicreler, bir kiiltiir plakasi {izerine
dagitilmis ve gerekli biiytime faktorlerini saglamak igin besiyeri ortam: varliginda
biyttiilmiistiir. Normalde hiicreler anoikis adi verilen belirli bir apoptotik 6liim tipi
nedeniyle ankrajdan bagimsiz biliylimesi 6nlenmektedir. Ankraj-bagimli hiicreler
(normal hiicreler) ¢ogalmak igin bulunduklar1 ortamda bir yiizeye tutunma ihtiyaci
duyarlar. Ankraj-bagimsiz hiicreler (kanserlesen hiicreler) ise ¢ogalmak igin
bulunduklar1 ortamda herhangi bir yiizeye tutunma ihtiyact duymazlar. Bu davranis
cogunlukla transforme olmus hiicrelerin 6zelligidir. Ankraj-bagimsiz hiicrelerin
biiyiimesi, hiicre kiiltiir kaplarinda daha gelisigiizel ve rastgele goriiniir. Davranis
olarak normal hiicreler gibi monolayer (tek tabaka) olmak yerine gelisigiizel yayilim
gosterirler. Soft agar koloni olusum testi hiicrelerdeki kotii huylu doniigiim igin en iyi
testlerden biri olarak kabul edilmektedir. Ayrica bu test gesitli tedavi kosullarina
yanit olarak bu yetenegin yari kantitatif degerlendirmesine de izin vermektedir
(Borowicz ve ark., 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar
3.1.1 Karbondioksit (CO>)’li inkiibator

Hiicrelerin uygun sicaklik, nem ve pH ortaminda ¢ogaltilmasi ve kiiltiirlerin
devam ettirilmesi i¢in CO2’li inkiibatér kullanilmigtir. Yapilan ¢alismalarda,
hiicrelerin daha saglikli olmalar1 i¢in kandaki tampon sistemine benzer bir sekilde,
kiiltir ortaminda pH bikarbonat tamponu kullanimimnin daha 1yi olacag:
gozlemlenmistir. Hiicrelerdeki bu asit-baz dengesini ayarlamak i¢in inkiibatore CO2
verilmektedir. CO», kiiltiir ortaminda bikarbonat ve hidrojen iyonlarina ayrisan
karbonik asiti (H2.CO3) meydana getirmektedir. Calismamizda CO; inkiibatorii olarak
Memmert Inco 108 kullanilmistir. Inkiibatoriin nem orami ise, igerisine steril su

koyulan bir kap kullanilarak sabit tutulmustur.
3.1.2 Biyogiivenlik Kabini

Hiicrelerin kiiltiir ortamina ekimi, test soliisyonlarinin hazirlanip kiiltiirlere
eklenmesi ve bu islemler esnasinda olusabilecek kontaminasyonu engellemek igin
Clean Air by Baker BioVanguard B Greenline biyogiivenlik kabini kullanilmustir.
Kabin kullanilmadan 6nce 30 dakika UV 1sina maruz birakildiktan sonra %70’lik
etanol ile steril edilmistir. Calismalar bittikten sonra da kabin igerisi %70’lik etanol

ile silinip 30 dakika UV 1sinla steril edilmistir.
3.1.3 Floresan Filtreli Isik Mikroskobu

Ko-lokalizasyon testinde DNA lezyonu odaklarinin sayimi ve goriintiilenmesi
icin, comet testinde ise DNA’daki tek ve ¢ift zincir kirig1 hasarinin goriintiillenmesi
icin Leica marka DM2500 model floresan mikroskop kullanilmistir. Ko-lokalizasyon
testinde, DNA ¢ift zincir kirilmalarimin tamiri ve DNA hasar sinyalizasyonunun
belirlenmesinde gorev alan y-H2AX ve 53BP1 proteinlerini isaretlemek i¢in, sadece
floresan filtrelerle goriinebilen Alexa Fluor 488 ve Alexa fluor 555 immiinofloresan
boyalart kullanilmigtir. Comet testinde ise DNA hasarindan kaynaklanan farkli
molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip DNA molekiillerinin elektriksel
alanda farkli go¢ etmeleri sonucu olusan kuyrugun boyanmasi i¢cin SYBR Green |

boyasi kullanilmistir.
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3.1.4 Mikroplaka Okuyucu

96-kuyucuklu plakalara ekilen hiicrelerin testte kullanilan kimyasalla
maruziyetinden sonra sitotoksik etkilerinin ve hiicre canliligi oraninin dlgiilmesinde
kullanilan bir yontem olan MTT testi sonuglarinin belirlenmesinde BioTek marka
EIx800 model mikroplaka okuyucu kullanilmistir. Cihazda 570 nm’de absorbans

degerleri Olctilerek degerlendirme yapilmistir.
3.1.5 Invert Mikroskop

ZEISS marka Primo Vert model invert mikroskop cesitli kiiltiir kaplaria
ekimi  yapilan  hiicrelerin  kiiltiirleri  devam  ederken  ¢ogalmalarinin,
karakterizasyonlatinin ve morfolojilerinin incelenmesinde kullanilmistir. Go6z

mercegi 10X, objektif mercekleri ise 10X, 20X ve 40X biiyiitme 6zelligindedir.
3.1.6 Hiicre Sayim Cihaz

Calismada kullanilan hiicreler standard tripan mavisi boyasi ile boyanarak
canli, 6lii ve toplam hiicre sayilar1 ve canlilik oranlar1 masa iistii Invitrogen marka

hiicre kiiltiir sayimi cihazi ile otomatik olarak belirlenmistir.
3.1.7 Su Banyosu

Wisd marka su banyosu hiicrelerin split, ekim ve dondurulma islemlerinde
kullanilan soliisyonlarin 1sitilarak uygun sicakliga getirilmesi ve testlerde kullanilan
hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi i¢in kullanilmistir. Kontaminasyonun onlenmesi i¢in suyu

diizenli olarak degistirilmis ve dezenfektan ile temizligi yapilmistir.
3.1.8 Vorteks Karistirici

Calismada kullanilan kimyasalin hazirlanmasi Sirasinda, konsantrasyonlarin
dairesel salimim hareketi ile homojenize edilerek karigtirilmasi amaciyla BioCote

(Stuart SA8) marka vorteks karistirict kullanilmistir.
3.1.9 Santrifiij

Hiicre siispansiyonlarindaki hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla MPW marka

antrifiyj kullanilmstir.
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3.1.10 Kuru Blok Isitic1

Comet yontemi uygulanirken LMAgaroz ile hiicre karisiminin hazirlanmasi
sirasinda agarin belirli sicaklikta tutulmasi i¢in Biosan Bio TDB-100 marka kuru

blok 1sitic1 kullanilmustir.
3.1.11 Shaker

Stuart marka SSL3 model shaker MTT testinin sonlandirilmasi esnasinda 96
kuyucuklu plakalara DMSO eklendikten sonra ¢alkalamak amaciyla kullanilmistir.

3.1.12 pH Metre

Calismada ¢esitli ylintemlerde kullanilan soliisyonlar hazirlandiktan sonra
asidik ve bazik oranlarmin pH seviyesini 6l¢gmek amaciyla Mettler Toledo Five Easy

Plus marka pH metre kullanilmistir.
3.1.13 Buz Makinasi

Comet yiinteminin belirli asamalarinda kullanmak amaciyla GenBiotek marka

H-IMS-50 model kirik buz yapma cihazi kullanilmustir.
3.1.14 Elektroforez Cihaz1

Comet yonteminde, DNA hasarin1 takiben olusan farkli molekiil agirliklarina
ve farkli elektrik yiikiine sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli gég
etmelerini saglayarak kuyruk olsumuna yardimci olmak amaciyla VWR model gii¢
kaynag1 ve Comet Assay ES II model tanki ile baraber Trevigen marka comet cihazi

kullanilmastir.
3.1.14 Aspirasyon Cihaz

Ko-lokalizasyon testinde lamlarin kuyucuklarindan soliisyonlar1 aspire etmek

icin BTM Life 7E-A marka aspirasyon cihazi kullanilmastir.
3.1.15 Hassas Terazi

Calismalarda kullanilan kimyasal malzemeler Radwag AS 220 R2 marka
hassas terazi ile tartilmistir. Tartim esnasinda hava akimi sebebiyle olusabilecek
hatalar1 engellemek i¢in cam koruyuculu terazi kullanilmis ve koyulan yiizeyde diiz

durabilmesi i¢in her kullanimdan &nce dengesi kontrol edilmistir.
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3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.2.1 Akrilamid (Sigma)

NH,
HEC%\H/

O

Kimyasal Adi: Akrilamid

IUPAC Adi: 2-Propenamid
Sinonim Adi: Etilen karboksamid, akrilik asit amid, vinil amid
Ampirik Formiilii: C3HsNO
Molekiiler Agirhg:: 71.08 g/mol
Erime Noktasi: 82-86 °C
Kaynama Noktasi: 125 °C

Buhar Basinci: 0.03 mmHg (40 °C)
Céziiniirliik: 2.04 kg/L (25 °C)
CAS no: 79-06-1

Saflhik diizeyi: > %99

3.2.2 Siv1 Azot (LN)

Hiicreler daha sonra kullanmak igin uzun siire saklanmak istendiginde, sivi
azot icerisinde dondurularak saklanir. Deneylerde kullanilan BEAS-2B hiicreleri,
kriyojenik tiipler icerisinde kozmik kalf serumu, penisilin/streptomisin antibiyotigi

ve DMSO karisiminda sivi azotun buhar fazinda tutulmustur.
3.2.3 LHC-8 Medium

Hiicreleri biiytitiilmesi, ¢ogaltilmasi gibi hiicre kiiltiirii uygulamalarinda ve
dondurulup saklanmasi gibi diger islemlerde serum icermeyen Gibco marka LHC-8
besiyeri kullanilmigtir. 0.08 mM kalsium, 1 mM L-glutamin, 20 nM hidrokortizon,
10 nM triiodotayronin, 5 ng/ml epidermal biiyiime faktorii, 0.5 uM etanolamin, 0.5
uM fosfoetanolamin, 5 pg/ml insulin, 10 pg/ml transferin, oligo elementler ve sigir
hipofiz  ekstratt iceren LHC-8 basal (serumsuz) besiyeri kullanilirken

kontaminasyonu engellemek amaciyla igerisine 50 pg/ml gentamisin eklenmistir.
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3.2.4 Attachment Faktor (AF) (Baglanma Faktorii)

Caligmalarimizda hiicre ekimi i¢in kullanilan tiim kaplar Gibco marka
attachment faktor ile yikanmistir. Kollajen proteini iceren attachment faktor,
hiicrelerin kendi morfolojik 6zelliklerini ve fonksiyonlarini korumada yardimer olur.
Ayrica ekim yapilan kiiltiir kaplar1 igerisindeki epitel hiicrelerinin ince tabaka

halinde biiyiimesini saglamaktadir.
3.2.5 Ultra Salin A

Hiicreleri kiiltir kaplarindan ayirma islemi yapilmadan once ve besiyeri
aspire edildikten sonra, hiicreler Lonza marka ultra salin ile yikanmigtir. Bunun
amaci, besiyeri igerisinde olan tiim kimyasallarin hiicre yiizeyinden uzaklastirmaktir.
Fenol kirmizisi igermeyen ultra salin, hiicreyi durulamak igin kullanildiginda tripsin

etkisini arttirmaktadir.
3.2.6 Tripsin-EDTA

Hiicre pasajlanmasi (belli yogunlukta hiicre igeren kiiltiirlerde ¢ogalmalarin
ve devamliligimi saglamak amaciyla hiicrelerin, i¢inde besiyeri bulunan baska bir
kiiltir kabina aktarilmasi islemi) ve hasati sirasinda hiicrelerin kiiltiir kaplarindan
ayrilmasini saglamak amaciyla, Lonza marka Tripsin—~EDTA soliisyonu ile muamele
edilmistir. Hiicre ile kiiltiir kab1 arasinda olusan protein baglarini, lizin ve arjinin
aminoasitlerinin oldugu yerden yikan tripsin-EDTA soliisyonu bir serin proteaz
enzimidir. Tripsin iginde bulunan etilendiamintetraasetik asit (EDTA), kalsiyum ve
magnezyum iyonlarimi hiicre kabmin igerisinden uzaklastirip ortami nétral hale

getirerek tripsinin peptid baglarin1 daha etkili bir sekilde yikmasina yardimci olur.
3.2.7 Tripsin Nétrlestirici Soliisyon (TNS)

Hiicreleri kiiltir kabindan ayirma siireci sirasinda hiicrelere eklenen tripsinin
aktivitesini etkili bir sekilde notralize etmek amaciyla Lonza marka TNS

kullanilmstur.
3.2.8 Tripan Mauvisi

Hiicre ekiminin yapilmasinda ve testlerde kullanilacak uygulama gruplarinin
hazirlanmasinda, hiicre sayisini belirlemek ve hiicre canliligint 6lgmek igin hiicreler

Gibco marka tripan mavisi ile boyanmustir.
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3.2.9 Kozmik Kalf Serum

Sivi azot igerisinde uzun siire dondurulup saklanacak olan hiicrelerin
¢ozdiirme iglemi sonrasinda hayatta kalma ve soktan korunma sanslarinin
artirtlmasini saglamak i¢in Lonza marka kozmik kalf serum kullanilmistir. Hiicre
kiiltiirleri i¢in kullanilan kozmik Kkalf serum, standart kalf seruma demir ve patentli

bir biiyiime hormonu eklenmesi sonucu elde edilen genis spektrumlu bir serumdur.
3.2.10 Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Uzun siire saklamak amaciyla sivi azotta dondurulan hiicrelerin igerisindeki
sivilar donacagi i¢in donma noktasini diisiiren ve soguktan koruyan kryoprotektif
ajanlara ihtiya¢ vardir. Polar bir ¢oziicii ve koruyucu bir ajan olarak kullanilmasinin

yani sira, ¢alismamizda MTT testinde de Merck marka DMSO kullanilmistir.
3.2.11 Penisilin/Strepomisin Antibiyotigi

Biological Industries marka penisilin/streptomisin antibiyotigi hiicrelerin
dondurulma islemleri sirasinda hiicrelere eklenmistir.  Penisilin/Streptomisin
antibiyotik soliisyonu, bakteriyel kontaminasyonu kontrol etmek i¢in hiicre kiiltiirii
ortamina ek olarak kullanilan ikili bir antibiyotik soliisyonudur. Bu soliisyon ¢ogu
gram pozitif ve gram negatif bakteriye karsi etkilidir. Orijinal olarak Penicillium
mantarindan saflastirilan penisilin, bakteri hiicre duvar1 sentezini inhibe etmektedir.
Orijinal olarak Streptomyces griseus'tan saflastirilan streptomisin ise, prokaryot

protein sentezini inhibe etmektedir.
3.2.12 Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)

Calismamizda Sigma marka thiazolyl blue tetrazolium bromide kullanilmustir.
Hiicre canliligi ve sitotoksisitenin 6l¢iilmesinde kullanilan membran gegirgen bir
boya olan thiazolyl blue tetrazolium bromide, canli hiicrelerde suda ¢oziinmeyen
formazana dontistiiriilen sarimsi bir tetrazol ¢6zeltisi tiretmektedir. Olusan kristaller

¢oziindiiriiliip yogunluk kolorimetrik olarak 570 nm'de 6l¢iilmektedir.
3.2.13 Phosphate Buffered Saline (PBS)

Ko-lokalizasyon testinde, hiicrelerin pH’s1 (pH 7.4) ve ozmolaritesinin sabit
tutulmas1 amaciyla Ca?* ve Mg?" iyonlarmi iceren Gibco marka PBS tamponuyla

hiicreler yikanmustir.
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3.2.14 Paraformaldehit Soliisyonu

Hiicrelerin sabitlestirilmesi amaciyla ko-lokalizasyon testinde Chemcruz

marka paraformaldehit soliisyonu kullanilmustir.
3.2.15 Octyl Phenol Ethoxylate (Triton X-100)

Hiicre membranin gegirgenligini artirmak amaciyla ko-lokalizasyon testinde

Sigma marka triton X-100 kullanilmustir.
3.2.16 Bovine Serum Albiimin

Ozgiil olmayan antijen-antikor baglanmasimi en aza indirmek amaciyla ko-
lokalizasyon testinde blocking buffer hazirlamak i¢in Chemcruz marka bovine serum

alblimin kullanilmstir.
3.2.17 Sodyum Azide

Hiicrelerde endositozun olmasini engellemek amaciyla ko-lokalizasyon

testinde blocking buffer hazirlanmasinda Sigma marka sodyum azide kullanilmistir.
3.2.18 Horse Serum

Ozgiil olmayan antijen-antikor baglanmasimi en aza indirmek amaciyla ko-
lokalizasyon testinde blocking buffer hazirlanmasinda Gibco marka horse serum

kullanilmustir.
3.2.19 Anti-gamma H2A.X Antibody

Ko-lokalizasyon testinde H2AX histon proteinlerinden fosforlanmis olanlarin
(yH2AX) belirlemesi amaciyla primer antikor olarak Abcam marka anti-gamma
H2A.X antibody kullanilmustir.

3.2.20 Anti-53BP1 Antibody

Ko-lokalizasyon testinde 53BP1 proteinlerine baglanmasi igin primer antikor

olarak Cell Signaling marka anti-53BP1 antibody kullanilmistir.
3.2.21 Alexa Fluor 488 Goat Anti-rabbit 1gG

Ko-lokalizasyon testinde primer antibody olan anti-gamma H2A.X’e

baglanarak odaklarin goriiniir hale gelmesini saglamak amaciyla sekonder antikor
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olarak Thermo Fisher Scientific marka Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG

kullanilmistir.
3.2.22 Alexa Fluor 555 Goat Anti-mouse 1gG

Ko-lokalizasyon testinde primer antibody olan anti-53BP1’e baglanmasi igin
Thermo Fisher Scientific marka Alexa Fluor 555 goat anti-mouse IgG kullanilmistir.

3.2.23 Prolong Gold Antifade Reagent with DAPI

Hiicre ¢ekirdeklerini boyamak ve preparatlart kapatmak amaciyla ko-
lokalizasyon testinde Thermo Fisher Scientific marka Prolong Gold Antifade
Reagent with DAPI kullanilmstir.

3.2.24 Trizma Base

Comet yonteminde standart ve bazimetrik bir tampon olarak Sigma marka
trizma base kullanilmigtir. Tek basma bir tampon veya karigik tampon
formiilasyonlarinin bir bileseni olarak kullanilabilmektedir. Comet yonteminde Tris-

EDTA (TE) buffer olarak SYBR green soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilmistir.
3.2.25 Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA)

Calismamizda Sigma-Aldrich marka EDTA, comet yonteminde elektroforez
tamponu icin EDTA stok soliisyonunun hazirlanmasinda ve SYBR green soliisyonu

i¢in TE buffer hazirlanmasinda kullanilmustir.
3.2.26 SYBR Green |

SYBR Green niikleik asit boyasi olarak kullanilan asimetrik bir siyanin
boyasidir. Comet testinde preparatlarin boyanip floresan filtreli 151k mikroskobunda

incelenmesi igin Invitrogen marka SYBR Green I boyasi kullanilmastir.
3.2.27 Lizis Soliisyonu

Trevigen marka lizis soliisyonu yiiksek tuz ve deterjan igerir ve ¢aligmamizda

comet testinde kullanilmistir.
3.2.28 LMAgaroz

LMAgaroz, %1 diisik erime noktali agarozdur. Calismamizda comet

yonteminde Trevigen marka LMAgaroz kullanilmistir.
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3.2.29 200 mM EDTA

Comet testinde alkalin unwinding soliisyonunun hazirlanmasi i¢in Trevigen
marka 200 mM EDTA kullanilmistir.

3.2.30 Metanol

Transformasyon testinde transforme olmus hiicrelerden olusan odaklar
boyanmadan 6nce Sigma marka saf metanol kullanilarak hiicre kiiltiiri kabinda tespit

edilmistir.
3.2.31 Kristal Viyole

Transformasyon testinde transforme olmus hiicrelerin  olusturduklari
odaklarin tespit edilmesi ve sayilmasi i¢in formaldehit i¢inde ¢Oziinmiis Sigma

marka kristal viyole boyasi kullanilmistir.
3.2.32 Difco Bacto Agar

Difco bacto agar, yabanci maddelerin, pigmentli kisimlarin ve tuzlarin
minimum diizeye indirildigi saflastirnlmigs bir agardir. Soft agar testinin
uygulanmasinda odaklardan toplanan transforme hiicrelerin kiiltiir kaplarina
ekimlerinin yapilmasi sirasinda hem hiicre ile birlikte karistirilarak hem de hiicresiz

iki tabaka halinde BD Diagnostics marka difco bacto agar kullanilmistir.
3.2.33 4-Nitro-Blue-Tetrazolium Chloride (NBT)

Baz1 hiicreler, renksiz ve sar1 bir boya olan NBT'yi mavi veya siyah formazan
kristallerine indirgemektedir. Boylece, ortamda c¢ogalan canli hiicrelerin
gozlemlenmesi saglanir. Calismamizda soft agar testinde Invitrogen marka %>5°lik
NBT kullanilmastir.

3.2.34 Hidrojen Peroksit (H202)

Ko-lokalizasyon ve comet testlerinde pozitif kontrol olarak Sigma marka
%34,5-36.5’1liik H202 kullanilmustr.
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3.3 Hiicre Kiiltiirii
3.3.1 Kullanilan Hiicre Hatt1

Tez galismasinda in vitro model olarak BEAS-2B insan bronsiyal epitel hiicre
hatt1 kullanilmigtir. BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) hiicre hattt American Type
Cell Culture’dan (ATCC) temin edilmistir. BEAS-2B hiicreleri, kanser olmayan bir
insandan otopsi sonucu alimmis normal akciger bronsiyal epitelinden izole edilen
hiicrelerdir. Temin edilen BEAS-2B hiicreleri, replikasyon kusurlu bir
SV40/adenoviriis 12 hibridiyle enfekte edilmis ve klonlanmis hiicrelerdir. Seruma
yanit olarak skuamoz farklilasma gézlemlenebilir. Bu yetenek, farklilagsmay1 ve/veya
karsinogenezi indiikleyen veya etkileyen kimyasal ve biyolojik ajanlarin taranmasi
icin kullanilabilir. Konfluent (Mikroskopla gozlemlendiginde kiiltiir kabi ylizey
alaninin %80 oraninda hiicre katmaniyla kaplanmis olmasi) kiiltiirler hizla skuamoz
(vasst epitel) terminal farklilasmaya ugradigindan, hiicrelerin birlesme Oncesinde

pasajlanmasi gereklidir.

Calismamizda normal bir bronsial epitel hiicreleri olan BEAS-2B hiicreleri
tizerinde ACR’nin sitotoksik, genotoksik ve neoplastik potansiyellerinin test edilmesi

hedeflenmistir.
3.3.2 Hiicre Kiiltiiriiniin Yonetimi

BEAS-2B hiicreleri, basal LHC-8 besiyerinde, i¢ ortami 37°C’de, %95 nem
iceren ve %5 CO2’li inkiibatorde kiiltlir kaplarinda ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin giinliik
mikroskobik kontrolleri yapilmis ve besiyerleri haftada iki defa veya gerekli
goriildiigiinde degistirilmistir.

3.3.3 Hiicrelerin Coziilmesi

Temin edilen BEAS-2B hiicreleri, rutin islemlerin yapilacagi giine kadar,
icerisinde s1v1 azot bulunan tankta, siv1 azotun buhar fazi i¢inde -196°C’de muhafaza
edilmistir. Tanktaki sivi azot miktar1 diizenli olarak kontrol edilip iizerine eklemeler
yapilmustir. Kiiltlir zaman1 geldiginde, sivi azot tankinda bulunan dondurulmus
hiicreler kullanilmak igin ¢6ziilmiis ve daha sonra uygun Kkiiltir kabma ekim
yapilmistir. Hiicre hattinin ¢oziilmesi igin gerekli kimyasal malzemeler 37°C’ye

ayarlanan su banyosunda isitilmigtir. Daha sonra, sivi azot tankindan ¢ikarilan
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hiicreler de 37°C’lik su banyosunda hizla c¢oziilmiistiir. Coziinen hiicreler
biyogiivenlik kabini iginde 15 ml’lik santrifuj tiipine aktarilip iizerine besiyeri
eklenmistir. 1000 rpm’de 5 dk santrifilij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tiipiin dibinde
yaklagik 100 pl kalacak sekilde siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti elle
stispanse edilerek {izerine taze besiyeri eklenmis ve iyice karigmasi saglanmuistir.
Ekim yapilacak steril flaska attachment faktér (AF) konularak flaska yayilmasi
saglanmistir. Bu islemden sonra, hiicreler flaska aktarilip ekim yapilmistir. Flask,
37°C’de, %95 nemde, %5 CO2’li inkiibatore kaldirilmistir. Her giin invert mikroskop
altinda hiicre canlilig1 incelenmis ve 3 giinde bir eski besiyeri aspire edilerek taze
besiyeri eklenmistir. Bu isleme hiicreler konfluent (%70-80 yogunluk) duruma

ulasana kadar devam edilmistir.
3.3.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler konfluent (%70-80 yogunluk) duruma ulasdiginda, hiicreler kiiltiir
kabindan kaldirilarak ve ayrilarak (split) yeni kiiltiir kaplarina ekim yapma islemleri
uygulanip pasajlanmistir. Flaskin igindeki besiyeri aspire edilmistir. Hiicreler
ultrasalin ile yikanmis ve ultrasalin aspire edilmistir. Hiicrelere tripsin eklenerek
flask 5 dk 37°C’lik CO: inkiibatorde bekletilmis ve hiicrelerin ylizeyden
kaldirilmalar1 saglanmistir. Tripsin etkinligini sonlandirmak amaciyla hiicrelerin
iizerine tripsinle esit miktarda tripsin nétralize edici soliisyon (TNS) eklenmistir.
Flaskin i¢indeki karisim birka¢ kez pipetle resiispanse edilmis ve 15 ml’lik falkon
tiipine aktarilarak santrifiij edilmistir. Dipte yaklasitk 100 pl olacak sekilde
stipernatant kism1 atilmistir. Tiipte kalan pellet elle siispanse edilmis ve iizerine taze
besiyeri eklenmistir. Esit miktarda hiicre silispansiyonu ve tripan blue boyasi
karistirilmis ve boyanan hiicreler hiicre sayim cihazinin lamina aktarilarak cihazda
Olgtimii yapilmis ve 1 mI’deki canli hiicre sayisi, 6lii hiicre sayisi ve canlilik degerleri
tespit edilmistir. Elde edilen hiicre sayisi formiile yerlestirilerek yeni kiiltiire ne kadar
ekim yapilacagr hesaplanmistir. Ekim yapilan flask 37°C’de inkiibasyona
biakilmigtir. Flasktaki hiicreler mikroskopta incelenerek, hiicre tiremesinin iyi oldugu

goriiliinceye kadar 3 giinde bir eski besiyeri ¢ekilip taze besiyeri eklenmistir.
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Yeterli hiicre saglanincaya kadar flaska ekim yapilmaya devam edilmistir.
Pasajlanarak g¢ogaltilan hiicrelerin bir kismi1 uygulanacak testlerde kullanilmis bir

kismi ise dondurularak saklanmuistir.
3.3.5 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin siirekli pasajlamasi hiicre hatlarinda genetik degisikliklere neden
olabildigi i¢in, uzun siire pasajlanan hiicreler ilk hiicrelerden farkli karakterlere sahip
olabilirler. Bu tip degisikliklerin engellenmesi ve deneylerin yakin pasaj
seviyelerinde tekrarlanabilmesi i¢in, hiicre kiiltiirleri diizenli bir sekilde sivi azotta
dondurulmus ve stoklanmistir. Dondurmak i¢in, hiicreler kriyojenik tiipler igerisinde
1 ml’de bir milyon hiicre olacak sekilde, antibiyotik, DMSO ve kozmik kalf serum
ilave edilmis besiyeri igerisinde tiiplere alinmistir. Tiipler once 1 giinliigiine -80

°C’de tutulmus, daha sonra siv1 azot tanki icerisine transfer edilmistir.
3.3.6 Deney Plani ve Deney Gruplari

Deneylerimizde negatif kontrol, pozitif kontrol ve ACR olarak ii¢ ana grup
olusturulmustur. MTT testi, YH2AX ve 53BP1 ko-lokalizasyon testi ve comet
testinde biitiin gruplara 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siiresi uygulanmustir.
Neoplastik transformasyon testinde sadece 72 saatlik maruziyet siiresi kullanilmistur.
Soft agar koloni testinde ise gruplar en az 4 hafta bekletilmistir. Soft agarda

transformasyon testinde odaklardan toplanan hiicreler kullanilmistir.
3.3.6.1 Negatif Kontrol Grubu

Herhangi bir etkinin beklenmedigi gruptur. Negatif kontrol grubundaki
hiicreler sadece besiyeri i¢erisindedir. ACR’nin hiicreler tizerinde olusturduklar olasi
etkilerin karsilastirilabilmesi amaciyla kontrol grubundaki hiicreler ACR’nin

¢oziiciisti olarak kullanilan saf su ile muamele edilmistir.
3.3.6.2 Pozitif Kontrol Grubu

Bu grup, hiicrelerin DNA’da olusan hasara tepkisinin gozlenmesi ve diger
gruplar ile karsilagtirlmasi amaciyla kullanilmaktadir. Bu grubundaki hiicreler,
DNA’da kiriklara neden olan ve bir oksitadif stres ajani olan H2O2 (100 uM) ile 30

dakika muamele edilmistir.
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3.3.6.3 Akrilamid Gruplari

ACR konsantrasyonlarinin hazirlanmasi i¢in oncelikle bir stok c¢ozeltisi
olusturulmus ve seyreltme islemi uygulanarak farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir.
Saf su kullanilarak 0.5 M 10 ml ACR stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve filtreden
gecirilmistir. Daha sonra bu stoktan 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01, 0.005 mM’lik ACR
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Kiiltiirlere 0 mM, 0.005 mM, 0.01 mM, 0.05 mM,
0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM ACR dozlar1 eklenerek MTT testi
yapilmigtir. MTT testinin sonuglar1 degerlendirilerek hem hiicre canliligi, hem
inhibitér konsantrasyon (IC50) degerleri, hem de sonraki testlerde kullanilacak ACR

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
3.4 Hiicre Canlihig: ve Sitotoksisite
3.4.1 MTT Testi

Tetrazolium tuzu kullanilarak yapilan MTT (3-[4,5-Dimethyl thiazole-2-yl]-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide; Thiazolyl blue) testi, genellikle hiicre canlilig1 ve
sitotoksitesinin kantitasyonunda kullanilir. Tetrazolium tuzunun sadece metabolik
aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara indirgenmesinden dolay1 bu
yontem sadece mitokondrial aktivitesi devam eden canli hiicreleri saptar. Cogalan
hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik olarak daha ¢ok aktivite gosterdigi
icin, bu yontemle sadece hiicre canlilig1 ve sitotoksite degil hiicre aktivasyonu ve
proliferasyonu da belirlenebilir. MTT suda ¢6ziinen bir tetrazolium tuzu olup fenol
kirmizist igermeyen medium veya tuz soliisyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak bir
soliisyon olusturur. Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi
sonucu MTT mor renkli ¢éziinmeyen formazana doniisiir. Olusan bu formazan
izopropanol, DMSO veya bagka bir ¢oziicii yardimi ile ¢dzlinebilir hale getirilir ve

olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir (Oktar, 2009).

96 kuyucuklu kiiltiir kaplariin her bir kuyucuguna 200 pl besiyeri icerisinde
1x10* hiicrenin ekimi yapilmistir. Hiicrelerin normal hiicre dongiilerini kazanmalar
icin 1 giin 37°C’de CO: inkiibatoriinde bekletilmistir. Sitire sonunda hiicrelerin
besiyerleri yenilenmistir. Hiicreler deney gruplarinda belirtildigi sekilde saf su
(negatif kontrol) ve farkli ACR konsantrasyonlar: ile muamele edilmis ve 37°C’de

CO: inkiibatoriine kaldirilmistir. 24, 48 ve 72 saatlik muamele siireleri sonunda,
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kuyucuklara PBS igerisinde hazirlanmis %5’lik MTT soliisyonundan 20 pl
eklenmistir. Kiiltiir kabindaki hiicreler 3 saat 37°C’de inkiibatorde bekletilmistir.
Siire sonunda igerisinde MTT bulunan besiyeri aspire edilerek formazan
Kristallerinin ¢oziilmesi i¢in 100 pul DMSO eklenmis ve 15 dk bekletilmistir.
Kuyucuklardaki mor renkli soliisyonun absorbansi 570 nm’de spektrofotometrik
olarak olgiilmiistiir. Negatif kontrol ve ACR dozlarina ait tiim maruziyet siirelerinin

hiicre canlilig1 ve sitotoksisitesi de asagidaki formiiller ile hesaplanmustir.

Hiicre canliligi=(Ortalama dogrulanmis mualeme kuyucugunun absorbans

degeri/Ortalama dogrulanmis kontrol kuyucugunun absorbans degeri)x100.

Sitotoksisite  (%Inhibisyon)=100-(Ortalama  dogrulanmis  mualeme
Kuyucugunun absorbans degeri/Ortalama dogrulanmis kontrol kuyucugunun

absorbans degeri)x100.
3.5 Genotoksisite
3.5.1 YH2AX ve 53BP1 Ko-Lokalizasyon Testi

DNA ¢ift zincir kiriklari, hiicreler icin tehlikeli lezyon tiirleridir. Tamir
edilemeyen bu hasarlar; genomik kararsizlik, kanser gelisimi, neoplastik
transformasyona yol acan mutasyonlarin olusumu ve 6liime neden olabilir. DNA ¢ift
zincir kiriklar varliginda, yYH2AX ve 53BP1 DNA’da ¢ift zincir kiriklarinin olustugu
cekirdekteki hasar bolgesine giderler ve DNA hasar ve tamir sinyalizasyonunda
gorev alarak odaklar olusturmaktadirlar. YH2AX ve 53BP1’in olusturdugu niikleer
odaklar floresan boya igeren antikorlarla belirlenebilir (Belyaev ve ark., 20009;

Lassmann ve ark., 2010).

Yapilan 6n denemeler sonucunda primer antikor hazirlanirken, goriintii ve
sinyallerin en iyi sekilde alindigi oran, kirmizi sinyal veren yYH2AX antikor
konsantrasyonu 1/5000, yesil sinyal veren 53BP1 antikor konsantrasyonu ise 1/500
olarak belirlenmistir. Sekonder antikor hazirlanirken en iyi goriintii ve sinyaller,
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG de 1:2000 oraninda, Alexa Fluor 555 goat anti-
mouse IgG de ise 1:3000 oraninda belirlenmis ve deneylerde bu oranlar

kullanilmustir.
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YH2AX ve 53BP1 ko-lokalizasyon testi, Xie ve ark., (2005) tarafindan
belirtilen test protokolii kullanarak gergeklestirilmistir. Ko-lokalizasyon testi i¢in 8
bolmeli 6zel kiiltir lamimin her bir kuyucuguna ekilen hiicreler saf su (negatif
kontrol), belirlenen ACR konsantrasyonlar1 ve H.O> (pozitif kontrol) ile 24, 48 ve 72
saatligine muamele edilmistir. Muamele siirelerinin bitiminde besiyeri aspire edilip
kuyucuklar PBS ile yikanmistir. Daha sonra sirasiyla %4’liikk paraformaldehit ve
%2’1lik Triton X-100 ile muamele edilmistir. Her kimyasaldan sonra kuyucuklar PBS
ile yikanmistir. Kuyucuklara blocking buffer eklenerek bir gece +4’de bekletilmistir.
Siire sonunda 6nce primer daha sonra sekonder antikorlar ile muamele edilmistir.
PBS ile yikanan kuyucuklar kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlar DAPI boyasi
iceren kapatma medyumu ile kapatilarak preparatlar hazirlanmistir. Daha sonra
karanlik ortamda floresan mikroskopta incelenmistir. Tim gruplara ait hiicre

cekirdeklerinin ve ilgili protein odaklarmin floresan 1gimalar1 goriintiilenmistir.

Odaklar analiz edilirken yap1 olarak diizgiin kenarli ve hiicre morfolojisi ve
karakteristigine uygun sekilli ¢ekirdekler sayimlara dahil edilmistir. Silik veya ¢ok
parlak odaklar dikkate alinmamustir. Bu standartlara uygun 50 hiicre ¢ekirdegi

say1lmis ve ortalamalar1 alinmistir. Daha sonra istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
3.5.2 Comet Testi

Tek hiicre jel elektroforez (Single cell gel electrophoresis) teknigi olarak da
adlandirilan comet yontemi, birgok memeli hiicresinde ¢esitli ajanlarin yol actigi
DNA tek ve ¢ift zincir kiriklari gibi DNA hasarlarinin ve onarim bozuklugunun
tespiti ig¢in kullanilmaktadir. Comet yoOntemi, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal
tanisinda ve bazi hastaliklarda artan DNA hasarin1 belirlemede de kullanilan bir
biyoizlem testidir. Alkali comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve
farkli elektrik yiike sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli gé¢ etmeleri
esasina dayanmaktadir. Floresan mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar
gormemis DNA’lar comet (kuyruk) olusturmazken, hasar gormiis DNA
molekiillerindeki fragmentler farkli molekiiler agirliklarma ve farkli elektrik
yiiklerine sahip olduklart igin elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek
cekirdekten disar1 dogru goc etmekte ve kuyruk olusturmaktadirlar (Singh ve ark.,
1988; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).
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Alkali comet testi daha onceden Singh ve ark., (1988)’nin tanimladig:
protokole gore gerceklestirilmistir. Hiicreler 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir
bolmede 50000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler belirlenen ACR
konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saatligine muamele edilmek iizere 37°C’de COz
inkiibatorde bekletilmistir. Pozitif kontrol grubundaki hiicreler ise 30 dakika boyunca
100 uM H20> ile muamele edilmistir. Maruziyet siireleri tamamlanmadan kisa bir
sire Once comet testinin gergeklestirilmesi igin kullanilacak kimyasallar

hazirlanmastir.

Maruziyet siiresinin  bitiminde besiyerleri aspire edilerek kuyucuklar
ultrasalin ile yikanmustir. Tripsin eklenerek 2-3 dakika inkiibatérde bekletilmistir.
Esit miktarda TNS ile tripsinin etkisi durdurulmus ve tiiplerdeki siispansiyonlarda
bulunan hiicre sayisi belirlenmistir. Tiim tiipler santrifiij edilmis, supernatant aspire
edilmis ve tiiplere ultrasalin eklenmistir. Buz iizerinde tutulan hicreler diisiik
yogunluklu agaroz ile karistirilmis ve comet lamlarina yayilmistir. Yayma yapilan
lamlar +4°C’de 30 dakika bekletildikten sonra liziz soliisyonu igerisine alinmistir.
Lizis soliisyonundan sonra alkalin unwinding soliisyonunda bekletilen lamlar
elektroforez tamponu igerisine koyularak 21 voltta 15 dakika yiiriitiilmiistiir. Lamlar
elektroforezden sonra saf su ve %70’lik etanol igerisinde bekletildikten sonra
kurumaya birakilmistir. Incelemeden once SYBR Green I boyasindan hazirlanan

caligma soliisyonu ile boyanmustir.

Boyama sonrasinda lamlar kurutulmus ve floresan mikroskopta incelenmis ve
fotograflanmistir. Her bir deney grubundaki herbir muamele icin elde edilen 50
comet fotograflari Cometscore 2.0 Programinda analiz edilmistir. Kuyruktaki DNA
(%), kuyruk momenti ve olive kuyruk momenti parametreleri hesaplanmistir (Sekil
3.1).
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KUYRUK

KUYRUK MOMENTI

Sekil 3.1 Floresan Boya ile Boyanmis Hiicrede Bas, Kuyruk
ve Kuyruk Momentinin ifade Ettigi Bolgeler

Kuyruktaki DNA (%), comet kuyruk yogunlugunun toplam comet
yogunluguna boliiniip 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplanmaktadir. Kuyruk momenti,
kuyruktaki DNA yiizdesinin kuyruk uzunlugu ile garpilmasiyla hesaplanmstir. Olive
kuyruk momenti ise, kuyruktaki DNA yiizdesi ile comet basi ve kuyrugun agirlik

merkezleri arasindaki mesafenin ¢arpilmasiyla hesaplanmistir (Koh ve ark., 2019).
3.6 Karsinojenite
3.6.1 Neoplastik Transformasyon Testi (Kontak inhibisyon Testi)

Yaygin olarak kullanilan neoplasik transformasyon testi ilk kez Howard
Temin ve Harry Rubin tarafindan 1958’de gelistirilmistir. Bu test, bir kiiltiir kabinin
yiizeyine yapisan normal hiicrelerden, ¢esitli maddeler araciligiyla transformasyona
ugramig bir hiicre grubuna donlismesine dayanan bir testtir. Deneyde transforme
olmus hiicrelerin 6zellikleri olan degismis morfoloji, kontak-inhibisyonun kaybi ve
yogunluga bagl biiyiime inhibisyonunun kaybindan yararlanilmaktadir (Temin ve
Rubin, 1958). DNA hasar1 ve onarimindan sorumlu olan genlerdeki yetersizlikten
dolay1 genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu neoplastik hiicreler olusmakta ve
transformasyonlar gelismektedir. Genetik hasar1t tamir edilemeyen mutant
hiicrelerdeki mutasyonlar ¢ogalir, birikir ve hiicre sayisinin artiginin yanisira, malign

transformasyonlar olugsmaktadir (Xie ve ark., 2007).

Kiiltir ortaminda ACR’nin BEAS-2B hiicreleri {izerinde neoplastik

transformasyona sebep olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla Xie ve ark.,
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(2007)’n1n kullandiklart yonteme gore transformasyon testi uygulanmistir. 60 mm’lik
petrilere her bir doz grubu ve negatif kontrol i¢in 200 000 hiicre ekimi yapilip, daha
once belirlenen 3 farkli ACR konsantrasyonuna 72 saatligine maruz birakilmistir.
Petriler her giin gézlenmis ve maruziyet siiresi doldugunda hiicreler split edilerek her
bir konsantrasyondan 2 ayri petriye 100 000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmuistir.
Sonraki her split asamasinda ise her petri i¢in 1’er petriye ekim yapilmistir. 3 giinde
bir tiim petrilerin besiyerleri degistirilerek hiicrelerin morfolojik durumlar1 ve odak
olusumlar1 invert mikroskop altinda incelenmis ve fotograflar1 g¢ekilmistir. Test
protokoliine gore odak olusumlar1 en fazla 10. pasaja kadar incelenmekte ve bu
pasaja kadar odak olusmadigi takdirde test sonlandirilmaktadir. Odak olusumu
gozlendiginde odaklarin yerleri belirlenmis ve biiyiik odaklar1 olusturan hiicreler 6zel
steril plastik halkalar yardimiyla tripsin ile kaldirilmistir. istenilen odaklar toplanip
cogaltilmak tizere 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina yeniden ekilmistir. Odaklar1 alinan

petriler kristal viyole ile boyanmis ve geriye kalan odaklar sayilmstir.
3.6.1.1 Kristal Viyole Boyamasi

Boyama islemi i¢in petrilerin i¢indeki besiyerleri aspire edilmistir. Petriler
ultrasalin ile yikandiktan sonra 6nce metanolde 20 dakika, daha sonra %0.25’lik
kristal viyole boya soliisyonunda 30 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde petriler su
ile yikandiktan sonra bir gece kurumasi igin birakilmistir. Petrilerin resimleri

cekilerek saptanan odaklar sayilmustir.
3.6.2 Soft Agar Koloni Olusum Testi (Ankraj Bagimsiz Biiyiime Testi)

Baglanma-bagimli hiicreler (normal hiicreler) ¢ogalmak i¢in bulunduklari
ortamda bir yiizeye tutunma ihtiyaci duyarlar. Baglanma-bagimsiz hiicreler
(kanserlesen hiicreler) ise ¢ogalmak igin bulunduklar1 ortamda herhangi bir ylizeye
tutunma ihtiyact duymazlar. Bu davranis ¢ogunlukla transforme olmus hiicrelerin
ozelligidir. Baglanma-bagimsiz hiicrelerin biiyiimesi, hiicre kiiltiir kaplarinda daha
gelisiglizel ve rastgele goriiniir. Davranig olarak normal hiicreler gibi monolayer

olmak yerine gelisiglizel yayilim gosterirler (Borowicz ve ark., 2014).

Neoplastik transformasyon testi sonucu olusan odaklardaki hiicrelerin
cogalmak icin bir yiizeye bagimli olup olmadigini (baglanma-bagimli ya da

baglanma-bagimsiz) belirlemek i¢in Xie ve ark., (2007) nin 6nerdikleri yonteme gore
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soft agar koloni olusum testi uygulanmistir. Oncelikle %1.8’lik Difco Bactor-Agar
soliisyonu hazirlanmig, steril edilmis ve 56°C’de bekletilmistir. Hazirlanan bu agar
cozeltisi besiyeri ile karisgtirilarak 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina zemini kaplayacak
sekilde damlatilmistir. Kiiltiir kaplar1 +4°C’de bekletildikten sonra donmus olan
agar-besiyeri karigimimnin {izerine, %20 agar ve %80 besiyeri igerisindeki hiicreler
ekilmistir. Ayn1 islem Kkontrol hiicreleri igin de uygulanmustir. Inkiibasyondaki
petriler koloni olusumu bakimindan mikroskobik olarak kontrol edilmis ve invert
mikroskopta giinliik olarak izlenmistir. Koloni olusumu 4 hafta boyunca gézlenmis
ve fotograflar1 ¢ekilmistir. Siire sonunda koloniler %5°lik NBT ¢ozeltisi ile 37°C’de
24 saat boyanmistir. Fotograflanan koloni resimlerinden Image-J yazilimi

kullanilarak koloni sayilar1 tespit edilmistir.
3.7 Istatistiksel Analiz ve Sonu¢larin Degerlendirilmesi

Herbir deney ii¢ kez tekrarlanmis ve veriler bu ii¢ tekrarin ortalamasini ve +
standart hatasini ifade etmektedir. Inceleme sonucunda elde edilen tiim verilerin
homojenligi ve grup ortalamalari arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi SPSS
programi kullanilarak tek yonlii varyans analiz metodu (ANOVA) ile belirlenmistir.
Farkin 6nemli oldugu gruplarda ise, elde edilen sonuglar Student’s t-testi ile
karsilastirilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde p<0.05 anlamlilik seviyesi temel

alinmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 BULGULAR

ACR’nin insan akciger epitel hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik, genotoksik ve
karsinojenik etkilerinin bulunup bulunmadigini aragtirmak amaciyla uygulanan MTT
Testi, Comet Testi, YH2AX ve 53BP1 Kolokalizasyon Testi, Neoplastik
Transformasyon Testi (Kontak Inhibisyon Testi) ve Soft Agar Koloni Olusum Testi
(Ankraj Bagimsiz Biiyiime Testi)’nin sonuglar1 detayli sekilde asagida verilmistir.
Bu testlerden elde edilen veriler grafiklendirilip tablolar1 olusturulmustur ve
istatistiksel analizler uygulanarak bu verilerin degerlendirilmeleri yapilmis ve

yorumlanmustir.
4.1.1 MTT Testi

MTT testi ile mitokondriyal aktivite 6l¢iilerek ACR’nin ¢esitli maruziyet
stireleri  sonrasi, kuyucuklardaki canli hiicrelerin  oranim1 nasil etkiledigi
belirlenmistir. 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 10* oraninda BEAS-
2B hiicresi olacak sekilde hiicre ekilmistir. Hazirlanan ACR dozlar1 24, 48, 72 saatlik
maruziyet siirelerinde hiicrelere uygulanmustir (Sekil 4.1). Uygulamadan sonra MTT
testi protokoliindeki islemler gergeklestirilmistir ve 570 nm’de mikroplaka okuyucu

ile absorbans degerleri okunmustur.
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Sekil 4.1 96 Kuyucuklu Kiiltiir Kaplarinda MTT Testi igin Yapilan Uygulama Plam

Blank

Negatif Kontrol (0 mM)
0.005 mM 0.5 mM
0.01 mM 1mM
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0090
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24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siirelerinin sonunda elde edilen sonuglara gore,
tekrarli olarak uygulanan konsantrasyonlarin ortalama degerleri blank degerinden
(sadece Dbesiyerinin absorbans degeri) ¢ikarilarak normalizasyon yapilmistir.
Normalizasyon sonrasinda elde edilen absorbens degerleri Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3’de
gosterilmistir.

Cizelge 4.1 24 Saatlik Maruziyet Sonrast ACR Konsantrasyonlarina Gore
Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyon (mM)  OD 570 nm Normalizasyon (Konsantrasyon OD - Blank OD)

Blank 0.060 -

0 0.392 0.332
0.005 0.381 0.321
0.01 0.370 0.310
0.05 0.367 0.306
0.1 0.361 0.301
0.5 0.328 0.268

1 0.315 0.255

5 0.257 0.197

10 0.180 0.120

Cizelge 4.2 48 Saatlik Maruziyet Sonrasti ACR Konsantrasyonlarma Gore
Hesaplanan Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyon (mM) OD 570 nm  Normalizasyon (Konsantrasyon OD — Blank OD)

Blank 0.058 -
0 0.435 0.377
0.005 0.433 0.375
0.01 0.425 0.366
0.05 0.417 0.359
0.1 0.401 0.343
0.5 0.396 0.338
1 0.340 0.282
0.112 0.053
10 0.087 0.029

60



Cizelge 4.3 72 Saatlik Maruziyet Sonrasi Konsantrasyonlarina Gore Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyon (mM) OD 570 nm Normalizasyon (Konsantrasyon OD —Blank OD)

Blank 0.065 -

0 0.518 0.453
0.005 0.516 0.452
0.01 0.511 0.447
0.05 0.508 0.444
0.1 0.485 0.420
0.5 0.462 0.398

1 0.338 0.273

5 0.074 0.010

10 0.067 0.002

ACR ile 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siirelerine birakilan BEAS-2B
hiicrelerinin hiicre canlilik degerleri formiile gére hesaplanmis ve elde edilen
sonuglar ¢izelge de gosterilmistir (Cizelge 4.4). Bu degerlerin istatistiksel olarak

karsilastirilmasi yapilarak grafiklendirilmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.4 ACR Konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 Saatlik Maruziyetleri Sonucu
Elde Edilen Verilerden Hesaplanan Hiicre Canlilig1 (%) Degerleri

Konsantrasyonlar (mM) . 24 saatv . 48 saatv . 72 saatv
Hiicre canlili1 (%)  Hiicre canlilig1 (%)  Hiicre canlihidi (%)

0 100 100 100
0.005 96.68 99.54 99.61
0.01 93.44 97.29 98.51
0.05 92.31 95.27 97.85
0.1 90.66 91.04 92.66
0.5 80.71 89.71 87.70
76.79 74.83 60.29

5 59.23 14.14 2.10
10 36.02 7.64 0.49
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Sekil 4.2 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sonrasi elde edilen ortalama hiicre canlilig
verileri ve standart hata degerlerinin grafiksel olarak gosterimi
[*] ¢oziicii kontrol ile karsilagtirildiginda farkliligi gosterir (p<0.05)

MTT testinde ACR’nin 24 saatlik maruziyeti sonucu BEAS-2B hiicrelerinin
hiicre canliligit degerlerinin konsantrasyon artisgina bagli olarak azaldigi
belirlenmistir. Hiicre canliligi degerindeki bu azalmanin en yiiksek konsantrasyon
olan 10 mM’da %50’nin altina diistiigii goriilmiistiir. Hiicre canliliginda goriilen bu
diistislerden, en yiiksek iki konsantrasyonda gozlenen azalmalarin negatif kontrole

gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Sekil
4.2).

48 saatlik maruziyet siiresi sonucunda ise, 24 saatlik uygulamaya benzer bir
sekilde konsantrasyon artisina bagli olarak hiicre canliliginda diisiisler tespit
edilmistir. Hiicre canliligi degerindeki diisiis 1 mM’lik konsantrasyondan sonraki
muamelelerde %50’nin altina diismiistiir. Ozellikle test edilen en yiiksek iki
konsantrasyon olan 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda 6nceki dozlara gore ciddi bir
azalig gorillmiistiir. 48 saatlik uygulama siiresinde en yiiksek iki konsantrasyonda
hiicre canliliginda gozlenen bu dramatik diisiisler negatif kontrole gore istatistiksel
olarak degerlendirildiginde anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.2).

72 saatlik muamele sonrasinda ACR’nin BEAS-2B hiicrelerinin hiicre
canlilif1 iizerindeki etkisine bakildiginda, diger muamele siirelerinde goriildiigli gibi

konsantrasyon artisina bagli hiicre canlilig1 degerlerinin azaldig1 goriilmiistiir. Hiicre
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canliligmin %50’nin altina diistiigii degerin 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda
oldugu tespit edilmistir. Tipki 48 saatlik muamele oldugu gibi, 6zellikle en yiiksek
iki konsantrasyonda onceki dozlara gore ¢ok dramatik bir azalis belirlenmistir. Hiicre
canliligr degeri negatif kontrole gore kiyaslandiginda aralarindaki farkin test edilen
en yliksek t1¢ konsantrasyonda istatistiksel agidan anlamda Onemli oldugu
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.2).

ACR ile 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siirelerine birakilan BEAS-2B
hiicrelerinin  sitotoksisite  degerleri formiille hesaplanarak ¢izelge 4.5°de
gosterilmistir. Bu  degerlerin istatistiksel olarak karsilastirilmas1  yapilarak

grafiklendirilmistir (Sekil 4.3).

Cizelge 4.5 ACR Konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 Saatlik Maruziyetleri Sonucu
Elde Edilen Verilerinden Hesaplanan Sitotoksisite Degerleri

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat
Sitotoksisite (%) Sitotoksisite (%) Sitotoksisite (%)
0 0 0 0
0.005 3.32 0.46 0.39
0.01 6.56 2.71 1.49
0.05 7.69 473 2.15
0.1 9.34 8.96 7.34
0.5 19.29 10.29 12.30
1 23.21 25.17 39.71
40.77 85.86 97.90
10 63.98 92.36 99.51
120
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Sekil 4.3 24, 48 ve 72 Saatlik Uygulama Sonrasi Elde Edilen Ortalama Sitotoksisite
Verileri ve Standart Hata Degerlerinin Grafiksel Olarak Gosterimi
[*] ¢oziicii kontrol ile karsilastirildiginda farklilig: gosterir (p<0.05)
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ACR’nin 24 saatlik maruziyeti sonucu BEAS-2B hiicrelerinin hesaplanan
sitotoksisite degerlerinin konsantrasyon artisina bagli olarak arttigi belirlenmistir.
Negatif kontrole gore kiyaslandiginda sitotoksisite degerlerinde goriilen bu artiglarin
en yiiksek iki konsantrasyonda (5 ve 10 mM) istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.3).

48 saatlik maruziyet siiresi sonucunda, ACR’nin akciger epitel hiicreleri
tizerindeki sitotoksisitesi konsantrasyon artisina bagli olarak artmustir. Ozellikle en
yikksek iki konsantrasyon olan 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonda Onceki
konsantrasyonlara gore sitotoksisite degerinde olduk¢a ciddi artislarin oldugu
goriilmiistir. 48 saatlik uygulama siiresinde en yiiksek iki konsantrasyonda
sitotoksisitede gozlenen bu ciddi artigslar negatif kontrol ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.3).

72 saatlik maruziyet sonrasinda da, ACR konsantrasyonundaki artiglara bagli
olarak hiicrelerdeki sitotoksitenin de arttigi goériilmustiir. 48 saatlik uygulamanin
sonuglarina benzer sekilde, 6zellikle en yiiksek iki konsantrasyon olan 5 ve 10
mM’da oOnceki dozlara gore sitotoksisitede c¢ok ciddi artiglar belirlenmistir.
Sitotoksisite degerleri negatif kontrole gore kiyaslandiginda aralarindaki farkin en
yiiksek iic ACR konsantrasyonunda (1, 5 ve 10 mM) istatistiksel anlamda 6nemli
oldugu bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.3).

ACR’nin tiim konsantrasyonlarina uygulanan MTT testinde, 24, 48 ve 72
saatlik maruziyetler sonucu; 1 mM’lik konsantrasyona kadarki muamelelerde diigiik
bir sitotoksisite gozlenirken, 1 mM’dan itibaren sitotoksisitenin artmaya basladigi ve
test edilen en yiiksek konsantrasyonlar olan 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda ise

sitotoksisitede ciddi artiglar oldugu tespit edilmistir.
4.1.2 IC50 Degerlerine Gore Deneylerde Kullamlanacak Dozlarin Belirlenmesi

Tekrar edilen MTT testi sonuglarinin ortalamalar1 alinarak her bir muamele
sliresi igin kontrole gore %50 oraninda sitotoksisite gosteren konsantrasyon
(Inhibitsr ~ Konsantrasyon=IC50 degeri) degerleri hesaplanmistir ve bu

konsantrasyonlar sitotoksik doz olarak kabul edilmistir. IC50 degerleri 24 saatlik
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muamele i¢in 6.6 mM, 48 saatlik muamele i¢in 1.97 mM ve 72 saatlik muamele igin
1.33 mM olarak bulunmustur (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 ACR i¢in MTT Testi Sonuglarina Gére Belirlenen 1C50 Degerleri

24 saat 48 saat 72 saat
1C50 6.6 mM 1.97 mM 1.33 mM

Calismada uygulanan ii¢ zaman noktasia bagli olarak ACR igin hesaplanan
IC50 degeri dikkate alindiginda; bundan sonraki uygulayacagimiz deneylerimiz igin

kullanilacak ACR konsantrasyonlar1 0.5, 1 ve 2 mM olarak belirlenmistir.
4.1.3 yH2AX ve 53BP1 Ko-Lokalizasyon Testi

YH2AX ve 53BP1 proteinleri, DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde gorev
alan iki proteindir. Bu proteinler p53 proteinine baglanmaktadir ve DNA’da ¢ift
zincir kirigi olustugunda ¢ekirdekteki hasar bolgesinde p53 proteini ile ko-lokalize
olurlar. Hasar olusan bu boélgede her iki protein de bir araya gelerek odaklar meydana
getirirler (Ertiirk, 2019). yYH2AX ve 53BP1 proteinlerinin olusturduklar1 odaklarin,
immiinofloresan yontemle gbzlemlenmesi, uygulanan ko-lokalizasyon galismalarini

olusturmaktadir.

YyH2AX ve 53BP1 ko-lokalizasyon testinde, hiicreler uygulanan MTT test
sonuglarindan elde edilen veriler dogrultusunda belirlenen ii¢ konsantrasyon olan 0.5,
1 ve 2 mM konsantrasyonlara 24, 48 ve 72 saat siireyle maruz birakilmistir.
Maruziyet siireleri sonunda tiim deney gruplarina ait hiicrelerden immiinofloresan
yontemle preparatlar hazirlanmistir ve floresan mikroskop ile incelenmistir. DAPI ile
boyanmis ve morfolojisi diizgiin olan hiicre ¢ekirdeklerindeki YH2AX ve 53BP1’¢e ait
odaklarin sayimlar1 yapilmistir (Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6).
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Negatif
Kontrol

0.5 mM

1mM

2mM

Pozitif
Kontrol

Sekil 4.4 24 Saat ACR ile Muamele Edilen BEAS-2B Hiicre Cekirdeklerindeki
YH2AX ve 53BP1 Odaklarinin Kontrol Gruplari ve Konsantrasyonlara
Bagli Degisim Ornekleri

Negatif
Kontrol

0.5 mM

1mM

2mM

Pozitif
Kontrol

Sekil 4.5 48 Saat ACR ile Muamele Edilen BEAS-2B Hiicre Cekirdeklerindeki
YH2AX ve 53BP1 Odaklarmin Kontrol Gruplarn ve Konsantrasyonlara
Bagli Degisim Ornekleri
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Sekil 4.6 72 Saat ACR ile Muamele Edilen BEAS-2B Hiicre Cekirdeklerindeki
YyH2AX ve 53BP1 Odaklarinin Kontrol Gruplari ve Konsantrasyonlara
Bagli Degisim Ornekleri

Sayimlarda ¢ekirdek morfolojisi ve odak belirgenligi agisindan bir standart
belirlenip o dogrultuda sayim yapilmistir. Biitiin gruplara ait 50 hiicre ¢ekirdegindeki
odak sayilar1 sayildiktan sonra deney tekrarlarinin ortalamalari alinmistir. Odak
sayillar1 yYH2AX, 53BP1 wve ikisi birlikte (ko-lokalizasyon) olacak sekilde
degerlendirilerek kaydedilmistir (Cizelge 4.7, 4.8 ve 4.9). Elde edilen sonuglar 24, 48
ve 72 saatlik maruziyetlerde, konsantrasyona ve zamana bagli olarak odak
sayilarindaki degisiklik kaydedilmis ve grafiklendirilerek istatistiksel olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9).
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Cizelge 4.7 24 Saatlik Uygulama Sonrasi Konsantrasyona Bagli Olarak Hiicre
Basina Sayilan Ortalama Odak Sayilari

24 saat
Konsantrasyonlar
v-H2AX + SH 53BP1+SH Ko-lokalize + SH

Negatif Kontrol 4.89+0.19 3.75+0.40 2.86+0.23
0.5mM 6.88 +0.49 6.45+0.08 4.92+0.12

1 mM 7.66 +0.94 6.53+0.32 4.88 +£0.03
2mM 9.8+ 0.68 7.02+0.23 5.91+0.17
Pozitif Kontrol 16.89 +0.33 8.07+0.32 7.09+0.30

Cizelge 4.8 48 Saatlik Uygulama Sonrasi Konsantrasyona Bagli Olarak Hiicre
Basina Sayilan Ortalama Odak Sayilari

48 saat
Konsantrasyonlar
v-H2AX + SH 53BP1 + SH Ko-lokalize + SH

Negatif Kontrol 6.43+0.17 5.08+0.21 3.44+0.10
0.5mM 9.15+1.12 5.92+0.42 4.88 +0.35
1mM 11.53+0.34 6.28 +0.36 5.25+0.16
2mM 11.89+0.11 6.47 + 0.85 5.93 +0.65
Pozitif Kontrol 15.44+0.31 8.53+1.13 6.67 £0.55

Cizelge 4.9 72 Saatlik Uygulama Sonrasi Konsantrasyona Bagli Olarak Hiicre
Basina Sayilan Ortalama Odak Sayilar

72 saat
Konsantrasyonlar
v-H2AX £ SH 53BP1 +SH Ko-lokalize = SH

Negatif Kontrol 5.45+0.82 3.85+0.24 2.79+0.18
0.5mM 7.83+£0.82 5.97+0.25 4.67+0.24
1mM 11.85+1.06 6.83+0.39 5.51+0.62
2mM 13.57+0.21 9.18 +0.45 6.58+0.11
Pozitif Kontrol 15.69 +0.84 9,87 +0,69 7,71 £ 0,43

ACR’nin 24 saatlik maruziyetinde ko-lokalize olan odaklar hari¢, DNA ¢ift
zincir kirigi belirteci olan y-H2AX protein odagindaki ve DNA onarim proteinlerinin
hasar bolgesinde toplanmasini saglayan 53BP1 protein odagindaki artiglarin
konsantrasyon artigina bagli oldugu goriilmistir. 48 ve 72 saatlik uygulamalar
sonucu ise, hem y-H2AX, hem 53BP1 hem de ko-lokalize odak sayilarindaki
artislarin konsantrasyon artigina bagl olarak arttig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.7, 4.8 ve
4.9).
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24, 48 ve 72 saatlik siireyle ACR’ye maruz birakilan hiicrelerdeki ortalama
odak sayilar1 hem negatif kontrol hem de pozitif kontrol gruplart ile
karsilagtirilmistir. Beklendigi gibi pozitif kontrol olarak kullanilan ve 30 dakika
boyunca hiicrelerle muamele edilen H2O., y-H2AX, 53BP1 ve ko-lokalize odak
sayilarin1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli 6l¢tide artirmistir (p<<0.05)

(Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9).

ACR’nin 24 saatlik maruziyetinde, tim ACR gruplarinda y-H2AX, 53BP1 ve
ko-lokalize odaklarda meydana gelen artiglar, negatif kontrolle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 24 saatlik maruziyet sonucu olusan
odak sayilar1 pozitif kontrole gore kiyaslandiginda da, aralarinda istatiksel olarak
anlamli bir farkin oldugu goriilmiistir (p<0.05). Bu da bize 24 saatlik ACR
maruziyetinin hiicreler lizerindeki olumsuz etkisinin pozitif kontroldeki kadar fazla

olmadigin1 géstermektedir (Cizelge 4.7, Sekil 4.7).

48 saatlik ACR uygulamasinin y-H2AX, 53BP1 ve ko-lokalize odaklarinda,
tim konsantrasyonlarda meydana gelen artiglarin negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). ACR dozlarinin 48 saatlik maruziyet
stiresi sonuglari tiim odaklar agisindan pozitif kontrole goére karsilastirildiginda ise, y-
H2AX ve 53BP1 protein odaklarmin tiim dozlarda istatistiksel agidan aralarinda fark
oldugu bulunmustur (p<0.05). Ko-lokalize olan odaklarda diisiik olan iki dozda
pozitif kontrole gore onemli farkliliklar tespit edilirken (p<0.05), en yiiksek dozda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge
4.8, Sekil 4.8). Bu durum bize en yiiksek ACR konsantrasyonunun istatistiki olarak
pozitif kontrole yakin miktarlarda ko-lokalize odak olusumuna yol agtigini

gostermektedir.

72 saatlik uygulama sonunda, tiim konsantrasyonlarda elde edilen protein
odaklar1 ve ko-lokalize olan odak sayilari negatif kontrolle karsilastirildiginda
goriilen artisin istatistiksel olarak oneme sahip bir fark oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). y-H2AX protein odag: ve ko-lokalize olan odaklarda 72 saatlik maruziyet
stiresindeki tiim konsantrasyonlarin pozitif kontrole gore karsilagtirildiginda 6nemli
derecede farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). 53BP1 odaginda ise 0.5 ve 1

mM’lik konsantrasyonlarda goriilen artislarin pozitif kontrole gore istatistiksel olarak
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aralarindaki farkin anlamli oldugu ve pozitif kontrol kadar etkili olmadigi
goriilmiistiir (p<0.05). Buna karsilik, 2 mM’lik konsantrasyondaki artis pozitif
kontrol ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik
bulunmamustir (p>0.05) (Cizelge 4.9, Sekil 4.9). Bu sonug; 72 saatlik muamelede en
yiikksek ACR konsantrasyonunun, istatistiksel olarak pozitif kontrol gibi yiiksek

miktarda 53BP1 odak olusumuna yol agtigin1 gostermektedir.

20 a

18
16
14
12

10 my-H2AX

8 .
W 53EP1
I I I I I Ko-lokalize

Negatif 0.5mmM ImM 2m Pozitif Kontrol
Kontrol

Ortalama Odak Sayisi
] =

=]

Akrilamid Konsantrasyonlar: (mM)

Sekil 4.7 24 Saatlik Maruziyet Sonucu Hiicre Cekirdeklerindeki yH2AX, 53BP1 ve
Ko-lokalize Odaklarin Degisimi
[a] Coziicii (negatif) kontrol ile karsilastirildigindaki farkliligi gosterir
(p<0.05)
[b] Pozitif kontrol ile karsilastirildigindaki farkliligi gosterir (p<0.05)

70



Ortalama Odak Sayisi

a
b b
b
b my-H2AX
b b h
b b W 53BPL

Ii b II II I m Ko-lokalize

Negatif 0.5mM 1mM 2mM Pozitif Kontrol

Kentrol

Akrilamid Konsantrasyonlar: (mM)

Sekil 4.8 48 Saatlik Maruziyet Sonucu Hiicre Cekirdeklerindeki yH2AX, 53BP1 ve

18
16
14
12
1

(=]

Oratalama Odak Sayisi

=]

Ko-lokalize Odaklarin Degisimi

[a] Coziicii (negatif) kontrol ile karsilastirildigindaki farkliligi gosterir
(p<0.05)

[b] Pozitif kontrol ile karsilastirildigindaki farkliligi gosterir (p<0.05)

d
b
b
b
b ) my-H2AX
b b b W53BP1
b b
I b I m Ko-okalize

Negatif 0.5mM 1mm 2mM Pozitif
Kontrol Kontrol
Akrilamid Konsantrasyonlar: (mM)

Sekil 4.9 72 Saatlik Maruziyet Sonucu Hiicre Cekirdeklerindeki yH2AX, 53BP1 ve

Ko-lokalize Odaklarin Degisimi

[a] Coziicii (negatif) kontrol ile karsilastirildigindaki farkliligi gosterir
(p<0.05)

[b] Pozitif kontrol ile karsilastirildigindaki farkliligi gosterir (p<0.05)
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4.1.3 Comet Testi

Belirlenen konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamaya maruz
birakilan BEAS-2B hiicrelerinde olusan DNA hasarlarin1 belirlemek amaciyla

hazirlanan  preparatlar, floresan mikroskop kullanilarak degerlendirilmistir.

Hiicrelerde meydana gelen DNA hasarinin derecesine gore kuyruk olusumlari

gozlenmistir (Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12).

Sekil 4.10 Negatif Kontrol (1), Pozitif Kontrol (5), 0.5 mM (2), 1 mM (3) ve 2 mM
(4) ACR ile 24 Saat Muamele Edilen Hiicrelerdeki Cometlerin Gortiniimii

Sekil 4.11 Negatif Kontrol (1), Pozitif Kontrol (5), 0.5 mM (2), 1 mM (3) ve 2 mM
(4) ACR ile 48 Saat Muamele Edilen Hiicrelerdeki Cometlerin Goriiniimii



Sekil 4.12 Negatif Kontrol (1), Pozitif Kontrol (5), 0.5 mM (2), 1 mM (3) ve 2 mM
(4) ACR ile 72 Saat Muamele Edilen Hiicrelerdeki Cometlerin Gortintimii

Genotoksisiteyi belirlemek amaciyla uygulanan comet testi ile, DNA
hasarmin kantitatif olarak saptanmasinda siklikla kullanilan; kuyruktaki DNA (%),
kuyruk momenti ve olive kuyruk momenti gibi parametrelerin olgtimleri Comet
Score 2.0 (Tritek Corp, Sumerduck, VA) yazilimi kullanilarak elde edilmistir. Hem
kontrol gruplari1 hem de deney gruplarmin florasan mikroskoptada fotograflama
islemleri yapilmistir. Tim maruziyet siireleri ele alinarak kuyruk momenti,
kuyruktaki DNA (%) ve olive kuyruk momentinin Kkonsantrasyonlara bagli
degisimlerini  gOsteren  grafikler  olusturulmus ve  istatistiksel  olarak

degerlendirilmistir.

ACR uygulamasina maruz birakilan hiicrelerde meydana gelen kuyruktaki
DNA yiizdeleri negatif kontrol grubu ile karsilastirilmistir. ACR’nin 24, 48 ve 72
saatlik maruziyetlerinde, tiim konsantrasyonlarda hiicrelerde olusan kuyruktaki DNA
yiizdesindeki artiglarin doza bagli olmadigi goriilmistiir. Tiim maruziyet Siirelerinde,
kuyruktaki DNA yiizdesinde meydana gelen bu artiglar negatif kontrol ile
kiyaslandiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir

(p<0.05) (Cizelge 4.10, Sekil 4.13).
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Cizelge 4.10 ACR Konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 Saatlik Uygulamalar1 Sonrasi

Kuyruktaki DNA Yiizdesi Degerleri

Konsantrasyonlar 24 saat 48 saat 72 saat
Negatif Kontrol 10.32+0.48 11.28+£0.64 12.18 +£0.74
0.5mM 31.99 £ 0.40 17.03 +£3.31 33.14+1.50
1 mM 28.51 £2.06 15.41+0.90 29.42 +1.69
2mM 50.79 = 3.69 31.16 £1.63 47.31+2.30
80
*
70
£ 60
z
a 50
Z
% 40 W 24 saat
:3: 30 B 48 saat
20 m 72 saat
10
0
Negatif 0.5mM 1 mM 2mM Pozitif Kontrol
Kontrol

Akrilamid Konsantrasyonlari {mM)

Sekil 4.13 24, 48 ve 72 Saatlik Maruziyet Sonrasi Kuyruktaki DNA Yiizdesinin
ACR Konsantrasyonlarina Bagli Degisimi

ACR’ye 24, 48 ve 72 saat siireyle maruz birakilan BEAS-2B hiicrelerde
incelenen kuyruk momenti degerlerindeki artislarin doza bagli olmadig1 gozlenmistir.
Tiim maruziyet siireleri sonunda, hiicrelerdeki kuyruk momenti degerleri negatif
kontrolle karsilastirildiginda tim konsantrasyonlarda goriilen artiglarin istatistiksel
oneme sahip anlamli bir fark gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05). (Cizelge 4.11,
Sekil 4.14).
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Cizelge 4.11 ACR Konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 Saatlik Uygulamalar1 Sonrasi
Kuyruk Momenti Degerleri

Konsantrasyonlar 24 saat 48 saat 72 saat
Negatif Kontrol 2.57+0.48 2.56+£0.11 2.59+0.17
0.5mM 12.52+0.38 7.56£0.32 15.39 + 1.66
1 mM 12.06 +0.87 4.93+0.42 10.88 £ 1.10
2 mM 25.45+2.39 11.95+0.42 25.67 +0.66
60 *
50
5 40 I
£
[=]
E 30 W 24 saat
3
é‘* + B 48 saat
20 72 saat
I
10 I
0 -

Negatif Kontrol 0.5 mM 1mM 2mM Pozitif Kontrol

Akrilamid Konsantrasyonlar {mM)

Sekil 4.14 24, 48 ve 72 Saatlik Maruziyet Sonrast1 Kuyruk Momentinin ACR
Konsantrasyonlarina Bagli Degisimi

24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siliresi sonunda, tiim doz uygulamalarmin
ardindan hiicrelerde meydana gelen kuyruklardaki olive kuyruk momenti
degerlerinde goriilen artiglarin doza bagli olmadigr tespit edilmistir. ACR’nin 24, 48
ve 72 saatlik uygulamalari sonunda, tiim konsantrasyonlarda gdzlemlenen olive
kuyruk momentindeki bu artislarin negatif kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak aralarindaki farkin anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.12, Sekil
4.15).

75



Cizelge 4.12 ACR Konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 Saatlik Uygulamalar1 Sonrasi
Olive Kuyruk Momenti Degerleri

Konsantrasyonlar 24 saat 48 saat 72 saat
Negatif Kontrol 2.20+0.20 2.09 +0.08 2.59+0.14
0.5mM 8.23+£0.09 3.93+£0.84 9.45+0.99
1 mM 8.13+£0.71 3.18+0.09 7.46+1.01
2mM 15.13+1.15 8.25+0.38 16.15+1.32
35
*
30
‘E 25
g I
=]
S 20
E I W 24 saat
% 15
~ H 48 saat
g 10 I
5 I 72 saat
5
0
Negatif 0.5mM 1mM 2mM Pozitif Kontrol
Kontrol

Akrilamid Konsantrasyonlari (mM)

Sekil 4.15 24, 48 ve 72 Saatlik Maruziyet Sonrasi Olive Kuyruk Momentinin ACR
Konsantrasyonlarina Bagli Degisimi

4.1.4 Neoplastik Transformasyon Testi (Kontak inhibisyon Testi)

ACR’nin BEAS-2B hiicreleri tizerindeki karsinojenitesinin arastirilmasi igin
belirlenen konsantrasyonlarda neoplastik transformasyon testi uygulanmustir.
Hiicrelere belirlenen ACR konsantrasyonlar: ile 72 saatlik maruziyet uygulanmustir.
ACR’ye maruz birakilan gruplarda hiicrelerin degisimi izlenerek goriintiiledikten
sonra her bir dozdan ikiser petri olacak sekilde pasajlanmistir. Hiicrelerdeki

morfolojik degisiklikler ve odak olusumlar1 incelenmistir.

ACR uygulanmasindan ve diger pasajlamalardan sonra BEAS-2B
hiicrelerinde, negatif kontrol ile kiyaslandiginda gesitli morfolojik degisikliklerin
meydana geldigi goriilmiistiir. Hiicreler normal morfolojik 6zelliklerini kaybetmis ve
igsi bir yapiya doniismislerdir. Bazilarinda yirtik ve pargali sekilde hasarli

sitoplazma goriiliirken, bazilarinda da biiyiik bosluklari olan ve ¢ekirdekleri anormal

76



konumlanmis hiicreler tespit edilmistir. Hiicrelerin pleomorfik kiimeler (ayni tiire
mensup hiicrelerin birden fazla yapisal sekil gosterdigi kiimeler) meydana getirdigi
ve normal boyutlarindan farkli olarak displazik (organ veya dokularda anormal
hiicrelerin olugmasi) ve hipertrofik (bir doku ya da organin asir1 geliserek hacim
artiginin olmasi) bir gériiniime sahip olduklar1 gézlenmistir. Hiicrelerde temel hiicre
tabakasindan farkli olarak ¢ok tabakali sekilde biiyliyebilen, rastgele yonelim
gosteren ve invaziv (yayilan bir zararl etki niteligi tasiyan doku olusumlari) olarak
biiyiiyen hiicrelerin bu degisimleri sonucu monolayer biiyiime 6zelliginin aksine iist
iiste bilyiimeler devam etmis ve ¢ok tabakali hiicre toplulugu olusturmuslardir.
Bunun sonucunda ¢ok katmanli bir y18ilma sergileyerek odaklar olusturduklar: ve bir
zaman sonra bu odaklarin yapisik olduklari ylizeyden ayrildiklart goriilmiistiir.
Transformasyon sonrasinda hiicreler asir1 gelisme ve ¢ogalma gostererek kiiltiiriin
ilerleyen zamanlarinda hipertrofik bir durum goriilmistiir. Negatif kontrol grubu ve
ACR uygulamasi sonrasinda muamele gruplarinin hiicre kiiltiiriinde meydana gelen
hiicresel degisimlere ait 6rnekler asagidaki sekillerde verilmistir (Sekil 4.16, 4.17 ve
4.18).
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Sekil 4.16 Negatif Kontrol BEAS-2B Hiicreleri (20x)
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Sekil 4.17 ACR Uygulamas1 Sonrasi BEAS-2B Hiicrelerinde Meydana Gelen
Morfolojik Degisimler-1

Sekil 4.18 ACR Uygulamas1 Sonrasi BEAS-2B Hiicrelerinde Meydana Gelen
Morfolojik Degisimler-2
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Maruziyet siiresi bitiminde hiicreler split edilip ilk pasajlama yapildiktan
sonra, ACR ile muamele edilen hiicrelerde negatif kontrol ile kiyaslandiginda
morfolojik degisiklikler meydana geldigi goriilmistiir. Hiicrelerde gozlenen bu
degisikliklere ragmen ilk pasajlama sonrasinda odak olusumu goriilmemistir. Ilk
pasaj sonrasinda, 5 giin igerisinde negatif kontrol, 0.5 ve 1 mM’lik konsantrasyonlar
konfluent hale gelmistir. 0.5 ve 1 mM’lik dozlarda odak olusumu gézlenmemistir. En
yiiksek dozda ise hiicrelerin ¢ogu Oliip petriye tutunamadiklari igin yapisan
hiicrelerin ¢gogalmasi beklenmistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.19 Transforme Olan BEAS-2B Hiicrelerinin 11k Pasajdan Sonraki Morfolojik
Gorintimleri (10x) 0.5 mM (1), 1 mM (2), 2 mM (3)

Hicreler konfluent olduktan sonra negatif kontrol ve 0.5 ve 1 mM ACR ile
muamele edilen hiicreler pasajlanmistir. Hiicrelerin ikinci pasajdan sonra
morfolojileri daha ¢ok degismistir. Gozlem esnasinda 0.5 ve 1 mM’lik dozlarda
transforme hiicre olusumu goriilmiis ve ¢ok sayida odak olusumu meydana gelmistir
(Sekil 4.20). Negatif kontrol ve 2 mM’lik konsantrasyon pasajlanarak tekrar ekim
yapilmistir ve hiicrelerin ¢ogalmalar1 gozlenmistir (Sekil 4.21). 0.5 ve 1 mM’lik
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konsantrasyonlarda ise olusan birka¢ odak split edilerek ¢ogaltilmak amaciyla ekim

yapilmistir. Daha sonra petriler yikanip boyanarak test sonlandirilmastir.

Sekil 4.20 Ikinci Pasaj Sonrasi Transforme Hiicrelerin Olusturdugu Olusan Coklu
Koloniler
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Sekil 4.21 Transforme Olan BEAS-2B Hiicrelerinin ikinci Pasajdan Sonraki
Morfolojik Goriiniimleri 0.5 mM (1) (4x), 1 mM (2) (4x), 2 mM (10x)

©)

Negatif kontrol hiicreleri kiiltiir kabi igerisinde konfluent hale geldikten sonra
boyanarak kontrol grubu igin test sonlandirilmistir. Birka¢ giin sonra ise 2 mM’lik
ACR grubu konfluent hale gelmis ve tekrar pasajlanmistir. Hiicreler 3. pasajda odak
olusturmaya baslamiglardir (Sekil 4.22). Olusan odaklardan birkag tanesi split edilip
cogaltilmak igin tekrar ekildikten sonra petriler boyanarak en yiiksek konsantrasyon

i¢in de test sonlandirilmustir.
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Sekil 4.22 2 mM’lik Uygulamada Transforme Olan BEAS-2B Hiicrelerinin Ugiincii
Pasajdan Sonraki Morfolojik Goriiniimleri (4X)

ACR’nin  muamelesi sonucu olusan transforme hiicrelerin olusturdugu
odaklar toplanarak gogaltilmak igin 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir (Sekil
4.23 ve Sekil 4.24). Cogaltildiktan sonra elde edilen odaklarin bir kismi soft agar
koloni olusum testinde (ankoraj-bagimsiz biiyiime) kullanilmis, bir kismi ise daha

sonraki arastirmalarda kullanilmak amaciyla dondurulmustur.
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Sekil 4.23 ACR Uygulamasi Sonras1 Transforme Olan Hiicrelerinin Olusturdugu
Odaklarin Mikroskoptaki Genel Goriintiisii (4X)

Sekil 4.24 ACR Uygulamasi Sonrasi Transforme Olan Hiicrelerinin Olusturdugu
Odaklarin Mikroskoptaki Genel Goriintiisii (10x)
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Odaklarm toplandig: kiiltiir kaplarindaki odak sayilarini belirlemek amaciyla
kristal viyole kullanilarak boyama yapilmis ve boyanan odaklar Image-J goriintii
analiz yazilimi1 yardimiyla sayilmistir. 0.5 mM’lik ACR konsantrasyonu i¢in yapilan
tim transformasyon tekrarlarindan sonra elde edilen toplam odak sayisi 5654 olup,
petri basma ortalama 565.4 odak/petri olarak bulunmustur. 1 mM’lik ACR
konsantrasyonunda 10797 adet odak tespit edilmis ve petri basina ortalama 1079.7
odak/petri olarak belirlenmistir. 2 mM ACR konsantrasyon grubunda ise odak sayisi
11663 olup, petri basina diisen ortalama deger 1166.3 odak/petri olarak bulunmustur.
ACR konsantrasyonlarinin artisina bagh olarak ACR gruplardaki odak sayilarinda
arttg goriilmiistiir. Bununla birlikte konsantrasyon artisina bagli olarak hiicrelerin
morfolojileri ve davranislar1 tizerinde de ACR’nin belirgin bir etkisi oldugu
gozlemlenmistir (Cizelge 4.13 ve 4.14, Sekil 4.25).

Cizelge 4.13 BEAS-2B Hiicrelerinde ACR Maruziyeti Sonrasi Transformasyon
(Kontak Inhibisyon) Testi ile Belirlenen Odak Sayilari

Petri ve Tekrar sayisi 0.5mM 1mM 2 mM
1. Petri-1 135 673 1230
1. Petri-2 28 556 97
2. Petri-1 244 1495 1954
2. Petri-2 217 1475 1160
3. Petri-1 74 709 325
3. Petri-2 1389 1526 1249
4. Petri-1 796 1628 1264
4. Petri- 2 1091 193 1371
5. Petri - 1 948 1456 1589
5. Petri - 2 732 1086 1424

Cizelge 4.14 ACR Konsantrasyonlarmin BEAS-2B Hiicreleri Uzerindeki Etkisi
Sonucu Olusan Odak Sayilari, Odak Frekanslar1 ve Izole Edilen Odak

Sayilari
Dozlar Odak Sayilan (OdakOS(::;fll{sf‘/r i’tileSaylSl) IZO;QOEE%*%(;:EIEE;};SI /
Negatif Kontrol 7 0.7 -
0.5mM 5654 565.4 6 /5654
1mM 10797 1079.7 6 /10797
2mM 11663 1166.3 6/11663
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Sekil 4.25 Transforme Hiicrelerin Olusturdugu Ortalama Odak Sayilari

4.1.5 Soft Agar Koloni Olusum Testi (Ankraj-Bagimsiz Biiyiime Testi)

Transforme olan hiicrelerin kanserlesme potansiyellerini belirlemek amaciyla
ankoraj-bagimsiz biiyiime oOzellikleri soft agar testi ile arastirilmistir. Kontak
inhibisyon testi sonunda toplanan, transforme olmus hiicrelerin olusturdugu odaklar,
her bir ACR konsantrasyonundan 4 ayri1 odak secilerek her birinden tiger tekrar
olacak sekilde negatif kontrol grubu da dahil olmak {izere 6 kuyucuklu Kkiiltiir
kaplarina ekim yapilmis ve koloni olusumu 4 hafta boyunca gozlenmistir. Kiiltiir
kaplarinda olusan koloniler tespit edilerek isaretlenmistir ve gozleme devam
edilmistir. Dort haftalik siirenin sonuna kadar her giin fotograflanarak koloni

olusumlari ve biiyiimeleri izlenmistir (Sekil 4.26 ve 4.27).
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Sekil 4.26 Transforme BEAS-2B Hiicrelerinin Soft Agarda Olusturdugu Kolonilerin
Ortalama 1 Hafta Arayla Biiyiime Ornegi (4x)

1 4 Py 2
b e Lo riowy

Sekil 4.27 ACR Uygulamasi Sonrasi Transforme Hiicrelerin Softa Agarda Olusturdugu
Odaklarin Mikroskoptaki Genel Goriintiisii 4x (1), 10x (2), 20x (3)
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4 haftalik siire sonunda kiiltiir kaplarindaki koloniler NBT ile boyanarak
fotograflanmistir. Kolonilerin say1 ve biiyiikliikklerine gore sayimi Image-J goriintii

analiz yazilimi yardimi ile yapilmistir (Sekil 4.28, 4.29, 4.30 ve 4.31).

Sekil 4.28 Ankoraj-Bagimsiz Biiyiiyen (Soft Agar) Koloni Gériiniimleri-Kontrol

Sekil 4.29 Ankoraj-Bagimsiz Biiyiiyen (Soft Agar) Koloni Goriiniimleri-0.5 mM

Sekil 4.30 Ankoraj-Bagimsiz Biiyiiyen (Soft Agar) Koloni Goriiniimleri-1 mM
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Sekil 4.31 Ankoraj-Bagimsiz Biiyliyen (Soft Agar) Koloni Goriiniimleri-2 mM

Soft agar test ortami, saglikli hiicrelerin  ¢ogalamadiklari, fakat
transformasyon sonucu kanserlesmenin belirlenebildigi hiicrelerin ¢ogalabildikleri
bir ortamdir. Verilere gore en yiiksek koloni sayis1 2 mM’lik dozda saptanmistir.
Sonuglara gore 72 saatlik ACR uygulamasi sonrasinda, transformasyona ugrayan ve
soft agarda biiyiiyen kolonilerin sayisinda doza baglhh bir sekilde artis
gbzlemlenmistir (Cizelge 4.15, Sekil 4.32).

0.5 mM’lik doz maruziyetine sahip Kkoloniler, negatif kontroldekilerle
karsilastirildiginda <10 um (hiicre ¢apinin uzunlugu) ve 10-100 pum olan kolonilerde
istatistiksel olarak aralarinda 6nemli bir fark bulunmamuistir (p>0.05). >100 pm olan
kolonilerde ise istatistiksel a¢idan aralarindaki farkin anlamli oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). 1 mM ve 2 mM’lik uygulamalarda ise soft agarda biiyiiyen transforme
hiicrelerin olusturdugu <10 pum, 10-100 pm ve >100 um olan kolonilerde negatif
kontrole gore kiyaslandiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.15, Sekil 4.32). Bu sonuglar; ACR’nin normal
BEAS-2B hiicrelerinde in vitro transformasyona yol ag¢masina ek olarak,
organizmada tiimor olusumu ve kanserlesme potansiyelinin de olabilecegini
gostermektedir.

Cizelge 4.15 ACR Uygulamas1 Sonras1t BEAS-2B Hiicrelerinin Biiyiikliiklerine Gore
Ankoraj-Bagimsiz Biiyliime (Soft Agar) Koloni Sayilar

Akrilamid Soft Agarda Biiyiiyen Koloniler
Konsantrasyonlari <10 pm 10-100 pm > 100 pm
Negatif Kontrol 111 £15.31 124.33 £36.76 1.33£0.67
0.5mM 113.83 £9.37 182,58 +14.3 15.33+£5.07
1mM 156.33 £29.04 233.58 £ 55.89 7.58 +£2.17
2mM 161.75+29.64 231.83+£10.95 12.5+0.8
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Sekil 4.32 Soft Agar Testi ACR Konsantrasyonlarina Gore Ortalama Koloni Sayilari
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4.2 TARTISMA

ACR’nin hem gidalarla tiikketimi hem de c¢esitli alanlardaki kullanimi son
yillarda giderek artmaktadir. ACR dokularda birikim gosterebildigi i¢in insan sagligi
acisindan potansiyel bir risk haline gelmistir. Bu nedenle ACR’nin insanlar
tizerindeki olas1 sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkilerinin degerlendirilmesi
biiyiik bir 6neme sahiptir. ACR ile ilgili gesitli arastirmalarda farkli sonuglarin
bulundugu gbze ¢arpmaktadir. Baz1 ¢alismalarda kanser olusumu ile pozitif iliski
kurulurken, bazilarinda ise kanser olusumu i¢in ACR’nin viicuda alim seklinin
onemli oldugu seklindeki goriisler desteklenmistir. Deney hayvanlar1 tizerinde
yapilan karsinojenik etki ¢alismalarinda da ¢esitli dokularda karsinojenik etkilerinin
oldugu ortaya konulmasina ragmen, insanlar {izerine yapilan c¢aligmalarda oldukca
farkli sonuglara ulasildigi goriilmektedir. Bazi galismalarda ise, beslenmeyle ACR
tiiketiminin toksisitede bir artis meydana getirmedigi bildirilmektedir (Besaratinia ve
Pfeifer, 2007; Olesen ve ark., 2008; Mucci ve Adami, 2009; Boyaci ve Cengiz,
2012).

ACR’nin karsinojenitesiyle ilgili caligmalarin ¢ogu kemirgenlerde yapilmistir
ve insanlardaki potansiyel etkileri konusundaki bilgilerimizin ¢ogu, bu ¢alismalardan
elde edilen verilere dayanmaktadir. ACR ve kanser arasindaki iliski igin
epidemiyolojik kanitlar da belirsizdir. ACR’nin beslenme yoluyla alinmasi
durumunda bazi kanser tiirlerinin olusumunu tetikleyebildigini gosteren calismalar
mevcuttur (Wilson ve ark., 2008; Hogervorst ve ark., 2008b; Larsson ve ark., 2009c);
fakat ACR maruziyeti ile akciger kanseri riski arasindaki iliski tam olarak

bilinmemektedir.

ACR alim1 ve akciger kanseri riski arasindaki iligki tam olarak bilinmedigi
icin, insan akciger epitel hiicre hatt1 kullanilmis ve ACR’nin bu hiicre hattindaki olasi
in vitro sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkileri ¢esitli yontemler kullanilarak
ilk kez bu ¢alisma ile arastirilmistir. ACR’nin bronsiyal epitel hiicrelerindeki olasi
etkilerinin belirlenmesi ile heniiz tam olarak arastirilmamis olan bu konuya 6nemli

bir katki saglanacaktir.

ACR; agiz, deri ve solunum basta olmak iizere viicuda ¢esitli yollarla alinan

ve viicuda dagilarak az ya da ¢ok zararlari olabilen bir ksenobiyotiktir (Dearfield ve
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ark., 1995). ACR’nin ilk basta mesleki maruziyetten dolayr viicuda alindigi
varsayildig1 i¢in sadece bu tiir ¢alismalarla arastirilmaya calisilmistir. Daha sonra
kozmetik {iriinlerdeki kullanimi sayesinde ksenobiyotik olarak viicuda alindigi
tartistlmistir (Fuhr ve ark., 2006; Mucci ve ark., 2008). Yiyeceklerde uygulanan
cesitli pisirilme sekilleri araciligiyla oral yoldan alinmasi ve uzun siiregte insanlarin
ACR’ye maruz kalmalar1 ise asil tehdit olarak goriilmistiir (Biederman ve ark.,
2003). Ayrica, insanlarda ACR’nin viicuda alinmasi i¢in diger bir kaynak da
sigaradir. Yapilan calismalar, ACR’nin sigara dumani sayesinde akcigerler yoluyla
viicuda yiiksek oranda alindigimi gostermektedir. Sigara icenlerde sik rastlanan
akciger kanserinin esas sebebinin, sigara ile alinan ACR olabilecegini ileri siiren
caligmalar da mevcuttur (Bergmark, 1997; Schettgen ve ark., 2003). Ayrica
ksenobiyotikler, metabolize olduklarinda zararli metabolitler olusturmalar1 yoniinden
de biiyiik 6neme sahiptirler. ACR hiicre igine alindiginda kendinden daha aktif bir
metaboliti olan GA’ya doniismektedir ve GA’nin genotoksik etkiyi artirdigini ileri

stiren ¢alismalar mevcuttur (Fuhr ve ark., 2006; Mucci ve ark., 2008).
4.2.1 Hiicre Canhihg ve Sitotoksisite

Cesitli faktorler, farkli derecelerde etki ederek hiicrelerde sitotoksisiteye
sebep olabilirler. Bu tiir faktorlerin hiicre igindeki toksik veya toksik olmayan
etkilerini anlamak Onemlidir. Sitotoksisite, etkisi arastirilan bir maddenin doz ve
maruziyet siiresine gore hiicrelerde olusturduklar1 farkli derecelerdeki zararlaridir.
Hiicreler, sitotoksik etkiye sahip bir maddeye maruz kalirlarsa apoptoz, nekroz ve
otofaji gibi olaylar sebebiyle dlebilir. Buna ek olarak, hiicre gelisiminin durdurulmasi
veya engellenmesi nedeniyle de proliferasyon ozelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi
ve ark., 2009). Deneysel olarak kimyasal etkenlere maruz birakilan hiicrelerin
canliliklarinin belirlenmesi sitotoksiSite calismalarin 6nemli bir basamagidir ve
calisma sonunda canli ve 6li hiicrelerin miktar1 belirlenebilmektedir (Niles ve ark.,
2007). Hiicre canliligin1 belirlemekte kullanilan in vitro sitotoksisite testleri, etken
maddeleri degerlendirmek veya bazi bilesiklerin sitotoksisitesini arastirmak igin
uygulanan ol¢iim yontemleridir. Farkli uygulama yollarma sahip kolorimetrik,
enzimatik, luminometrik ilkelere dayali bircok hiicre canliligi testi bulunmaktadir
(Tokur ve Aksoy, 2017).
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Calismamizda, hiicre canlilifi ve sitotoksisitenin belirlenmesine yardimci
olan kolorimetrik test grubundaki MTT testi uygulanmistir. Calismamizda, BEAS-
2B hiicreleri 24, 48 ve 72 saatligine, farkli ACR konsantrasyonlari ile muamele
edildikten sonra, MTT testi sonucu elde edilen hiicre canliligi verilerinin,
konsantrasyon ve uygulama siiresi arttik¢a diistiigii gozlemlenmistir. Sitotoksisite
verilerine bakildiginda ise, ACR’nin BEAS-2B hiicreleri iizerinde doz arttik¢a
sitotoksisiteyi artirdigi ve giderek artan bir sitotoksik etki meydana getirdigi
goriilmiistir. ACR’nin BEAS-2B hiicreleri igin IC50 degerleri ise 24 saatlik
muamele i¢in 6.6 mM, 48 saatlik muamele i¢in 1.97 mM ve 72 saatlik muamele i¢in
1.33 mM olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar ACR’nin akciger epitel

hiicrelerinde sitotoksik potansiyeline isaret etmektedir.

ACR’nin, elektron eksikliginden kaynakli hiicre 6liimiine sebep olabilecegi
bildirilmistir. ACR, 6zellikle DNA ve sistein amino asidi bakimindan zengin olan
proteinler gibi makromolekiillerin elektronca zengin pargalariyla reaksiyona
girebilmektedir (LoPachin ve Barber, 2006). Bunun yani sira hiicre 6liimiiniin diger
bir sebebi de ACR’nin hiicre béliinmesi esnasinda ig ipliklerinin olusumundan
sorumlu olan kinesin proteini lizerindeki etkisinden dolay: proliferasyonu inhibe

etmesi ve hiicrenin gogalmasini engellemesidir (Exon, 2006).

ACR uygulamasindan sonra meydana gelen anti-proliferatif etkinin, ACR’nin
DNA'ya zarar vermesinden kaynakli oldugu ileri siiriilmiistiir. DNA hasarindan sonra
p21, p27 ve p53 (hasarla iliskili proteinler) aktif hale getirilmektedir ve DNA
onarimi i¢in GO0/G1l fazinda proliferasyon durdurulmaktadir. Bdylece, ACR
maruziyetinden sonra DNA hasari ile iliskili olan proteinlerin ve kontrol noktasi
proteinlerinin (Cdk2 ve siklin D1 gibi) miktarlarinin arttigi goriilmistir (Chen ve
ark., 2010).

Igme suyuyla 0, 2.5, 10, ve 50 mg/kg viicut agirhigi/giin konsantrasyonlarinda
ACR’ye 14 giin maruz birakilan erkek F344 sicanlarinin tireme ve Leydig hiicreleri
tizerinde ACR’nin etkileri in vivo olarak degerlendirilmis ve en yiiksek
konsantrasyonda testislerde bazi genlerin ekspresyonlari, serum hormonlari, hiicre
proliferasyonu ve histopatolojide onemli degisiklikler goriilmistiir. ACR’nin

testosteron diizeylerinde azalmaya, germ hiicreleri iizerinde histopatolojik
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degisikliklere, Leydig hiicrelerinde canliligin azalmasina ve mRNA ekspresyon

degisikliklerine sebep oldugu rapor edilmistir (Camacho ve ark., 2012).

Doku miihendisligi alaninda siklikla kullanilan N-izopropil ACR ve Poli N-
izopropil ACR kapli yiizeylerin sitotoksisitesini degerlendirmek amaciyla yapilan bir
calismada, sigir aort endotel hiicreleri (BAECs), maymun bdbrek epitel hiicreleri
(Veros), sican aort diiz kas hiicreleri (SMCs) ve fibroblastlar (3T3s) kullanilarak 24
ve 48 saatlik maruziyetlerde N-izopropil ACR ve Poli N-izopropil ACR
monomerlerinin sitotoksisitesi, canli hiicrelerde mitokondriyal aktiviteyi test eden bir
yontem olan MTS testi (3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
stilffofenil)-2H-tetrazolyum  testi) kullanilarak test edilmistir. Test edilecek
monomerler doku kiiltiiri ortaminda 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 mg/mL
konsantrasyonlarda ¢o6zdiiriilerek MTS testinde hiicrelere in vitro olarak
uygulanmistir. Test edilen tiim hiicre tiplerinde, monomer ¢ozelti varliginda 24 ve 48
saatlik hiicre kiiltiirlerinden sonra hiicre canliiginda azalmalar oldugu rapor
edilmistir. 3T3 hiicrelerinin N-izopropil ACR’nin toksik etkilerine en fazla direng
gosteren hiicre tipi oldugu ve 24 saat maruziyetten sonra hiicre canliliginin %80'in
biraz lizerinde (5 mg/mL konsantrasyonda) oldugu bildirilmistir. Ancak 48 saat sonra
canlilik %70'in altina diigmiistlir. Diger hiicre tiplerinde de, 24 saat maruziyetten
sonra hiicre canliliginin 6nemli 6l¢iide diistiigli ve 48 saatlik maruziyetten sonra daha
da azaldig: belirtilmistir. Endotel (BAECs) ve epitel (Veros) hiicreler monomere en
duyarlhiyken, fibroblastlarin en direngli oldugu go6zlemlenmistir. Bu nedenle,
calismada bu iki monomer test edilen tiim hiicre tipleri igin Sitotoksik olmasina
ragmen, uygulanan konsantrasyonlarda hiicreler icin toksik etkisinin hiicre tipine

bagli oldugu belirtilmistir (Cooperstein ve Canavan, 2013).

Liu ve ark., (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada, ACR’nin oliimstizlestirilmis bir
fare mikroglia hiicre hatti olan BV2'de redoksa bagimli apoptotik ve enflamatuar
etkisinin olup olmadigini aragtirmiglardir. ACR'nin BV2 hiicrelerinde hiicre canliligi
ve apoptoz lizerindeki etkisi MTT testi ile in vitro olarak incelenmistir. Hiicreler 24
saat boyunca ACR’nin degisik konsantrasyonlarina (0-10 mM) maruz birakilmis ve
sonuglar degerlendirilmistir. Sonuglara gore, BV2 hiicrelerinin ACR’ye maruz
kalmasi durumunda hiicre canliliginda azalma meydana geldigi ve konsantrasyona

bagl olarak mitokondriyal disfonksiyon sebebiyle apoptozun indiiklendigi rapor
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edilmistir. Ayrica, BV2 mikroglia hiicre hatt1 igin IC50 degeri 2 ila 5 mM dozlar
arasinda bulunmustur. Bu deger bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz IC50 degerleri ile

benzerlik gostermektedir.

Insan akciger adenokarsinom hiicre hatti (A549) iizerinde ACR’nin degisik
konsantrasyonlarinin (0.5-20 mM) sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik etkilerinin
in vitro olarak incelendigi baska bir ¢alismada, MTT test sonuglarina gore, A549
hiicre canliliginin artan ACR konsantrasyonlar ile ters orantili olarak azaldig: rapor
edilmistir ve bu hiicre hatt1 i¢in 1C50 degeri, 24 saat boyunca 4.6 mM olarak
bulunmustur. Anneksin-V testi sonuglari, ACR’nin A549 hiicrelerinin %64'iinde
apoptozu indiiklendigi belirtilmistir. TEM ve konfokal mikroskopi analizleri ise,
hiicrelerin apoptoza ozgii morfolojik ozellikler (fragmantasyonlar, niikleer
yogunlagmalar, membran kabarciklar1 ve hiicre iskeleti yirtilmasi gibi) gosterdigini
ortaya koymustur. Bu sonuglar ACR’nin A549 hiicreleri iizerinde sitotoksik, anti-

proliferatif ve apoptotik etkilere sebep oldugunu gostermistir (Kagar ve ark., 2017).

ACR’nin hiicrelerdeki toksisitesinin temel nedenlerinden birinin, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) yani oksidatif stres oldugu bildirilmistir (Hamdy ve ark., 2011;
Yilmaz ve ark., 2017). Inflamasyon, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve nérolojik
hastaliklar basta olmak tizere bir¢ok kronik hastaligin nedeni oksidatif stres ile
iliskilendirilmektedir (Jin ve ark., 2012; Mojtahedzadeh ve ark., 2014). Normalde
serbest radikaller siirekli in vivo sekilde iiretilmektedirler. Bu serbest radikallerin
viicuttaki olumsuz etkilerini nétralize etmek amaciyla siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon S-transferaz (GST), katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon (GSH) gibi
antioksidanlarin viicut i¢in koruyucu etkileri bulunmaktadir (Yousef ve El-
Demerdash, 2006). Biyolojik olarak oksidan-antioksidan oraninda dengesizlik
olustugunda, oksidatif stres meydana gelebilmektedir (Jin ve ark.,, 2012;
Mojtahedzadeh ve ark., 2014). Oksidan oOzellik gosteren maddelerin toksisite
mekanizmalari, antioksidan savunma sistemlerindeki bozulmadan ve oksidatif
stresten kaynaklanmaktadir (Veena ve ark., 2010). ACR, elektron eksikligine sahip
bir elektrofildir. OH", SH" NH> fonksiyonel gruplar1 gibi elektron yogunluguna sahip
molekiiller olan niikleofillere kars: yiiksek bir afiniteye sahiptir (LoPachin ve Barber,
2006). Bu nedenle ACR, bu fonksiyonel gruplar1 biinyesinde bulunduran herhangi

bir molekiiler yap1 ve protein ile reaksiyona girmeye yatkin hale gelir ve ROS
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olusturur. Boylece oksidatif strese yol acar (Yousef ve EI-Demerdash, 2006; Mehri
ve ark., 2012). ACR uygulamasi sonrasinda, H2O2, MDA ve ROS seviyelerinde artis
goriilmistir  (Kagar ve ark., 2017). Antioksidanlarla ilgili  genlerin
aktiflestirilmesinden sorumlu bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2, aktif olarak GSH
ve diger antioksidanlarin sentezlenmesini saglamaktadir. Nrf-2, Keap-1 proteinine
(Nrf-2 aktivasyonunu inhibe eder) bagli olarak sitoplazmada bulunur. ACR ile hiicre
icinde oksidatif stres indiiklendiginde, Nrf-2 proteini salinir ve antioksidanla iliskili
genlerin ekspresyonunun baslatildigi ¢ekirdege translokasyonu gergeklesir. Bu
translokasyon, oksidatif strese karst hiicreleri koruyan bir savunma mekanizmasidir
(Zhao ve ark., 2017). ACR konsantrasyonunun artisiyla dogru orantili olarak Nrf-2

proteininin oraninda da artis gézlemlenmistir (Kagar ve ark., 2017).

ACR’nin insan servikal kanser hiicrelerinin (HelLa) ¢ogalmasi ve enzimler
tizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, ACR’nin kanser hiicreleri tizerindeki
sitotoksisitesi ve hiicre canlilig: tizerindeki etkisi yaygin olarak kullanilan bir tarama
yontemi olan MTT testi ile in vitro olarak degerlendirilmistir. HeLa hiicre kiiltiirleri,
24 saat boyunca artan ACR konsantrasyonlarma (1-6 mg/ml) maruz birakilmistir. 24
saat sonra HeLa hiicre hattinin 2 mg/ml ACR’den baslayan konsantrasyonlarda zayif
canlilik gosterdigi bildirilmistir. ACR dozlar1 1'den 6 mg/ml'ye yiikseldik¢e, HeLa
hiicrelerinin 24 saatte hiicre canliliginin doza bagl olarak %76'dan %30'a kadar
distigti gozlemlenmistir. Bu ¢alismada ACR’nin hiicre i¢indeki Malondialdehit
(MDA), GSH ve GST aktivitesi seviyelerinin etkileri de arastirilmistir. Sonuglara
gore, ACR’nin MDA seviyesini 6nemli 6l¢iide artirdigi tespit edilmistir. Bunun yani
sira, GSH seviyesinde ve GST aktivitesinde azalmaya yol a¢tig1 gozlemlenmistir.
ACR’nin; proliferasyonun azalmasini, Kaspaz-3 enzim aktivitesinin ve apoptotik
hiicre 6liimiiniin indiiklenmesini sagladigi da belirtilmistir. Bunun sonucu olarak
ACR ile muamele edilen canli HeLa hiicrelerinin sayisinda azalma oldugu rapor

edilmistir (Mallepogu ve ark., 2017).

Oksidatif stresin ACR ve metaboliti olan GA tarafindan indiiklendigi fare
Leydig (TM3) ve Sertoli (TM4) hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisini aragtirmak
icin yapilan in vitro bir caligmada, TM3 ve TM4 hiicreleri 24 saatligine ACR (10 uM
ve 1 mM) ve GA’ya (1 uM ve 0.5 mM) maruz birakilmistir. Hiicre canliliginin MTT

testi kullanilarak degerlendirildigi bu calismada, maruz kalma siiresinin ardindan
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Leydig ve Sertoli hiicrelerinin hiicre canliliginda azalmanin meydana geldigi
bildirilmistir. Leydig ve Sertoli hiicrelerinde kontrol ve deney gruplari
Karsilagtirildiginda, Leydig hiicre canliliginm1 anlamli derecede diisiiren dozlarin en
yiiksek ACR ve GA dozunun oldugu; 6te yandan, Sertoli hiicre canliliginda anlamli
azalmaya neden olan dozlarin ise en yiksek ACR ve her iki GA dozunun oldugu
belirtilmigtir  (p<0.01). Yapilan bu g¢alismanin sonuglarinda goriilen hiicre
canliligindaki diisiis sebebiyle, hiicre canliligi sonuglar1 bakimindan bizim
caligmamizla benzerlik gostermektedir. Ayrica, ACR’ye maruz kalma siiresinin
ardindan Leydig ve Sertoli hiicreleri iizerinde laktat dehidrojenaz aktivitesi, lipid
peroksidasyonu, hidrojen peroksit seviyeleri, apoptoz/nekroz orani ve apoptotik
genlerin mRNA ekspresyon seviyelerinin 6l¢timleri de degerlendirilmistir. ACR ve
GA maruziyetinin her iki hiicre tipinde de asir1 oksidatif stres ve apoptoz artigina
neden oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, Leydig ve Sertoli hiicrelerinde meydana
gelen oksidatif stresin ve indiiklenen apoptozun ACR ve GA kaynakli oldugu rapor
edilmistir (Yilmaz ve ark., 2017).

ACR’nin fare NIH/3T3 fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin ve
olusan etki sonucu meydana gelen Oliimiin apoptozdan mi yoksa nekrozdan mi
kaynaklandigini arastirmak igin yapilan in vitro bir ¢alismada, ilk dnce 0,5 ila 20 mM
arasinda degisen 22 farkli akrilamid konsantrasyonu hazirlanarak MTT testi
uygulanmis ve ACR’nin IC50 dozu hesaplanmistir. Daha sonra, belirlenen 1C50
dozu ile 24 saat muamele edilen NIH/3T3 hiicrelerine Anneksin-V ve kaspaz 3/7
deneyleri uygulanmistir. Son olarak, morfolojik degisiklikleri gézlemlemek igin de
konfokal mikroskopi ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) analizi
gerceklestirilmistir. MTT sonuglarina gére, ACR’nin IC50 degerinin 6.73 mM olarak
bulunmus ve ACR muamelesinin NIH/3T3 hiicrelerinin canliligini doza bagli olarak
azalttigin belirtilmistir. Hiicre canliligindaki diistis bakimindan ilk 6nemli farkin 3
mM ACR muamelesinden sonra gézlendigi rapor edilmistir (p<0.01). Bu doz 4
mM'ye yiikseldiginde, anlamlilik seviyesinin daha da arttif1 gdzlemlenmistir
(p<0.001). 3T3 hiicreleri i¢in IC50 ACR konsantrasyonu 6.73 mM olarak
bulunmustur Annexin-VV ve kaspaz 3/7 deneylerine dayanarak da NIH/3T3
hiicrelerinin  6liim nedeninin apoptoz oldugu belirlenmistir. Ayrica, ACR

uygulamasina maruz birakilmig hiicrelerin kaspaz 3/7 aktivitelerinin, muamele
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edilmemis NIH/3T3 hiicrelerine gore li¢ kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. TEM
analizinde membran kabarmasi ve niikleer kromatin kiimelenmesi gozlemlenmistir.
Sitoplazmik vakuolizasyon ve konfokal mikroskopide apoptotik cisimler, niikleer
pargalanmalar ve yogunlagsmalar goriildigi rapor edilmistir (Sahintirk ve ark.,
2018).

Secer Celik ve ark., (2018)’nmin yaptig1 bir calismada, ACR’nin HEK293
hiicreleri (insan embriyonik bobrek hiicre hatti) tizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkileri aragtirllmistir. ACR’nin sitotoksisite ve hiicre canliligi tizerindeki etkisi ise in
vitro olarak MTT testi ile olglilmiistiir. ACR’nin 24, 48 ve 72 saat siireyle cesitli
konsantrasyonlarda (0.001, 0.01, 0.1, 1, 2 M) maruziyetinden sonra hiicre
canliliginda 6nemli Olgiide azalma gosterdigi bildirilmis ve HEK293 hiicre hatti
tizerinde ACR’nin sitotoksik etkisinin oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada
ACR’nin oksidatif stres {izerindeki etkisi GSH, SOD ve katalaz gibi oksidatif stres
belirtegleri acisindan arastirilmistir. ACR metabolizmasinin olusturdugu radikal
oksijen tiirlerinin, hiicrelerde oksidatif stresin artmasmna neden oldugu ve SOD
miktarin1 6nemli Ol¢iide azalttigi bildirilmistir. GSH miktarinin hidrojen peroksit
miktarindaki artisla dogru orantili olarak azaldigi ve oksitlenmis GSH (GSSG)
seviyesinin ise diistiigii belirtilmistir. Bu sonuglara dayanarak ACR’nin oksidatif

stresi arttirict etkisinin oldugu rapor edilmistir.

Hiicre tipi ve hiicre canlilig1 verilerimiz ile benzer sonuglar gosteren diger bir
calismada, sitotoksik, oksidatif, apoptotik ve morfometrik analizler kullanarak
ACR’nin BEAS-2B hiicreleri iizerindeki etkisi incelenmistir. Uygulanan MTT
testinde BEAS-2B hiicrelerine ACR’nin 0 ila 50 mM’lik konsantrasyonlarinin 24
saatlik maruziyette uygulanmasi sonucu elde edilen IC50 degerinin 2 mM oldugu
belirtilmistir. Bu degerin simdiye kadar bildirilen en kiigiik ACR IC50 degeri
oldugundan dolay1, bulunan sonucu akciger hiicrelerinin ACR’ye ¢ok duyarli oldugu
seklinde yorumlanmistir. ACR’nin bu hiicre hatti {izerinde doza ve zamana bagli
sitotoksik etkiler gosterdigi bildirilmistir. MTT testinde, BEAS-2B hiicrelerindeki
canliligin doza baglh olarak diistiigiinii gdzlemleyen arastiricilar, 1 mM dozda hiicre
canliliginin %87, 2 mM ACR dozunda yaklasik %50, 3 mM dozda canliligin %16, 4-
5-6-8 ve 10 mM’lik dozlar arasinda canliligin %11'den kiigiik, daha yiiksek ACR

dozlarinda ise (20 ve 50 mM) canliligin gozlenmedini rapor etmislerdir. Bu
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calismada BEAS-2B hiicreleri tizerinde hiicresel oksidatif stres Annexin-V ve kaspaz
3/7 igin akis sitometrisi analizi yapilarak, Bax, Bcl-2 ve Nrf-2 proteinleri ise
immiinositokimya ile degerlendirilmistir. Son olarak, ACR kaynakli hiicresel
morfolojik degisiklikler, konfokal ve TEM mikroskoplar1 altinda gézlemlenmistir.
ACR uygulamasindan sonra oksidatif stresin doza bagli olarak arttigi tespit
edilmistir. Anneksin-V etiketli apoptotik hiicrelerin ve kaspaz 3/7 aktivitesinin, ACR
ile muamele edilmis hiicrelerde muamele edilmemis hiicrelerden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Immiinositokimyasal incelemelerde, Bcl-2 (apoptotik siirecte hiicre
igerisine olan kalsiyum girisini por olusumunu saglayarak diizenleyen ve apoptozu
inhibe eden antiapoptotik bir protein)'de belirgin bir azalma goriiliirken, Bax (p53
araciligiyla indiiklenen ve bulundugu hiicrenin apoptoza gidisini hizlandiran protein)
ve Nrf-2 (oksidatif stresin etkilerini azaltmak igin antioksidan cevap genlerinin
caligmasini artiran ve bir antioksidan ajani olan glutatyonu aktiflestiren protein)’de
artiglar oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, ACR’nin BEAS-2B hiicrelerinde anti-
proliferatif aktivite gosterdigi, canlilig1 azalttigi, apoptoz ve oksidatif stresi
indiikledigi ve morfolojik degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir (Kagar ve
ark., 2019). Ayni hiicre hatt1 kullanilarak yapilmis olan ve benzer sonuglara sahip bu
caligmada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da, ACR maruziyetine bagli olarak hiicre
canliliginda disiis goriilmesi, ACR'nin BEAS-2B hiicrelerinin canliligi iizerinde

olumsuz etkilerinin oldugu hipotezini desteklemektedir.

ACR’nin insan kolon adenokarsinom hiicre hattt (Caco-2) {izerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla uygulanan in vitro bir
calismada, hiicre canliligi deneylerinde 1C50 degerini belirlemek, DNA hasarinin
yani sira apoptoza Yol agan oksidatif stresi ve mikroskobik yontemler kullanilarak
hiicrelerdeki morfolojik degisiklikleri degerlendirmek amaglanmistir. Hiicre canliligi
hem MTT hem de PrestoBlue testleriyle l¢iilmiistiir. Hiicrelerin 24, 48 ve 72 saatlik
ACR maruziyeti (0.2-50 mM) sonrasinda, hem MTT hem de PrestoBlue testlerinin
sonuglarina gore hiicre canliliginda zamana ve doza bagh bir diislis gorildiiglini
rapor etmislerdir. Her iki testte de negatif kontrol ile karsilastirildiginda farkli ACR
konsantrasyonlarinin Caco-2 hiicre proliferasyonunu oénemli ol¢iide azalttigi tespit
edilmistir (p<<0.05). Her iki testte de maruziyetler sonrasinda sitotoksisitede dnemli

bir artig goriildigii bildirilmistir. PrestoBlue testine kiyasla MTT testinde daha
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yiiksek bir sitotoksik aktivite elde edildigi de bildirilmistir. 24 saatlik maruziyetten
sonra MTT testinde IC50 degeri 5.9 mM ve PrestoBlue testine ise 8.9 mM olarak
bulunmustur. ACR’nin Caco-2 hiicrelerindeki sitotoksisiteyi indiikledigi tespit
edilmistir. Ayrica ACR’nin oksidatif DNA hasaria, konsantrasyona bagli olarak
mitokondriyal membran potansiyelinde diisiise ve apoptoz indiiksiyonunu saglayan
ROS iiretimine neden oldugu da gozlenmistir. Bu sonuclar birlikte ele alindiginda,
ACR'nin Caco-2 hiicreleri tizerinde pro-oksidatif etkiye sahip oldugu ve bunun

apoptotik hiicre 6liimiine yol agtig1 rapor edilmistir (Nowak ve ark., 2020).

Gorildiigi gibi bizim g¢alismamizin sonuglarina benzer olarak; ACR’nin
sitotoksisitesinin arastirildigi daha onceki ¢alismalarda da farkli hiicre tipleri ve
farkli ACR konsantrasyonlar: kullanilmasina ragmen, ACR’nin hiicreler {izerinde

konsantrasyon ve zamana bagl olarak sitotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir.
4.2.2 Genotoksisite

Genotoksisite, genotoksik etki olusturan maddelerin DNA ve kromozom
yapisinda meydana getirdigi hasarlar1 kapsamaktadir ve genellikle gen mutasyonlart,
DNA zincir kiriklari, kromozom anormallikleri ve DNA eklentileri gibi hasarlar
meydana gelmektedir. Olusan bu tip genetik hasarlar; dogum defektleri, genetik
hastaliklar, kanser, yaslanma ve infertiliteye yol agabildikleri igin, genetoksik
maddelerin tanimlanarak risklerinin en diisilk seviyeye c¢ekilmesi insan sagligi
acisindan olduk¢a onemlidir. Genotoksisite testleri ¢esitli mutajenlerin belirlenmesi,
mutajenlerin insanlarda olusturdugu risk tayininin yapilmasi ve bu gibi maddelere
fazla maruz kalmanin Onlenmesi i¢in uygulanan yontemlerdir (Vural, 2005; Ath
Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin
karsinojenik ve mutajenik potansiyellerinin olup olmadiginin belirlenmesi igin
yaygin olarak uygulanan in vitro ve in vivo genotoksisite testleri; ames testi,
kromozom anormallikleri testi, mikroniikleus testi, kardes kromatit degisimi testi ve
comet testidir (Athi Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). DNA hasar1 sonucu olusan
olumsuz etkilerin kantitatif 6l¢iimiine dayanan bu genotoksisite testlerine ek olarak,
yakin zamanda gelistirilen YH2AX ve 53BP1 ko-lokalizasyon testinin de iginde
bulundugu yeni genotoksisite testleri de verim, hassasiyet ve giivenilirlik gibi

gereksinimleri karsilayabilmektedir (Nikolova ve ark., 2017). Calismamizda,
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ACR’nin akciger epitel hiicresi olan BEAS-2B {izerindeki genotoksik etkisini
aragtirmak icin gesitli genotoksisite testleri uygulanmistir. Bunlardan ilki comet testi,
digeri ise YH2AX ve 53BP1 ko-lokalizasyon testidir.

DNA molekiilii siirekli olarak genotoksik strese yol agan cesitli faktorlerin
etkisi altindadir. Endojen ve ekzojen kokenli pekcok fiziksel, kimyasal ve biyolojik
faktor DNA zincir kiriklarinin olusumuna neden olan seker-fosfat omurgasinda
kirilmalara yol agabilir. Ozellikle DNA ¢ift zincir kiriklari, hiicrenin yasami boyunca
stirekli olarak ortaya cikabilen en tehlikeli lezyon tiirleridir ve bunlarin etkili bir
sekilde onarilmasi hiicrenin saglikli bir sekilde fonksiyonlarini devam ettirebilmesi
icin son derece 6nemlidir. Olusan hasar diizgiin bir sekilde tamir edilmezse, DNA
cift zincir kiriklart DNA dizisinde degisikliklere, genomik kararsizliga, kromozomal
translokasyonlara ve en sonunda neoplastik doniisiimlere neden olabilmektedir. Bu
nedenle, hiicrelerde DNA cift zincir kirik hasarlarina karst DNA onarimi, hiicre
dongiisii durmasi1 ve apoptoz gibi hiicresel aktiviteler gelismektedir (Chronis ve

Rogakou, 2007; Atl1 Sekeroglu, 2013).

Bir genotoksik maddenin DNA’da olusturdugu ¢ift zincir kirilmalarinin
biyolojisindeki en etkili temalardan biri, DNA ¢ift zincir kirik hasar1 tepkilerinde
islevli bir oyuncu olarak ortaya ¢ikan kromatindir (Chronis ve Rogakou, 2007).
Niikleozom yapisin1 meydana getiren dort ¢ekirdek histon tipinden birisi olan H2A
histon protein ailesinin 6nemli bir H2A tipi olan H2AX proteini; fosforilasyon,
asetilasyon ve ubikuitinasyona ugrayarak pek cok hiicresel olayin diizenlenmesini
saglar. Hasarli bolgelerde gorev alan bu histon tipi, DNA hasar tamiri siirecinde
anahtar bir rol oynadigi igin, hiicre boliinmesi ve biiylimesi, immiino-reseptorlerin
diizenlenmesi gibi pekcok hiicresel olay, genomik kararsizlik ve DNA hasar tamiri
ile ilgili sendromlarla yakindan iligkilidir. H2AX, DNA hasarina yanit yollarda gorev
alan ilk proteinlerden birisidir. DNA ¢ift zincir kiriklarina yanitta H2AX, korunmus
olan C-terminal kuyruk bolgesindeki serin 139 pozisyonundan, ATM, ATR ve DNA-
PK’ler tarafindan hizla fosforillenir. Fosforile olmus H2AX, gammaH2AX (yH2AX)
adin1 alir ve DNA ¢ift zincir kiriklar1 olustugunda goriilebilir niikleer odaklar
olusturur. Bu odaklarin belirlenmesi ve DNA hasarmin ya da tamir etkinliginin

Ol¢lilmesinde immiinofloresan yontem yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle
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YH2AX’nin ekspresyonu DNA c¢ift zincir kiriklarmin tespitinde hassas bir indikator
olarak son yillarda siklikla kullanilmaktadir (Atlt Sekeroglu, 2013).

Bir DNA ¢ift zincir kirig1 olustugunda, DNA hasarina yanit olarak H2AX'in
fosforilasyonu yoluyla YH2AX olusur. DNA ¢ift zincir kirik hasart olusumunda hasar
bolgesinde en erken beliren YH2AX lezyonun her iki bolgesinde uzun bir alan
boyunca uzanmaktadir. Bu sekilde sinyal iletim yollarmin gen amplifikasyonuna
destek saglamaktadir. DNA hasarimi takiben, 6zel bir transkripsiyon faktorii olan
timor baskilayici protein olan p53 baglayan protein (53BP1), memeli hiicrelerinin
genotoksik strese yanitinda merkezi bir rol oynar ve DNA ¢ift iplik kiriklarinin
onarim ve iglenmesi siirecinde 6nemli bir regiilatérdiir. YH2AX ile etkilesime girer
ve DNA ¢ift zincir kiriklarinin oldugu bélgelere yerleserek, sinyal proteinleri ile
metillenmis histon kalintilar1 arasinda arayliz olusturmaktadir ve hasar goéren
kromatin {izerinde yogunlasarak ya hiicre dongiisiiniin durmasin1 saglamakta ya da
apoptozun olusmasina aracilik etmektedir. Bu nedenle hiicrede YH2AX odaklarinin
kalicilig1 ve/ya artisinin yaninda, DNA hasar onarim molekiillerinin hasar bolgesine
cagrilmasi ve bu proteinlerin toplanarak gézlenebilir odaklar olusturmasinda 53BP1
odaklarinin da kritik bir rolii vardir (Ward ve ark., 2003; Chronis ve Rogakou, 2007;
Lassmann ve ark., 2010; Zimmermann ve de Lange, 2014; Ertiirk, 2019; Sekeroglu
ve ark., 2021). DNA cift zincir kiriklarmin tamirinde goérev alan iki protein olan
YyH2AX ve 53BP1 proteinleri p53 proteinine baglanir ve DNA’da ¢ift zincir
Kiriklarinin olustugu gekirdekteki hasar bolgesine p53 ile ko-lokalize olurlar. Hasar
bolgesinde YH2AX ve 53BP1 proteinlerinin bir araya gelerek olusturduklar
odaklarin immiinofloresan yontemle gozlemlenmesi, ko-lokalizasyon galigmalarinin

temelini olusturmaktadir (Ertiirk, 2019).

DNA’daki ¢ift zincir kiriklarin tespit edilmesi i¢in diger bir yontem de
Ostling ve Johanson (1984) tarafindan gelistirilen ndtral kosullarda gergeklestirilen
bir yontem olan DNA jel elektroforezi yontemidir (Comet Testi). Daha sonra, Singh
ve ark., (1988) bu yontemi modifiye ederek alkali kosullarda uygulamislardir. Comet
yontemi uygulanmis hiicrelerin floresan mikroskopta incelenmesiyle DNA
molekdllerinin  elektriksel gogiinii  gorsel olarak gozlemlenmesine olanak
saglanmistir. Bir hiicre slispansiyonu, diisiik erime noktali agaroz ile karistirilarak bir

mikroskop lamu iizerine yayilmaktadir. Comet testi, spesifik bir pH'ta lizis soliisyonu
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ile serbest hale getirilen DNA’nin siipersarmal yapisinin agilmasi ve elektroforez ile
DNA’da olusan kiriklarin anoda dogru go¢ etmesi prensibine dayanmaktadir. Notr
pH'ta (7-8) DNA'nin ¢oziilmesi ve elektroforez, ¢ogunlukla ¢ift zincir kiriklarinin ve
capraz baglarin tespitini kolaylastirirken, pH 12.1-12.4'te gevseme ve elektroforez,
tek ve cift zincir kiriklarinin, tamamlanmamis eksizyon onarim bdlgelerinin ve
capraz baglarin saptanmasini kolaylastirmaktadir. 12.6'dan daha yiiksek bir pH'ta
gerceklesen ¢oziilme ve elektroforez ise, yukarida listelenen tiim lezyon tiplerine ek
olarak alkali degisken bolgelerin saptanmasina yardimci olmaktadir (Miyamae ve
ark., 1997). DNA’sinda kirik goriilmeyen normal hiicrelerde serbest uclarin
olmamas1 ve fragmentlerin biiylik olmasi sebebiyle elektroforez esnasinda gociin
engellenmesine neden olmaktadir. Anoda go¢ eden DNA fragmentleri floresan etkili
boyalar ile isaretlendiginde kuyruklu goériiniimiine sahip olmaktadir (Singh ve ark.,
1988).

Bu ¢alismada comet testi sonucu elde edilen verilere goére; kuyruktaki DNA
yiizdesi, kuyruk momenti ve olive kuyruk momenti degerlerinde konsantrasyona
bagli olmayan artislarin oldugu ve bu artislarin negatif kontrolle kiyaslandiginda
aralarindaki farklarim 6nemli oldugu tespit edilmistir. YH2AX ve 53BP1 ko-
lokalizasyon testi sonuglarina bakildiginda ise, YH2AX, 53BP1 ve ko-lokalize olan
odaklarda doza bagli artislar gériilmiistiir. Uygulanan maruziyet siirelerinde y-H2AX
protein odagi, 53BP1 protein odagi ve ko-lokalize odaklarda meydana gelen bu
artiglar, negatif kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Bu veriler 1s1ginda ACR’nin genotoksik potansiyelinin oldugu goriilmektedir.

ACR'nin mutajenik etki gostermesine yol agan iki olast mekanizma one
atilmistir (Dearfield ve ark., 1995). Bunlardan ilki, ACR'nin, DNA bazlarindaki
niikleofilik bolgelerle etkilesime girerek reaktif bir metabolit olan GA'ya
oksitlenmesidir. Bu metabolik doniisimde Sitokrom P450 2E1 (CYP2EL) rol
oynamaktadir (Adler ve ark., 2000; Ghanayem ve ark., 2005). Ikinci olasi
mekanizma ise, ACR'nin DNA ve proteinlerdeki niikleofillerle (6rnegin; tiyoller
veya GSH) dogrudan reaksiyona girmesidir. Bu yollarla, ACR'nin mutajenitesi, GSH
gibi oksidatif savunma sisteminin azalmasindan ve reaktif oksijen tiirlerinin
artmasindan kaynaklanabilmektedir (Dearfield ve ark., 1995). Oksidatif stresin ise

kromozomal anormallikler, mutasyon, tiimér ve kanser gelisiminde rol aldig
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bilinmektedir ve bu nedenle de dolayli yoldan olusan genotoksisitenin onemli
mekanizmalarindan birisi olarak kabul gérmektedir (Liu ve ark., 2010a; Liu ve ark.,
2010b; Mallepogu ve ark., 2017).

Blasiak ve ark., (2004)’1 saglikli insan kanindan izole edilen lenfositleri in
vitro kosullar altinda 0.1-0.5 pmol ACR ile muamele etmisler ve GSH o6l¢iimii ile
comet analizini uygulamiglardir. ACR’nin hiicre igindeki GSH seviyesini 6nemli
derecede diisiirdiigiinii ve DNA’da 6nemli genotoksik hasarlar meydana getirdigini
tespit etmislerdir. Bahsedilen c¢alismalarin sonuclari ile ¢alismamizda elde edilen

sonuglar ele alindiginda sonuglar paralellik gostermektedir.

ACR (1000-6000 uM) ve GA’nin (100-3000 pM) mutajenik potansiyelini
olgmek i¢in Cin hamster fibroblast hiicre hatti (V79) ve genotoksik potansiyelini
6lgmek i¢in ise model sistem olarak insan kaninin kullanildig1 in vitro bir ¢alismada,
hprt mutajenite testinde ACR 10 mM'lik konsantrasyona kadar inaktif oldugu
goriilmiistiir. Buna karsilik GA’nin, 800 uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
konsantrasyona bagli mutasyon indiiksiyonu gosterdigi bildirilmistir. Comet testi
uygulanarak lenfositlerdeki genotoksik etkiye bakildiginda ise, ACR’nin 6000 uM'a
kadar 6nemli genotoksik veya mutajenik etki gostermedigi belirtilmistir. GA’nin
300-3000 uM doz araliginda konsantrasyona bagli olarak DNA hasar1 gosterdigi
rapor edilmistir. ACR’de 5000 uM'a kadar, GA’da ise 1000 pM'a kadar anlaml1 MN-
indiiksiyonu  gozlenmemistir.  Bu nedenle, ACR ve GA’nin etkileri
karsilagtirlldiginda GA’nin  daha 1limhi bir genotoksik aktivite sergiledigi
belirlenmistir (Baum ve ark., 2005).

ACR kaynakli genotoksik etkiyi acikliga kavusturmak i¢in secilmis rat
dokulariyla yapilan in vivo bir ¢alismada, DNA hasarinin varligi comet testi ile,
ACR’nin aktif metaboliti olan GA’nin olusturdugu adenin ve guanin eklentileri ise
LC/MS/MS analizi ile arastrilmistir. Siganlara oral yolla tek dozda ACR (viicut
agirligina gore 18, 36 ve 54 mg/kg) uygulanmis ve tedaviden sonra farkli zamanlarda
cesitli organlardan (kan lokositleri, beyin, karaciger, kemik iligi, testisler ve
adrenaller) Ornekler almmustir. GA ile meydana gelen DNA eklentilerinin
Ol¢timlerinden elde edilen sonuglarda, testis, beyin ve Karacigerdeki eklentilerin

nisbeten esit miktarda oldugu gozlemlenmistir. Comet testi sonuglart DNA gdg¢iiniin
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beyin ve testislerde dnemli Ol¢lide artis gosterdigi belirlenmistir. Karaciger ve kemik

iliginde ise zayif bir DNA hasari kaydedilmistir (Mani ere ve ark., 2005).

Insan lenfoblastoid TK6 hiicrelerinde ACR (0-15 mM) ve metaboliti olan
GA’nin (0-2.5 mM) genotoksisitesinin arastirildigi in vitro bir c¢alismada, DNA
hasar1 i¢in comet testi, klastogenez icin MN testi ve gen mutasyonu i¢in de timidin
Kinaz testi in vitro olarak uygulanmistir. ACR’nin, yiiksek konsantrasyonlarda (>10
mM) MN ve timidin kinaz testlerinde kromozom sapmalarina ve genomik
dengesizlige neden olarak hafif genotoksik bir etki gosterdigi; GA’nin ise, DNA ile
oldukga reaktif ve 0.5 mM'da anlamli ve konsantrasyona bagli olarak genotoksik etki
gosterdigi  bildirilmistir. Timidin kinaz analizinde, ACR’nin ¢ogunlukla
heterozigosite hasar mutasyonunu indiikledigi, GA’nin ise esas olarak nokta
mutasyonlar indiikledigi ortaya konulmustur. Tiim bu sonuglara dikkate alindiginda,
ACR ve GA’nin genotoksik 6zelliklerinin belirgin sekilde farkli oldugunu, ACR’nin
DNA'ya dogrudan zarar vermeden klastojenik etkisinin oldugu ve GA’nin ise

mutajenik ve karsinojenik oldugu rapor edilmistir (Koyama ve ark., 2006).

ACR'nin in vivo genotoksisitesini arastirmak icin Manjanatha ve ark.,
(2006)’nin yaptig1 bir ¢alismada, erkek ve disi Big Blue (BB) farelere, igme sularina
3-4 hafta siireyle 0, 100 veya 500 mg/l ACR ve GA dozlar1 uygulanmistir.
Mutantlarin molekiiler analizi, ACR ve GA'nin benzer mutasyon spektrumlari
urettigini ve bunlarin kontrol mutantlarindan 6nemli oOlgiide farkli oldugunu
gostermistir (P<0.001). ACR ve GA’ya maruz birakilan farelerin karaciger cll
genindeki baskin mutasyon tipleri G:C>T:A transversiyonlar1 ve -1/+1 g¢erceve
kaymalar1 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, hem ACR hem de GA'nin

farelerde genotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir.

Insan hepatoma G2 (HepG2) hiicrelerinde hazirlanan 2.5, 5, 10 ve 20 mM’lik
konsantrasyonlar ile ACR’nin olasi genotoksisitesinin comet ve MN testi kullanarak
degerlendirildigi in vitro bir ¢alismada, genotoksisite olusumunun altinda yatan
mekanizmalart agikliga kavusturmak igin, hiicre ici ROS olusumu ve oksidatif DNA
hasariin seviyesi immiinositokimyasal analiz ile degerlendirilmistir. ACR’nin doza
bagli olarak HepG2 hiicrelerinde DNA zincir kirilmalarinda ve MN sikliginda artisa
sebep oldugu goriilmiistiir (Jiang ve ark., 2007).
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Mei ve ark., (2008)’nin yaptig1 in vitro bir ¢alismada, L5178Y/Tk +/— fare
lenfoma hiicrelerinde ACR ve metaboliti olan GA’nin  genotoksisitesi
degerlendirilmistir. Hiicreler, ACR (2-18 mM) ve GA’ya (0.125-4 mM) metabolik
aktivasyon olmadan 4 saat boyunca maruz birakilarak DNA eklentileri, mutant
frekanslar1 ve mutasyon tiirleri incelenmistir. Test edilen doz araliginda GA’nin,
adenin ve guanin [N3-(2-karbamoil-2-hidroksietil)-adenin ve N7-(2-karbamoil-2-
hidroksietil)-guanin] DNA eklentilerini doza bagimli bir sekilde indiikledigi
goriilmistir. GA'nin daha diisiik dozlarda mutajenik etki gostermesi nedeniyle bu
sonucu, GA'nin ACR'den ¢ok daha fazla mutajenik etkiye sahip oldugu seklinde
yorumlamislardir. Bununla birlikte, mutant frekanslarin 12 mM ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda ACR tarafindan 6nemli olglide arttigi goriilmistiir. Mutasyon
spektrumlarinin istatistiksel analizine bakildiginda, ACR ve GA muamelelerinin
neden oldugu mutasyon tiirleri arasinda 6nemli bir fark ortaya ¢iktigi rapor
edilmistir. Hem ACR’nin hem de GA’nin fare lenfoma hiicrelerinde klastojenik bir
etkiyle mutasyonlara sebep olduklari, GA’nin DNA eklenti mekanizmasi ile
mutasyonlart indiikledigi, ACR’nin ise oksidatif stresi artirmasindan dolay1

mutasyonlar1 indiikledigi rapor edilmistir.

Belirlenen 23 gida igerisindeki ACR seviyelerinin Gaz Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) ile incelendigi bir calismada, tiim gida orneklerindeki ACR
ve GA miktarlariin genotoksisitesi Salmonella mutajenite testi kullanilarak
aragtirtlmistir. Bu 23 gidanin 16'sinin sulu ve organik ekstraktlar1 olusturularak
comet testi ile DNA hasar potansiyelleri tespit edilmistir. Metabolik aktivasyon
sistemi (S9) varliginda ve yoklugunda, ne ACR ne de gidalarin sulu veya organik
oziitleri, TA98, TA100 ve TA1535 Salmonella suslar1 iizerinde mutajenik etki
gostermistir. Ayni  sekilde, comet testinde de DNA'ya hasar veren etkiler
gostermedikleri tespit edilmistir. GA’nin ise, TA100 susu ile sadece S9 varliginda
mutajenik etki gosterdigi ve comet testinde yogun DNA kirilmalarina yol agtig1 rapor
edilmistir. Cipsle beslenen si¢anlardan alinan 16kositlerde, comet testinde genis DNA
hasar1 belirlenmistir (EI-Assouli, 2009).

Chen ve ark., (2010)’nin insan astrositom hiicreleri kullanilarak farkli zaman
periyotlart i¢in (0, 6, 12, 24, 36 ve 48 saat) hazirlanan 0, 0.5, 1 ve 2 mM’lik ACR

maruziyetinden kaynaklanan DNA hasarmin hiicre dongiisti tizerindeki etkilerinin
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arastirildigi in vitro bir ¢alismada, 48 saatligine 0,5 mM’lik ACR’ye maruz birakilan
hiicrelerde comet kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA yiizdesi degerlerinde artig
meydana gelirken, kuyruk momenti degerinde ise 2 mM’lik konsantrasyonda anlamli

artislar meydana geldigi tespit edilmistir.

Yapilan diger bir ¢aligmada, aflatoksin B1 (AFB1), ACR, siklofosfamid
(CPA), benzo[a]piren (B[a]P), N-nitrosodimetilamin (NDMA), 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-b] piridin (PhIP) ve 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f] kinolin (IQ) gibi
promutajenler kullanilarak farklilasmis insan hepatomu olan HepaRG hiicreleri
tizerinde comet ve MN testleri in vitro olarak uygulanmis ve bu promutajenlerin
neden oldugu DNA hasar1 tespit edilmek istenmistir. Bu bilesiklerin sitotoksisitesi
ise, laktat dehidrojenaz (LDH) olgiilerek degerlendirilmistir. LDH deneyi ile
belirlenen hiicre canliligi, IQ hari¢ tiim bilesikler i¢in 24 saatlik uygulamadan sonra
%70 olarak belirlenmistir. Comet testinde 1Q hari¢ tiim bilesiklerde DNA hasar1 ve
kuyruk olusumun meydana geldigi bildirilmistir. B[a]P, CPA ve AFB1’de doza bagh
bir artis gozlenirken; PhIP, IQ ve ACR’de artis gézlenmedigi rapor edilmistir. Comet
testinde HepaRG hiicrelerinde sadece yiiksek ACR konsantrasyonlar: ile yapilan
muamelelerde DNA gé¢iiniin arttigi  belirlenmis ve DNA fragmantasyonunun
gozlendigi bildirilmistir. Goriilen etkiler, hiicre i¢i ROS’larin sebep oldugu oksidatif
DNA hasar1 ve glutatyon miktarinin tiikenmesi olarak yorumlanmistir (Le Hegarat ve

ark., 2010).

Sicanlardaki sitokrom P450 2E1 (CYP2EIl)’de ACR kaynakli genotoksik
etkinin olup olmadigini incelemek igin yapilan bir ¢aligmada in vivo alkali comet
testi uygulanmustir. Siganlar 50 mg/kg ACR grubu, 100 mg/kg ACR grubu ve kontrol
grubu olarak ii¢ gruba ayrilmistir ve belirlenen konsantrasyonlar 21 giin boyunca
siganlara oral yolla uygulanmigtir. ACR’nin her iki muamele grubunda da hayvan
davraniginda ve 6liim oraninda %30'a (birinci grupta) ve %40'a (ikinci grupta) varan
belirgin degisikliklere sebep oldugu belirtilmistir. ACR’nin, aspartat aminotransferaz
(AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) aktivitesinde olduk¢a Onemli bir artis
saglarken, toplam protein, albiimin ve globulin seviyelerinde 6nemli bir diisiise sebep
oldugu rapor edilmistir. ACR’nin konsantrasyona bagli olarak DNA tek zincir
kirtlmalarinin sayisinda 6nemli bir artisa neden oldugunu bildirilmistir. Yapilan

histopatolojik incelemede ise, ACR ile muamele edilen siganlarin Kkaracigerinde
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nekrotik ve dejeneratif degisikliklerin meydana geldigi gézlemlenmistir (E1-Bohi ve
ark., 2011).

Hobbs ve ark., (2016)’nin yaptigi1 bir ¢alismada, erkek F344 siganlar1 ve
B6C3F1 fareleri igme suyu ile sirasiyla 24.0 ve 12.0 mg/kg/giin olacak sekilde 30
giin boyunca ACR konsantrasyonuna maruz birakilmis ve DNA hasar1 ve gen
mutasyonu potansiyelinin olup olmadigt MN ve Pig-a gen mutasyon testleriyle in
vivo olarak arastirilmigti. MN ve Pig-a gen mutasyonu deneylerinin sonuglarina
gore, test edilen dozlarda ACR uygulanan erkek siganlar i¢in Pig-a geninde
mutasyon olusmamis ve sonu¢ negatif bulunmustur; fakat MN olusumunda
konsantrasyona bagli bir artis meydana geldigi goriilmiistiir. Farelerde Pig-a testi

sonuglar1 da negatif olarak rapor edilmistir.

Sitotoksite boliimiinde de bahsedilen bir arastirma olan Secer Celik ve ark.,
(2018)’nin yaptig1 in vitro calismada, ACR’nin embriyonik bobrek hiicresi
(HEK?293) {izerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Hiicrelere farkl
konsantrasyonlarda (0.001, 0.01, 0.1 M) ACR eklenerek 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Genotoksisiteyi incelemek igin MN ve FISH (Floresan in situ
Hibridizasyon) testleri uygulanmistir. MN testinin sonuglarina gore, doz artisina
bagli olarak MN sayisinda ve sikliginda artis gozlemlenmistir. FISH testinin
sonuglarina goére, olusan mikroniikleuslardaki sentrik fragmentlerin asentrik
fragmentlere orani 1/3 olarak bulunmustur. Testin sonucuna gére, ACR’nin DNA
kiriklarina neden oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, HEK293 hiicre hatt1 iizerinde

ACR’nin genotoksik etkisinin oldugu rapor edilmistir.

Nowak ve ark., (2020)’nin Caco-2 hiicre hatti tizerinde ACR’nin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklari in vitro bir ¢alismada, 24, 48 ve
72 saatlik ACR maruziyetinden sonra belirlenen IC50 degerleri sonucu nihai
konsantrasyonlar olarak 0.2, 0.8, 3.2, 6.4 ve 125 mM’lik dozlar se¢ilmis ve
genotoksisitenin  belirlenmesi i¢in uygulanan testlerde bu konsantrasyonlar
kullanilmistir.  Comet testi  sonucu ACR'nin  Caco-2 hiicreleri iizerinde
genotoksisiteyi indiikledigi ve en biliyik DNA hasarinin ACR’nin en yiiksek

konsantrasyonu olan 12,5 mM’de goriildiigii tespit edilmistir.

107



Gorildigh tizere ACR’nin in vitro ve in vivo genotoksisitesinin arastirildigi
daha onceki ¢alismalarin pek ¢ogunda farkli canli tiirleri, farkli hiicre tipleri, farkli
ACR konsantrasyonlar1 ve bazilarinda farkli genotoksisite testleri kullanilmasina
ragmen, ACR’nin genotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir. Onceki c¢alismalarin
sonuglart ile uyumlu olarak bizim c¢alismamizin sonuglart da ACR’nin akciger

bronsial epitel hiicrelerinde DNA hasarina yol agtigini ortaya koymustur.
4.2.3 Karsinojenite

Cesitli genotoksinlerin meydana getirdikleri mutajenik etkiler karsinojenik
potansiyelleri ile de ilgilidir. Ozellikle hiicrelerde olusan DNA ¢ift zincir kiriklari,
genomik biitiinliigii bozmaktadir. Meydana gelen bu hasarlar eger onarilmadan
birakilirlarsa, kalict olarak hiicre dongiisiiniin durmasina, apoptozun indiiksiyonuna
ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Olive, 1998). Yanlis bir sekilde onarildiklarinda
ise, dogrudan indiiklenen ya da gecikmis kromozomal yeniden diizenlemeler
araciligiyla karsinogeneze yol acabilmektedir (Morgan ve ark., 1998; Xie ve ark.,
2008).

Bir tiimor hiicresi, olusan ¢esitli fenotipik degisiklikler sonucu normal hiicre
fenotipinden ayirt edilebilmektedir. Tiimorlesen hiicredeki degisiklikler arasinda;
serum biiyiime faktorlerine olan bagimliligin azalmasi, hiicresel morfolojide
degisiklikler, kontakt inhibisyonun kaybolmasi, ankraj bagimsiz biiylime yeteneginin
olmasi, immortalizasyon (6liimsiiz olmak), hiicrelerde kontrolsiiz iiremenin olmasi,
hiicreler arasi iletisimin azalmasi, substratlara yapigsma O6zelliginde zayiflama, yari
katt ortamlarda tireme kabiliyetinin artmasi, kiiltiir ortaminda devamli, hizli ve
kolaylikla iiremesi, suspansiyon kiiltiirler halinde iireme 6zelliginin olmasi, uygun
konakgiya enjekte olduklarinda tiimér olusturmasi ve klon olusturma yeteneginin
artist bulunmaktadir. Morfolojik olarak degisen transforme hiicreler, faz kontrast
mikroskobu altinda go6zlendiginde diizensiz bir sekilde biiyliyen kiimeler
goriiniimiinde olmaktadir. Bu tiir hiicreler, normal hiicrelerde oldugu gibi tek tabaka
halinde bir bilylime gostermemeleri ve katmanli bir sekilde ¢ogalmalarindan dolay1
kolaylikla tespit edilemektedirler (Xie ve ark., 2007).

Neoplastik transformasyon ve soft agar testleri, ¢esitli bilesiklerin in vitro

olarak Kkarsinojen etkisinin olup olmadigimin belirlenmesi amaciyla uygulanan
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yontemlerdendir. Transformasyon deneyi, in vivo karsinogenez siirecine benzer
hiicresel ve molekiiler olaylar icermektedir. Neoplastik transformasyon testi
sonucunda transforme olan hiicrelerin, farelere asilandiginda tiimoregenik bir etki
ortaya c¢ikardiklar1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir.  Ayrica in  vitro
transformasyon testi, ¢esitli kimyasallarin karsinojen etki gosterip gostermediginin
belirlenmesinde kullanilan in vivo kemirgen deneylerinden daha hizli sonug
vermektedir. Hiicresel ve hiicreler arasi etkilesimler hakkinda bilgi vererek
genotoksik ve genotoksik olmayan bazi karsinojenlerin belirlenmesini saglamaktadir
(Sasaki ve ark., 2012).

Calismamizda uygulanan transformasyon testi sonuglarimiza gore, hiicreler
normal morfolojik 6zelliklerini kaybetmis ve igsi bir yapiya doniismiislerdir. Bazi
hiicrelerde yirtik ve parcali sekilde sitoplazma goriiliirken, bazilarinda da biiyiik
bosluklar olusmus ve c¢ekirdekler anormal konumlanmustir. Hiicrelerin normal
boyutlarindan farkli olarak displazik ve hipertrofik bir goriiniime sahip olduklar
gozlenmistir. Temel hiicre tabakasindan farkli olarak ¢ok tabakali halde biiyiiyebilen,
rastgele yonelim gosteren ve invaziv olarak biiyliyen hiicrelerin oldugu belirlenmis
ve monolayer biiylime 6zelliginin aksine {ist iiste cogalmalar devam etmistir. Olusan
bu odaklar1 olusturan hiicrelerin zamanla yapigsma 6zelliginde zayiflama olmus ve bir

stire sonra yapisik olduklar1 ylizeyden ayrildiklar1 goriilmiustiir.

Soft agar testi de karsinojenitenin belirlenmesinde kullanilan testlerden
biridir. Bu testte, transforme olmus hiicrelerin kati1 bir yilizeyde bagimsiz olarak
biiylime yetenegini ve karsinogenezi ayirt etmek i¢in kullanilir. Bu yetenegi in vitro
karakterize etmek igin iyi bilinen bir yontemdir ve hiicrelerdeki kotii huylu
transformasyonun olup olmadigin1 saptamak i¢in kullanilan bir test olarak kabul
edilmistir. Ayrica g¢esitli muamele kosullarmma yanit olarak bu yetenegin yari
kantitatif degerlendirmesine de izin vermektedir. Hiicreler, yiiksek bir agar
konsantrasyonu iceren hiicre kiiltiiri ortami ile karistirilmig yumusak bir agar
tabakasi iginde bilyiitiilmektedir. Bu tabaka, hiicrelerin kiiltiir petrisine yapigmasini
onlemekte ve transformasyona ugramis hiicrelerin goriiniir koloniler olusturmasina
izin vermektedir. Bu teknigin mantigi, normal hiicrelerin biiyliyebilmek ve
boliinebilmek i¢in hiicre-hiicre dis1 matris temasina bagimli olmasidir. Bunun aksine,

transformasyona ugramis hiicreler, ¢evrelerindeki tabakadan bagimsiz olarak
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biliylime ve boliinme yetenegine sahiptirler ve bu nedenle, ankorajdan bagimsiz bir
sekilde koloni olusturabilen hiicrelerin transformasyona ugradigi ve karsinojen
oldugu kabul edilmektedir. Bu ydntemin amaci, hiicrelerdeki bu yetenegin yari

kantitatif bir sekilde 6l¢iilmesini saglamaktir (Borowicz ve ark., 2014).

Soft agar testi sonuglarimiza gore, en yiiksek koloni sayisi 2 mM’lik
konsantrasyonda saptanmistir. Bu sonuca goére ACR wuygulamasi sonrasinda,
transforme olan ve soft agarda biiyiiyen kolonilerin sayisinin konsantrasyona bagh
bir artis gosterdigi tespit edilmistir. 0.5 mM’lik doz maruziyetine sahip koloniler,
negatif kontroldekilerle karsilastirildiginda <10 um ve 10-100 pm olan kolonilerde
istatistiksel olarak aralarinda 6nemli bir fark bulunmamistir. >100 pm olan
kolonilerde ise istatistiksel agidan aralarindaki farkin anlamli oldugu tespit edilmistir.
1 mM ve 2 mM’lik uygulamalarda ise, <10 um, 10-100 pm ve >100 pm olan
kolonilerde negatif kontrole gore kiyaslandiginda aralarindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur. Bu sonuclar; ACR’nin normal BEAS-2B
hiicrelerinde in vitro transformasyona yol agmasina ¢k olarak, organizmada timor

olusumu ve kanserlesme potansiyelinin de olabilecegini gostermektedir.

Kimyasallar ile kanser indiiksiyonu ¢ok asamali bir siiregtir. Bu asamalar,
mutasyona ugrayan bir hiicrenin olusumundan baslayarak, hiicre popiilasyonunun
artmis hiicre proliferasyonu veya azalmis apoptoz yoluyla olusumunu igermektedir.
Siireg, farkli histolojik lezyonlarla cesitli hayvan modellerinde gosterilebilmektedir.
Genelde kanser gelisiminin baslama, artma ve ilerleme olmak {izere ii¢ adimla
olustugu diisiiniilmektedir. ilk asama olan baslama evresi, bir genotoksik bilesik
maruziyetinden sonra, onarilmamis genomik DNA etkilesimlerinden kaynakli
mutasyona ugramis bir hiicrenin olusmasidir (Klaunig ve ark., 2003; Klaunig ve
Kamendulis, 2004). Ayrica, spontan DNA hasarinin indiiksiyonu sonucunda ortaya
cikan mutasyonlar da meydana gelebilmektedir. Bu nedenle, karsinogenez siirecinin
ilk adimi, genomik DNA’nin kimyasal etkilesim yoluyla veya spontan olarak
mutasyonlarin  meydana gelmesidir. Mutasyona ugramis hiicrede DNA
onarilamayarak hiicre apoptoz yoluyla uzaklastirllmazsa geri doniisii olmayan bir
sirec meydana gelmektedir (Klaunig ve ark., 2000). ikinci asama artma olarak
adlandirilir ve hiicrenin dogrudan bir kimyasal madde tarafindan veya dolayli olarak

(hormonal, sitotoksisite) hiicre biiytimesini diizenleyici genlerin gen ekspresyonunun
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aktivasyonu yoluyla ¢ogalmasini icermektedir. Bu asamada hasara ugrayan hiicreler
aktif olarak cogalarak c¢ok hiicreli bir premalign kanser hiicresi popiilasyonu
olusturmak igin genislemektedir. Ugiincii adim (ilerleme) ise, pre-neoplastik
durumdan neoplastik asamaya gecisi temsil etmektedir. Artan proliferatif kapasite,
invazivlik ve metastaz araciligiyla tiimor hiicrelerinin iredigi siiregtir (Klaunig ve
ark., 2003; Klaunig, 2008; Khambete ve Kumar, 2014). Bizim calismamizda da,
ACR maruziyeti sonrasi hiicrelerde DNA ¢ift zincir kiriklar1 olusmus, olusan bu
hasarlar muhtemelen tam olarak tamir edilememis, hiicrelerin morfolojilerinde
degisimler meydana gelmis, proliferasyonda artis olmus, transforme odaklar olusmus
ve transforme olmus bu hiicreler ankorajdan bagimsiz bir sekilde softa agarda koloni
olusturmugslardir. Goériilebilecegi gibi, karsinogenezin belirtilen asamalarinin hemen

hemen tamami ¢alismamizda gozlemlenmistir.

Akrilonitril (AN) (2-200 pg/ml) ve ACR’nin (2, 6.3, 12.5, 50, 100, 200
ug/ml), 48 saat maruziyet siiresi ile in vitro olarak C3H/IOT1/2 ve NIH/3T3 fare
fibroblast hiicrelerinde morfolojik transformasyona sebep olup olmadigini belirlemek
amaciyla transformasyon ve soft agar testine ek olarak, sitotoksik etkilerinin olup
olmadig1 da arastirilmistir. AN ve ACR'nin, hem C3H/IOT1/2 hemde NIH/3T3
hiicrelerinde morfolojik transformasyonu indiikledigini gozlemlenmistir. AN ve
ACR, NIH/3T3 hiicrelerini C3H/IOTI/2 hiicrelerinden daha biiyiikk o6lglide
transformasyona ugrattigi belirtilmistir. Transformasyona ugrayan hiicrelerin
morfolojik olarak degisiklige ugradigi goriilmiistiir. Hiicrelerin bazofilik ve tist liste
biriken odaklar olusturdugu rapor edilmistir. AN ve ACR, transformasyon etkilerini
NIH/3T3 hiicrelerinde 2 ve 100 pg/ml’lik dozlar arasinda sergilemistir. Morfolojik
olarak transforme olmus NIH/3T3 hiicreleri, ¢ok katmanli odaklar olusturmuslardir.
Hiicre morfolojilerinin ig seklinde ve oldukca bazofilik oldugu goézlenmistir.
Morfolojik olarak transformasyona ugrayan bu hiicreler softa agar testi igin yumusak
agar icinde biyitilmiistir. AN ve ACR ile transformasyona ugramis C3H/IOT1/2
hiicrelerinin, koloni olusturdugu goriilmiistiir (Banerjee ve Segal, 1986). Goriildiigii
tizere, bu ¢aligmanin sonuglar1 bizim ¢alismamizin sonuglari ile biiyiik benzerlikler

gostermektedir.

ACR’nin genotoksik potansiyelinin incelendigi bir ¢alismada, in vitro olarak

kapsamli bir arastirma yapilmis ve Salmonella/mikrozom testi, Escherichia coli
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mikrozom testi (50 mg/petri), Bacillus subtilis spor-rec testi (DNA hasar1) (10-50
mg/disk), KA testi (2-5 mM, 24 saatlik maruziyet), poliploidi testi (1-5 mM, 24
saatlik maruziyet), hiicre transformasyon testi (1-2 mM, 72 saatlik maruziyet) ve
KKD testi (1-2.5 mM, 24 saatlik maruziyet) uygulanmistir. ACR'nin 1 ve 2 mM’lik
dozlarda hiicrede meydana getirdigi transformasyonun doza bagimli bir sekilde
indiiklendigi gosterilmistir. Daha sonra transforme olan odaklardan alinan hiicreler
cogaltilmis ve farelere aktarilmistir. Odaklardan izole edilen hiicrelerin biiyliyerek
tiimorler tUrettigi rapor edilmistir. Bu tiimdrlerin hepsi fibrosarkom olarak teshis
edilmis ve transforme olmus odaklarin habis oldugu gosterilmistir (Tsuda ve ark.,

1993).

Park ve ark., (2002) Suriye hamster embriyosu (SHE) hiicrelerinde morfolojik
donlistimiin yani sira potansiyel mekanizmalar da kullanarak, ACR’nin hiicresel
transformasyona neden olabilecegi olasiligini in vitro olarak incelemislerdir. 7 giin
boyunca siirekli olarak 5 mM ve daha yiiksek ACR konsantrasyonlarina maruz
birakilan hiicrelerde morfolojik degisimin basladig1 goriilmiistiir. ACR ve N-asetil-L-
sistein (NAC)’in birlikte kullanilarak uygulandigi maruziyette, embriyo hiicrelerinde
ACR kaynakli morfolojik degisimin azaldigi rapor edilmistir. Bir P450 inhibitori
olan 1-aminobenzotriazole (ABT) ve ACR’nin birlikte maruziyeti sonucu, sadece
ACR muamelesine kiyasla morfolojik doniisiimde higbir degisiklik olmadigi tespit
edilmistir. ACR ve bir gamma-glutamilsistein sentetaz inhibitorii olan DL-
biithionon-[S,R]-siilfoksimin (BSO) ile yapilan maruziyette ise, tek basina ACR
muamelesine kiyasla morfolojik olarak doniistiiriilmiis kolonilerin yiizdesinin arttig

goriilmiistiir.

Kronik ACR maruziyetinin  ardindan F344  sicanlarinda  adrenal
feokromositomalar, testikiiler mezotelyomalar, tiroid adenomlar1 ve meme
neoplazmalari insidansinda bir artis oldugu tespit edilmistir. ACR’nin incelenen tiim
dozlarinda (0, 2, 15 mg/kg/giin) ve zaman noktalarinda (7, 14, 28 giin) hedef
dokularda (tiroid, testis mezotelyum, adrenal medulla) DNA sentezinin artirdigi
rapor edilmistir. Comet testi kullanilarak DNA hasarinin incelenmesi amaglanmis ve
hedef dokularda DNA hasarinda bir artis gézlemlenmistir (Klaunig ve Kamendulis,
2005).
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Exon (2006)’un yaptig1 bir ¢alismada, ACR’nin vinil karbamat ve akrilonitril
gibi karsinojen bilesiklere benzer bir yapiya sahip oldugu ve igme suyundaki yiiksek
ACR konsantrasyonuna maruz kalan hayvanlarda birden ¢ok bolgede hem erkek hem
de disi cinslerde birden ¢ok tiimdr iiretiminin oldugu rapor edilmistir. Deney
hayvanlarinda ACR’nin Karsinojenisitesine iligkin yeterli kanit olmasma ragmen,
mesleki maruziyet veya diyetle ACR’ye maruz kalinarak yapilan birkag
epidemiyolojik c¢alismada, insan kanser riski ile tutarli bir iliski kaniti

bulunamadigini ifade edilmistir.

Gen mutasyonunun, ACR ve GA ile indiiklenen fare akciger
karsinojenisitesinin etiyolojisine dahil olup olmadigini arastirmak i¢in yapilan in vivo
bir calismada, 4 haftalik bir siirede igme suyunda 0, 1.4 ve 7 mM’lik dozlar
uygulanan erkek ve disi Big Blue (BB) farelerden alinan akcigerlerde cll mutant
frekansi taranmustir. Her iki ACR ve GA dozunun, mutant frekansinda 6nemli artislar
meydana getirdigi ve yiiksek dozlarda kontrollerden 2.7-5.6 kat daha yiiksek
oranlarda artiglar oldugu bulunmustur (P<0.05). Yiiksek dozlardaki mutajenitenin
molekiiler analizi incelendiginde, ACR ve GA’nin benzer mutasyon spektrumlari
urettigi ve bu spektrumlarin kontrol farelerindeki spektrumlardan onemli Olgiide
farkli oldugunu gozlemlenmistir (P<0.01). Bu sonuglar, ACR’nin fare akcigerlerinde
mutajenik bir karsinojen oldugunu gostermistir (Manjanatha ve ark., 2015). Bizim
caligmamizda da ACR, BEAS-2B hiicrelerinde genotoksik ve karsinojenik etkiler

gostermistir.

Bazi calismalarda insanda ACR'nin bazi kanser tiplerinin olusum riskini
artirabilecegi ifade edilirken, bazi ¢alismalarda ise ACR maruziyeti ile kanser
olusum riski arasinda herhangi bir iligskinin olmadigi belirtilmistir. Hogervorst ve
ark., (2008a)’nin ACR’nin beslenme ile alimi1 ve gesitli kanser tiirlerinin olusumu
arasindaki iliski {izerine yaptiklar1 bir calismada, 55-69 yaslar1 arasindaki 120.852
erkek ve kadin incelenmistir. ACR alimi, ilk 6nce hangi gidalarin tiiketildigini
bulmak amaciyla yapilan bir anket ile degerlendirilmis ve bununla ilgili tiim
Hollanda gidalarinin kimyasal analizi yapilmistir. 13.3 yillik takip siiresinin ardindan
sirastyla 339, 1210 ve 2246 bobrek, mesane ve prostat kanseri vakasi tespit
edilmigtir. ACR’nin mesane ve prostat kanseri riski arasinda pozitif bir iliski

bulunmazken, beslenmeyle alinan ACR ile renal hiicre kanseri arasinda pozitif bir
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iliski gozlenmistir. Menopoz sonrasi kadinlarda, ACR'ye maruz kalmanin bobrek ve
meme kanserleri ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Ancak, Pellucchi ve ark., (2017)’
nin 1975 pankreas kanseri vakasi ve pankreas kanseri vaka kontrol konsorsiyumunun
(PanC4) alt1 calismasina kaydedilen 4239 kontrol ile yaptiklar1 bir ¢alismada, ACR

ile pankreas kanseri arasinda bir iligki bulunamamustir.

Literatiir bilgileri géz Oniine alindiginda ACR’nin bazi kanser tiirlerinin
olusumunu tetikleyebilecegi goriilmektedir. Ancak ACR mazuriyeti ile akciger
kanseri olusum riski arasindaki iliski tam olarak agikliga kavusmamistir. ACR’nin
insana ait akciger hiicrelerindeki sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkileri ilk
kez bizim ¢alismamiz ile arastirilmistir. Calismamizin sonuglari, ACR maruziyeti
sonrasi akciger bronsial epitel hiicrelerinde DNA ¢ift zincir kiriklarinin olustugunu,
hiicrelerin  morfolojilerinde degisimler oldugunu, proliferasyonun arttigini,
transformasyonun gerceklestigini ve transforme hiicrelerin ankorajdan bagimsiz
bolinme ve biliyime yetenegi kazandiklarii agik¢a gdstermektedir. Mevcut
sonuclarimiz,  ACR  maruziyetinin  akciger  hiicrelerinde  karsinogenezi
indiikleyebilecegini ve akciger kanseri olusumu ag¢isindan bir risk olabilecegi

hipotezini desteklemektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

ACR’nin; igme sularmin temizlenmesi, igme suyu depolariin yapimi, plastik
iretimi, endistriyel atik sularin aritilmasi, kanalizasyon hatlarinin yapimi, jel
elektroforezi, boya sanayisi, kagit iiretimi ve kozmetik triinleri gibi bir ¢ok alanda
kullaniminin oldugu bilinmektedir. 120°C ve {izerindeki sicakliklarda kizartilarak,
kavrularak veya pisirilerek islenen gidalarda gergeklesen bazi tepkimeler sonucu da
olusabilmektedir. Ayrica, insanlar sigara kullanimi sonucu da ACR’ye maruz
kalmaktadir. ACR’ye maruz kaliman ortamin ve etkenin fazla olusu ve olusum
kosullarinin artis1 sebebiyle sitotoksisitesi, genotoksisitesi ve karsinojenitesinin
bilinmesi icin gesitli calismalarin yapilmasi hem saglik hem de liretim standardinin
olusturulmas: agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu sayede hem endiistriyel olarak
kullanilan hem de yiyeceklerin pisirilmesi sirasinda olusan ACR gibi maddelerin
kontrolii ve sonraki kullanim siireglerindeki risk degerlendirmelerinin yapilmasinda

basariya ulasilabilecektir.

Bilimsel ¢alismalar tasarlanirken etkisi tespit edilecek madde ya da maddeler,
cesitli yontemler ile test edilmektedir. Yeterli tekrarlar sonrasinda elde edilen
caligmalarin verileri, uygulanan deney sartlarina gore degerlendirilmekte ve bir
sonug¢ elde edilmeye calisilmaktadir. Bunun yani sira, benzer sartlar1 kullanarak
yapilan farkli bilimsel arastirmalarin sonuglar1 da dikkate alimip ortak bilimsel bir
dogruya ulasilmak istenmektedir. Calismamiza konu olan ACR’nin deney hayvanlari
tizerindeki toksik etkileri hakkinda ¢esitli fikirler olmasina ragmen insanlar tizerinde
yapilan c¢alismalarda karsinojenitesi ile ilgili olduk¢a farkli sonuglara ulasildig:
goriilmektedir. Bunun sebebi, deney hayvanlarinin ve insanlarin karsinojen
maddelere farkli hassasiyet gosterebilmeleri ve farkli metabolik  yanit

verebilmelerinden kaynakli olabilmektedir.

ACR’ye ait karsinojenite ¢aligmalarinin ¢ogu kemirgenlerde yapilmistir ve
insanlar lizerindeki potansiyeli konusundaki bilgilerimizin ¢ogu bu c¢alismalarin
sonug¢larindan elde edilen verilere dayanmaktadir. ACR’in insanlarda bazi kanser
tiirlerinin olusumunu tetikleyebilecegini gdsteren caligmalar olmasina ragmen, ACR
ile akciger kanseri arasindaki iliski net degildir ve acikliga kavusmamistir. ACR’nin

insan akciger bronsial epitel hiicrelerinde DNA ile etkilesime girip tek veya ¢ift
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zincir kiriklarimi indiikleyerek genomik kararsizliga yol agip agtigi ve neoplastik
transformasyon meydana getirerek kanserlesmeye neden olabilecegi in vitro olarak
ilk kez bizim g¢alismamiz ile gosterilmistir. Mevcut literatiir bilgileri goéz o6niine
alindiginda, ACR ile ilgili ozellikle akciger hiicreleri kullanilarak daha fazla

aragtirmanin yapilmasi gerekliligi aciktir.

Insanlarin endiistriyel ve besin kaynakli olarak viicutlarina aldiklar1 ACR ve
saglik arasindaki iligkinin daha net anlasilabilmesi gerekmektedir. ACR’nin
beslenmeyle alinan miktari, emilimi, sindirimi, dagilimi, metabolizmasi Ve
besinlerdeki igeriginin belirlenmesi, ACR ile onun metaboliti olan GA’nin toksik ve
karsinojenik etkilerinin tespit edilmesi, farkli yas gruplari igin insanlardaki olasi

risklerinin daha detayl: bir sekilde irdelenmesi gereklidir.

Insan icin ACR kaynaklar1 dikkate alindiginda; sigara kullanimina, yaygin
olarak tercih edilen ve ACR igeriginin yiiksek oldugu bilinen {iriinlerin tiiketimine
ozellikle dikkat edilmesi gerekmektedir. Besinlerde ACR olusum yollarinin fazla
olmasi, ACR maruziyetinin azaltilmasinda bir sorun olmaya devam etmektedir.
Besinlerdeki ACR miktarin1 azaltabilmek icin tiiketilen besinlerin yiiksek
sicakliklarda uzun siire islem gérmemesi ve kizartmalarda kahverengi renk olusumu
goriilmeden Once islemin sonlandirilmasit gereklidir. Ayrica 120°C’nin altinda
haglanarak tiiketilen besinlerde ACR olusumunun meydana gelmedigi géz Oniine
alindiginda bu tiir besinleri tilketmenin daha saglikli olacagi akilda tutulmali ve bu
sekilde tiiketilmesi tesvik edilmelidir. Ornegin, asparajin amino asidinin fazla oldugu

patates gibi gidalarin haslanarak tiiketilmesi tercih edilmelidir.

Viicuda alinan ACR glutatyon ile baglanarak viicut disina atilmaktadir.
Hiicrelerde ACR maruziyeti sonrasi glutatyon seviyesinde bir azalma meydana
gelmesi oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir. Bunun yani sira, glutatyon
miktarindaki azalma, ACR’nin metaboliti olan GA doniisiimiinii hizlandirmaktadir.
GA kaynakli genotoksisiteyi azaltmak ve ACR aracili oksidatif stres olusumunu
engellemek amaciyla glutatyon onciilii sistein amino asidi yoniinden zengin gidalarin
(kirmiz1 et, balik ve tavuk eti, brokoli, lahana, karnabahar, sarimsak, sogan,
peyniraltt suyu vb.) tercih edilerek yeterli miktarda tiiketmesi oldukca faydali

olacaktir. Cesitli yollarla ACR’ye maruz kalan insanlara, glutatyon S-transferaz
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aktivitesini artirict flavonoidler bakimindan zengin meyve ve sebzeleri (kirmizi
pancar, kirmizi lahana, havug, kayisi, domates, patates, sogan, patlican, elma, armut,
seftali vb.) glinlik olarak yeterli miktarlarda tiiketmeleri, viicutta antioksidan
kapasitesini artiran gidalarin ve yiyeceklerin (bitter ¢ikolata, enginar, findik, ceviz,
yaban mersini, 1spanak, ¢ilek, pancar vb.) giinliik olarak yeterli miktarlarda tiiketmesi
tavsiye edilebilir.

Kanser, bilindigi gibi diinya ¢apinda 6nemli olan 6liim sebeplarinden biridir
ve yeni vakalarin 6ntimiizdeki yillar i¢inde artmasi beklenmektedir. Kanserlesme igin
risk faktorlerini ortadan kaldirmak ya da en aza indirmek bazi kanser tiplerinin
olusumunu o6nleyebilir. Kanser yiikiinii azaltmak igin kanseri 6nleme stratejileri ¢ok
onemlidir. ACR maruziyetinin insanlar {izerindeki karsinojenik potansiyeli net
degildir. Bu nedenle, ACR’nin ¢esitli hiicrelerde neoplastik transformasyona yol
acip agmadiginin ve insanlarda karsinojenik etkisinin olup olmadigini anlagilmasi
son derece 6nemlidir. Ayrica ACR’nin doz-yanit 6zelligi daha iyi degerlendirilerek
ACR ile daha genis kapsamli c¢alismalar yapilip toksisitesinin molekiiler
mekanizmalarini arastirmaya da ihtiyag vardir. Bunun i¢in daha fazla epidemiyolojik
kohort ¢alismasinin yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢alismalar sonrasinda, ACR ve
metabolitine maruz kalindiginda olusan biyobelirtegleri ve daha sonra olusabilecek
kanser riski ile iliskilendirip inceleyerek gidalardaki olusumu igin gesitli yontemler
bulmamiza firsat saglayabilir. Ayrica, endiistride kullanilan ACR seviyelerini
azaltmak i¢in de pratik ve etkili yollar benimsenmesine yardimci olabilir. Bu tiir
calismalarin uygulanmasi, ACR kullanimini ve besinsel olarak tiiketimini daha ¢ok
Oonemsememize yardimci olup insan yasaminin kalitesini artirmak ve daha dogru
kullanilmasini saglamak agisindan 6nemli olacaktir. Sonugta ACR maruziyetini ya
da viicuda alinan ACR miktarin1 azaltmaya yonelik gelistirilecek her strateji, ACR
kaynaklarmm daha dogru kullanilmasi ve kanser gibi hastaliklarin miimkiin

oldugunca 6niine gegilebilmesine yardimei olacaktir.
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