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SIMGE VE KISALTMALAR

HDL : Yiiksek dansiteli lipoprotein

MTT : 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir
NAFLD : Non-alkolik yagl karaciger hastalig

PBS : Tuzlu fosfat tamponu

PON : Paraoksonaz

RA : Rosmarinik asit



GIRIS VE AMAC

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD), tim dilinyadaki goriillme siklig
yaklasik %25 civarinda olan en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. NAFLD alkol kullanim
aligkanligi bulunmayan bireylerde, farkli derecelerde karaciger yaglanmasi varlhigi ile
karakterize bir hastaliktir (1). NAFLD hastalarinda hepatositlerin i¢ine trigliserit infiltrasyonu
artmaktadir (2). 16 karbonlu doymus bir yag asidi olan palmitat karacigerde trigliseritlerin
yapisinda bulunur ve hem saglikli bireylerde hem de NAFLD hastalarinin karacigerlerinde en
fazla bulunan yag asitlerinden biridir (3).

HepG2 hiicreleri, insan kaynakli hepatoma hiicreleridir ve bu hiicreler hepatositlere
benzerlikleri sebebiyle serbest yag asitleri ile deneysel NAFLD modeli olusturmak ig¢in
siklikla kullanilmaktadir. HepG2 hiicrelerinde 1 mM palmitat ile olusturulan yaglanmanin,
karacigerde yag birikimine bagli karaciger hiicresindeki akut ve toksik etkilerin
arastirtlmasinda kullanilabilecek bir hiicresel NAFLD modeli oldugu bildirmistir (4).

Rosmarinik asit (RA), dogada biberiye, adagay1 ve perilla biftek otu gibi bitkilerde
bulunan, antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri gosterilmis bir polifenoldiir (5).

Non-alkolik yagli karaciger hastalifi multisistemik bir hastaliktir ve metabolik
sendrom ile iligkilidir. Ayni zamanda NAFLD’nin ateroskleroz ile iliskili oldugu da
gosterilmistir (6,2). Paraoksonaz (PON)I ve PON3 dolasimda yiiksek dansiteli lipoprotein
(HDL)’ye bagli olarak bulunan antioksidan ve anti-aterojenik enzimlerdir ve her iki enzim de
esas olarak karacigerde sentez edilir (7). Non-alkolik yagh karaciger hastaliginda RA’nin
yaglanma iizerine etkisini arastiran tek bir ¢alisma bulunmakla birlikte Balachander ve ark.

(8), ¢alismamizdan farkli olarak oleik asit ile olusturulan kronik NAFLD modelinde, RA’nin



hiicre i¢i yaglanmay1 azalttigini bildirmislerdir. Ancak akut ve toksik NAFLD modeli olan
palmitat ile olusturulan NAFLD modelinde yaglanmaya ve hiicre canliligina etkisini arastiran
bir caligmaya rastlamadik. Aym1 zamanda literatiirde RA’nin PON1 ve PON3 enzimleri
tizerine etkisini arastiran bir ¢alisma da bulunmamaktadir.

Calismamizin amaci, palmitat ile deneysel NAFLD modeli olusturulan HepG2
hiicrelerinde RA’nin, hiicre canliligina, yaglanmaya, PON1 ve PON3 protein diizeylerine

etkisini arastirmaktir.



GENEL BIiLGILER

NON-ALKOLIK YAGLI KARACIGER HASTALIGI

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi goriintiileme yontemleri veya histolojik olarak
karaciger yaglanmasmin gosterildigi ancak bununla iligkilendirilebilecek diizeyde bir alkol
kullanim aligkanhigimnin bulunmadigi karaciger yaglanmalarini tanimlamaktadir (1). Yag
birikimi ile karakterize basit karaciger yaglanmasi, karacigerde yaglanma ile birlikte
inflamasyon ve balonlagsmanin goriildiigi non-alkolik steatohepatit ve karaciger fibrozis ile

seyreden siroz NAFLD’de goriilebilen histopatolojik lezyonlardir (9).

Etyopatogenezi

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi gelisim mekanizmalarinda birbiri ile benzer iki
hipotez ortaya atilmistir (10,11). Cift vurus hipotezinde primer olarak meydana gelen
yaglanma ve buna bagl olarak karaciger hasari, inflamasyon ve fibrozis gelistigi One
stirilmistiir (10). Coklu vurus hipotezinde ise yag birikimi, oksidatif stres, inflamasyon,
endoplazmik retikulum stresi, yag dokusu disfonksiyonu, genetik faktorler ve barsak
mikrobiyatasi gibi bir¢cok faktdriin NAFLD gelisiminde rolii oldugu bildirilmektedir (11).

Non-alkolik yagli karaciger hastalig1 karaciger parankiminde yiiksek seviyede
trigliserit ve serbest yag asidi birikimiyle karakterizedir (12,13). NAFLD hastalarinda
Ozellikle yag dokusundaki artmis lipoliz ve karacigerde de novo yag asidi sentezinin artmasi

karacigerde trigliserit birikimini arttirmaktadir (Sekil 1) (14).



Hem sagliklhi hem de non-alkolik yagli karaciger hastaligt olan bireylerin
karacigerlerindeki trigliseritlerin yapisinda en fazla bulunan yag asitleri 16 karbonlu doymus
yag asidi olan palmitat ve 18 karbonlu doymamis yag asidi olan oleattir (3).

Non-alkolik yagl karaciger hastalifinda yag birikimini azaltmak i¢in karaciger lipid
oksidasyonu ile kompanzasyona ugrasir (15). Mitokondriyal disfonksiyon, demir
metabolizmast bozukluklari, barsak-karaciger uygunsuz yaniti, insulin direnci, endotel
disfonksiyonu ve endoplazmik retikulum stresi, reaktif oksijen tiirlerini ve pro-oksidanlari
arttirip antioksidanlarin ise azalmasina yol agarak oksidatif stresin olusumunda rol oynar (16).

Karaciger hiicreleri diger sekretuvar hiicreler gibi endoplazmik retikulumdan zengindir
ve NAFLD’de endoplazmik retikulum stresi artar ve bu artig yaglanma, lipotoksisite, insiilin

direnci, inflamasyon ve apopitotik hiicre 6liimii ile iliskilidir (17).
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ApoB100: Apolipoprotein B100; ER: Endoplazmik retikulum; VLDL: Cok diisiik dansiteli lipoprotein.
Sekil 1. Non-alkolik yagh karaciger hastahiginda karacigerde yaglanma mekanizmasi
(14)

Artmis yag asidi diizeyleri ve lipotoksisite, insiilin direnci, periferik yag dokusu
disfonksiyonu ve barsak kaynakli endotoksinler NAFLD’de inflasmasyonun gelisiminde rol

oynayan baslica faktdrlerdir. inflamasyon o6zellikle basit karaciger yaglanmasindan non-
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alkolik steatohepatit gelisimi i¢in Onemlidir ve ayrica kronik inflamatuvar durum
hepatoseliiler karsinom gelisiminde rol oynabilir (18).

Non-alkolik yagl karaciger hastaliginda kronik karaciger hasarinin defektif onarimina
bagl fibrozis gelisir. Esas olarak hepatik stellat hiicre kaynakli miyofibroblast birikimi ve
fibrogenesis ile karakterizedir (19).

Goriilme Sikhig:

Gelismis toplumlarda ve bati tarzi diyet ile beslenen kisilerde daha c¢ok gdriilen
NAFLD’nin goriilme siklig1 diinya genelinde yaklasik % 25°tir ve goriilme sikligi giderek
artmaktadir (20). Bu hastaligin, Amerikan toplumundaki goériilme siklig1 erkeklerde %30-40,
kadinlarda ise %10-20 olarak tespit edilmistir (20,21). NAFLD hastaliginin goriilme sikligt
obez kisilerde artmakla birlikte %75 civarinda oldugu bildirilmektedir (22).

Klinik Bulgular ve Tam

Non-alkolik yagli karaciger hastalarinin ¢ogu asemptomatiktir. Tan1 genelde asir1 alkol
tilketimi olmadig1 durumlarda, karaciger enzim yiiksekligi ya da baska sebeple yapilan
karaciger goriintiilemesiyle konmaktadir. NAFLD hastalarinda halsizlik, yorgunluk ve iist
kadranda rahatliksizlik durumu mevcuttur, en sik yakinma sebepleri ise halsizliktir (23).

Hastalarin fizik muayenesinin ¢ogunda hepatomegaliye rastlanmaktadir (24).

Risk Faktorleri ve Diger Hastahklarla iliskisi

Metabolik sendrom, obezite, tip 2 diyabet ve dislipidemi NAFLD igin major risk
faktorleri olarak bilinmektedir (20). Obezitede yas ve diyabetten bagimsiz olarak viicut kitle
indeksi ile karacigerdeki yaglanma derecesinin iliskili oldugu gosterilmistir (25,26). Ayni
zamanda polikistik over sendromunun, hipotiroidinin, obstriiktif uyku apnesinin,
hipopitiiitarizmin, hipogonadismin ve pankreato-duodenal rezeksiyonun da NAFLD riskini
arttirdi@i bildirilmektedir (20).

Insiilin direncine bagl olarak hem karacigere serbest yag asidi girisinde artis hem de
karacigerin ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein sekresyonunda azalma olmasi nedeniyle
hepatositler icerisinde yag birikimi artar. NAFLD hastalarinin biiylik ¢ogunlugunda insiilin
direnci de bulunmaktadir. Karaciger hastaligi ilerledikce, hepatosit hasar1 ve fibrozis
artacagindan insiilinin karaciger tarafindan yikimi da azaldigindan, hem hiperinsiilinemi

goriiliir hem de insiilin direnci artar (26).



Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, sadece karaciger ile sinirli bir hastalik gibi
goriinse de aslinda birgok ekstrahepatik organ ve diizenleyici yolagin etkilendigi
multisistemik bir hastaliktir (2,21). NAFLD’de karacigerden baska en ¢ok etkilenen dokular
kan damarlari, kalp ve bobrektir.

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, aterojenik dislipidemi i¢in bagimsiz risk
faktoriidiir ve NAFLD’nin ateroskleroz ile iliskili oldugu gosterilmistir (2,6). NAFLD
hastalarinda en sik goriilen 6liim nedeni karaciger hastaliklarindan ¢ok kardiyovaskiiler

hastaliklara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (27).

Tedavi

Non-alkolik yagli karaciger hastalarinda, yasam degisikliklerinden bariatrik cerrahiye
kadar farkli tedavi yaklagimlart bulunmakla birlikte ilk tedavi segenegi olarak diyet ve
egzersiz Onerilmektedir (28). Insiilin duyarliligini arttiran ilaglar, vitamin E, pentoxifylline ve
lipid distiriicti ilaglar da tedavide kullanilabilmekle birlikte halen yeni ve giincel tedavi

yaklagimlarimna ihtiyag¢ vardir (1).

PALMITATLA OLUSTURULAN DENEYSEL NON-ALKOLIiK YAGLI
KARACIGER HASTALIGI MODELI

HepG2 hiicreleri ticari olarak satilan insan kaynakli karaciger hepatoma hiicreleridir.
HepG2 hiicreleri birgok yonden biyolojik olarak hepatositlere benzemektedir ve bu hiicreler
karaciger protein sentezinin arastirilmasi i¢in uygun hiicrelerdir (29). NAFLD hastaliginin
arastirilmasinda; palmitat ve oleik asit ile olusturulan yaglanma modelleri kullanilmaktadir
(4,30-33). Gomez-Lechon ve ark. (4), hem primer insan hepatositleri hem de HepG2 hiicreleri
kullanarak yaptigi ¢alisma sonucunda, HepG2 hiicresinin deneysel yaglanma modellerinde
primer insan hepatositleri ile benzer davranislar gosterdigini, HepG2 hiicrelerinde palmitat ile
olusturulan yaglanma modelinin karacigerde yag birikimine bagli karaciger hiicresindeki akut
ve toksik etkilerin arastirilmasinda, oleat ve palmitat karigimi (oleat/palmitat 2:1 oraninda) ile
olusturulan yaglanma modelinin ise kronik karaciger yaglanmasimin etkilerinin
arastirtlmasinda kullanilabilecek hiicresel NAFLD modelleri oldugunu ve tek bagina palmitat

ile olusturulan NAFLD modelinin daha sitotoksik oldugunu bildirilmistir.



ROSMARINIK ASIT

Rosmarinik asit, L-fenilalanin ve L-tirozin aminoasitlerinden sentezlenen kafeik asitin
ve 3,4 dihidroksifenillaktik asitin esteri fenolik asittir (Sekil 2) (34). RA, bir¢ok bitkide
bulunan dogal bir madde olmakla birlikte biberiye, adagay1 ve perilla biftek otu en fazla
oranda bulundugu bitkilerdendir (5).

Rosmarinik asidin antioksidan, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuvar, anti-kanser,
hepatoprotektif ve kardiyoprotektif etkileri oldugu gosterilmistir (35). Bununla birlikte
RA’nin antitrombotik ve bobrek hiicrelerini koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (36,37).
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Sekil 2. Rosmarinik asidin kimyasal yapis1 (38)

Agiz yoluyla alinan RA barsaklardan emilerek kan yoluyla esas olarak bdbrek,
akciger, dalak, kalp ve karaciger olmak {izere ayrica beyin, deri, kas ve kemik dokulara da
dagilir, karaciger tarafindan metabolize edilerek bobrekler yoluyla viicuttan atilir (35).

Rosmarinik asit reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini ve peroksinitriti temizleyerek
antioksidan etki gosterir (35). Yapilan in vitro c¢aligmalarda RA antioksidan etkisinin
quercetin ile kiyaslanabilecek diizeyde oldugu, HepG2 hiicre hattinda tert-butil hidroperoksit
ile olusturulan oksidatif hasara karsi koruyucu etkisinin oldugu (39) ve L02 hepatosit hiicre
hattinda hidrojen peroksit ile olusturulan hiicre hasarina karst koruyucu etkisinin oldugu
bildirilmistir (40).



Rosmarinik asit, lipoksijenazlar1 ve siklooksijenazlari inhibe ederek anti-inflamatuar
etki gosterir. Ayrica hiicresel yollar ve pro-inflamatuar sitokinler iizerine giiglii bir inhibe
edici etkiye sahiptir (41). RA’nin mevsimsel alerjik rinitte reaktif oksijen tiirlerini ve
inflamatuvar yanit1 azaltarak etkili oldugu goriilmistiir (42).

Rosmarinik asidin ayni zamanda gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi
antimikrobiyal etkisi de vardir (43) ve kardiyoprotektif etkisi olduguna dair deneysel

calismalar da bulunmaktadir (35).

PARAOKSONAZLAR

Insanlarda 7. kromozomda tanimlanabilen PON enzim ailesinin; PON1, PON2 ve
PON3 olmak iizere ii¢ iiyesi vardir. Bu ii¢ proteinin aminoasit kalintis1 arasinda en az %60
benzerlik bulunmaktadir. Ik olarak organofosfatlardan biri olan paraoksonun PON1
tarafindan hidroliz edildiginin saptanmasi nedeniyle bu enzim ailesine PON ad1 verilmistir.
PON enzimleri organofosfat hidrolizi yaptiklari i¢in A tipi esterazlardir (44, 45).

PONI ve PON3 enzimleri karaciger ve bobrekte sentezlenirken, PON2 enzimi ise
neredeyse tiim dokularda sentezlenmektedir ve tim PON enzimleri en fazla miktarda
karacigerde sentezlenmektedir. PON2 enzimi hiicre i¢i bir enzim iken, PON1 ve PON3
dolasima gecerek HDL yapisinda tasinmaktadir. PON enzimlerinin tiimii antioksidan
Ozelliktedir, inflamasyona kars1 savagirlar ve anti-aterojenik Ozellik gosterdikleri
gosterilmistir (7). Bu agidan dolasimda HDL yapisinda bulunan PON1 ve PON3’iin HDL nin
antioksidan ve anti-aterojenik etkilerinden sorumlu enzimlerdendir. PON1 dolagimda HDL,
LDL ve makrofajlar1 oksidasyondan korur, lipid peroksidasyonunu engeller (46). PON3
enziminin de okside LDL olusumunu azalttig1 gosterilmistir. (47).

Paraoksonaz 1 ve PON3 enzimleri bir¢cok yonden ortak 6zelliklere sahip olsa da farkli
aktivitelere sahiptirler. PON1 enzimi paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi gosterirken, PON3
enziminin ise arilesteraz aktivitesi ¢ok diisiik diizeyde ve paraoksonaz aktivitesi ise yoktur.
Bununla birlikte tim PON enzimlerinin birer laktonaz oldugu da gosterilmistir (48). PON1 ve
PON3 enzimleri arasindaki bir diger farklillk da gen ve protein ekspresyonlarinin
diizenlenmesindeki farkliliklardir. PON1 enzimi okside lipidler tarafindan diizenlenirken,
PON3 enziminin ise diizenlenmedigi gosterilmistir (47). Ayn1 zamanda farkli farmakolojik
maddeler tarafindan gen ve protein ekspresyonlarinin farkli sekilde diizenlendigi de

gosterilmistir (49).



Ateroskleroz ve koroner kalp hastaliklar1 bagta olmak iizere diabetes mellitus ve
komplikasyonlari, karaciger hastaliklari, inflamatuvar barsak hastaliklari, metabolik sendrom,
obezite, kanser ve yaslanma gibi bir¢ok onemli hastalikla PON enzimleri arasinda iligkisi

bulunmustur (50).



GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 29.03.2017 tarihinde TUTF-BAEK 2017/95 protokol kodu ve 06/05 karar
no ile onayland: (Ek 1). Trigliserit dlgiimleri igin Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi Merkez Laboratuvar1 Biyokimya Birimi’nden hizmet satin alindi. Western
blotting yonteminde kemiliiminesans goriintiileme, Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma
ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden hizmet satin alinarak yapildi. Diger tiim
deneyler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal

Laboratuvarlari’nda yapildi.

DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
Eagle'in minimum esansiyel mediumu fenol red igeren (Wisent)
Eagle'in minimum esansiyel mediumu fenol red igermeyen (Wisent)
Fetal S1gir Serumu (Thermo)

Antibiyotik-Antimikotik (Thermo)

% 0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu (Thermo)

RA (Sigma)

3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
Tuzlu fosfat tamponu (PBS) tablet (Thermo)

Dimetil siilfoksit (Sigma)

Glisin (Sigma)

Sodyum kloriir (Sigma)
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Sodyum hidroksit (Sigma)

Sodyum palmitat (Sigma)

S1g1r serum albumini-yag asidi igermeyen (GoldBio)
Radyoimmiinopresipitasyon lizis tamponu (Santa Cruz)
Triton X-100 (Sigma)

Proteaz inhibitor kokteyli (Sigma)

Bakir siilfat (Sigma)

Folin ayiraci (Merck)

Oil Red O (Sigma)

Paraformaldehit (Sigma)

Isopropanol (Honeywell)

Akrilamid (Merck)

N,N-Metilenbis-akrilamid (Merck)
N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (Sigma)
2-merkaptoetanol (Sigma)

Amonyum persiilfat (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (Sigma)

Bromofenol blue (Merck)

Gliserol (Sigma)

Tween 20 (Sigma)

Trizma Base (Sigma)

Yagsiz siit tozu (Sigma)

Metanol (Merck)

Pre-stained Protein Standard (Thermo)

Magicmark XP Western Protein Standard (Thermo)
Poliviniliden diflorid membran (Bio-Rad)

PONL1 primer antikoru (Abcam)

PONS3 primer antikoru (Abcam)

Sekonder antikor (Abcam)

Kemiliiminesans substrat (Thermo)

ANALIZLERDE KULLANILAN CiHAZLAR VE SARF MALZEMELER
Biyogiivenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020)
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Karbondioksitli inkiibatér (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371)
Faz kontrast invert mikroskop (Olympus CKX 53)

S1v1 azot tank1 (Air Liquide GT21)

Mikrobiyolojik inkiibator (Thermo Scientific Heratherm IMC-18)
Santrifiijler (DLAB DM0412), (Niive NF048), (Heracus multifuge 3 S-R)
Isitmali manyetik karistiric1 (Daihan Scientific WiseStir)
Homojenizator (Next Advance Bullet Blender Storm)

Mikroplaka okuyucu (Biotek pQuant)

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

Gii¢ kaynagi (Cleaver Scientific)

Calkalayic1 (Cleaver Scientific CW23)

-80 °C derin dondurucu (Heraeus HERATfreeze)

Biyokimya otoanalizorii (Beckman Coulter AUS5800)
Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System)
Mikroskop goriintii yansitict (Isolab 613.31.001)

Hassas terazi (Sartorius)

Vorteks (VELP)

pH metre (Inolab)

Su banyosu (GFL 1083)

Otomatik pipetler (Eppendorf)

75 cm? flask (Nest)

25 cm? flask (Nest)

6 kuyucuklu plaka (SPL)

96 kuyucuklu plaka (SPL)

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

Steril otomatik pipet uglar1 (Isolab)

Steril siringa filtre (Biosorfa)

Hiicre kaziyici (Biosorfa)

Steril santrifiij tiipti 15 ve 50 ml (Isolab)

Beher (Isolab)

Balon joje (Isolab)

Meziir (Isolab)
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TEMEL HUCRE KULTURU UYGULAMALARI

Bu c¢alismada kullanilan HepG2 hiicreleri Doktor Ogretim Uyesi Giilben Sayilan
Ozgiin tarafindan temin edildi. Hiicreler ticari saticis1 olan American Type Culture Collection
tarafindan da Onerilen kosullar olan %10 fetal sigir serumu igeren Eagle’in minimum
esansiyel mediumu ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de inkiibatorde yasatildi (51). Ayrica
hiicrelerin mediumuna mikroorganizmalarin iiremesini engellemek icin %1 antibiyotik-
antimikotik eklendi. Hiicrelere tiim uygulamalar yatay hava akisli biyogiivenlik kabini
icerisinde yapildi. Deneylerde 10-20 hiicre pasajlar1 kullanildi. Hiicreler 75 cm? flasklarda
cogaltildi. Hiicrelerin haftada iki kez mediumu degistirildi ve %90 hiicre yogunluguna
ulasildiginda 1:4 veya 1:6 oraninda pasajlandi.

ROSMARINIK ASITIN HEPG2 HUCRELERINDE HUCRE CANLILIGINA

ETKISI

Rosmarinik asitin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi MTT testi ile gosterildi
(52,53). 96 kuyucuklu plakalara 10* hiicre ekildi. RA mediumda ¢6ziildii ve hiicreler 24 saat
boyunca 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 uM konsantrasyonlarda RA ile inkiibe
edildi. 24 saat sonra medium alinarak yerine 10 pl PBS igerisinde ¢oziilmiis MTT (5 mg/mL)
ve 100 pl fenol red igermeyen Eagle'n minimum esansiyel mediumu konuldu ve 4 saat
inkiibe edildi. MTT igeren medyum alinarak olusan formazan 200 pl dimetil siilfoksit ve 25
ul Sorenson tamponu (0.1 M glisin ve 0.1 M sodyum kloriir; 0.1 M sodyum hidroksit ile
pH:10.5’¢ ayarlandi) ile ¢oziildii ve olusan renk mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik
olarak 570/630 nm’de 6lgiildii. Olgiilen absorbanslar aym plakadaki kontrol grubunun

ortalamasina bdliiniirek, sonuglar kontrol grubunun yiizdesi olarak verildi.

PALMITAT iLE HEPG2 HUCRELERINDE YAGLANMA OLUSTURULMASI
Yaglanma olusturmak i¢in HepG2 hiicreleri 1 mM palmitat ile 24 saat inkiibe edildi.
(4,54-56). Sodyum palmitat steril su ile 70 °C’de ¢ozildi (32,57) ve insan serum
konsantrasyonlar: ile benzer konsanstrasyonda, mediumda ¢6ziilmis, 0.7 mM yag asidi
icermeyen sigir serum albumini ile en az 3 saat konjuge edilerek (31) hiicrelere 24 saat

stireyle uygulandi. Kontrol grubuna ise sadece 0.7 mM albumin i¢eren medium uygulandi.
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PALMITAT iLE YAGLANMA OLUSTURULAN HEPG2 HUCRELERINDE
ROSMARINIK ASITIN HUCRE CANLILIGINA ETKIiSININ GOSTERILMESI

HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulandiginda kontrol grubuna gore %80 ve lizeri
hiicre canliliginin goriildiigii 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM RA konsantrasyonlart 1 mM
palmitat ile ayn1 anda hiicrelere uygulandi. RA’nin palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2

hiicrelerinde, hiicre canliligina etkisi yukarida anlatildig1 sekilde MTT hiicre canlilik testi ile

gosterildi (52,53).

ROSMARINIK ASITIN HUCRE 1iCi YAGLANMAYA ETKISININ
GOSTERILMESI

Trigliserit Ol¢iimii

Trigliserit dl¢iimleri icin hiicreler 25 cm? flasklara ekildi. HepG2 hiicrelerine 24 saat
stireyle uygulandiginda kontrol grubuna gore %80 ve {izeri hiicre canliliginin gorildigi 5, 10,
25, 50, 100 ve 200 uM RA konsantrasyonlart 1 mM palmitat ile ayn1 anda hiicrelere
uygulandi. Deneysel prosediir sonrast PBS ile yikanan hiicreler, daha sonra %1 proteaz
inhibitori ve %0.1 Triton X-100 igeren PBS tamponu ile kazindi. Cam bilyeler kullanilarak
homojenize edildikten sonra homojenat 10.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust kistmdaki
stipernatant deneylerde kullanildi. Hiicre igi trigliserit diizeyleri otoanalizoriin orijinal kitleri
kullanilarak 6l¢iildii. Lowry ve ark. (58) yontemine gore protein Ol¢limii yapilarak sonuglar
proteine oranland: ve kontrol grubunun ortalamasina oranlanarak kontrol grubunun kati olarak

verildi.

Oil Red O Boyama

Oil Red O ile boyama i¢in hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekildi. HepG2 hiicrelerine
24 saat silireyle uygulandiginda kontrol grubuna gore %80 ve tlizeri hiicre canliliginin
goriildiigii 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM RA konsantrasyonlar1 1 mM palmitat ile ayn1 anda
hiicrelere uygulandi. 24 saat sonunda hiicreler PBS ile yikandi, %10 paraformaldehit ile fikse
edildi. Fiksasyon sonrast %60 isopropanol ile yikanip %60 isopropanol i¢eren oil red O (stok
%0.35 (w/v) oil red O %100 isopropanolda ¢dziinen) ile inkiibe edildi ve distile su ile
yikanarak faz kontrast invert mikroskobu altinda mikroskop goriintii yansitict kullanilarak

fotograflandi (56).
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ROSMARINIK ASITIN HEM UYGULAMA YAPILMAMIS HEM DE
PALMITAT iLE YAGLANMA OLUSTURULAN HEPG2 HUCRELERINDE
PARAOKSONAZ-1 VE PARAOKSONAZ-3 PROTEIN EKSPRESYONUNA
ETKILERININ GOSTERILMESI

Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde, hiicre canliliginin azalmasini
ve hiicre i¢i trigliserit diizeylerinin artisini en fazla 6nleyen 100 ve 200 uM RA
konsantrasyonlarinin hem yaglanma olusturarak hem de yaglanma olusturmadan PONI1 ve
PONS3 protein ekspresyonlarina etkileri incelendi. Protein ekspresyonu deneyleri igin hiicreler
75 cm? flasklara ekildi. Deneysel prosediir sonrast PBS ile yikanan hiicreler, ticari
radyoimmiinopresipitasyon lizis tamponu ile birlikte verilen proteaz inhibitér kokteyli, fenil
metil  sulfonil florid ve sodyum ortovanadat ¢ozeltilerinden %1  igeren
radyoimmiinopresipitasyon lizis tamponu ile kazindi. Cam bilyeler kullanilarak homojenize
edildikten sonra homojenat 10.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust kisimdaki siipernatant
deneylerde kullanildi. Protein 6l¢iimii Lowry ve ark.(58) yontemine gore yapildi. Laemmli
yontemine (59) gore %4-12 poliakrilamid jel hazirlanarak, 20 pg protein dikey sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrildi. Jeller yari 1slak aktarim sistemi ile
poliviniliden diflorid membrana aktarildi. Membranlar %35 siit tozu ile 1 saat bloklandi,
primer antikorlar (PON1 ve PON3 igin 1:1000, Tibiilin 1:10000 diliisyon) ile gece boyu 4
°C’de inkiibe edildi. Ardindan 1 saat sekonder antikor (1:10000 diliisyon) ile inkiibe edilen
antikorlar, kemiliiminesans substrat kullanilarak goriintiilendi. Her bir protein i¢in band
yogunlugu Image J programi kullanilarak hesaplandi (60). PON1 ve PON3 proteinleri ayni
numunenin yiikleme kontrolii olarak kullanilan tiibiilin protein diizeyine oranlandi ve sonuglar

ayn1 membrandaki kontrole oranlanarak kontroliin kati olarak verildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analizler SPSS 20 programi (Lisans no: 10240642) kullanilarak
gerceklestirildi. Deney parametrelerinin karsilastirilmast i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve
gruplar aras1 karsilastirma icin Tukey ve Tamhane testleri kullanildi. Sonuglar
ortalamatstandart sapma (Ort£SS) olarak ifade edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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BULGULAR

Rosmarinik asidin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi Sekil 3’de
goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle RA uygulanmasi sonrasi hiicre canliliklart;
kontrol grubunda %100+3, 5 pM RA uygulanan hiicrelerde %96+6, 10 uM RA uygulanan
hiicrelerde %106+8, 25 uM RA uygulanan hiicrelerde %107+6, 50 uM RA uygulanan
hiicrelerde %1224+9, 100 pM RA uygulanan hiicrelerde %1314+8, 200 uM RA uygulanan
hiicrelerde %119+£8, 300 uM RA uygulanan hiicrelerde %77+7, 400 uM RA uygulanan
hiicrelerde %73+5 ve 500 pM RA uygulanan hiicrelerde %68+6 bulundu.

5, 10 ve 25 puM RA hiicre canliligint kontrole gore anlamli olarak degistirmedi (timii
i¢cin p>0.05). 50, 100 ve 200 pM RA hiicre canliligin1 kontrole, 5, 10 ve 25 pM RA’ya gore
anlaml olarak arttirdr (tiimii i¢in p<0.05). 200 uM RA hiicre canliligin1 100 pM RA gore
anlamli olarak azaltt1 (p<0.05). 300, 400 ve 500 uM RA hiicre canliligin1 kontrole, 5, 10, 25,
50, 100 ve 200 M RA’ya gore anlamli olarak azaltt1 (timii i¢in p<0.05).
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Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak ifade edildi (n=2).

Istatistiksel analizicin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastinma igin Tukey testi kullarlds.
*: Kontrol ile karsilagtinldifinda p<<0.03

-5 phirosmannik asitile karsilastimldifimda p<ti0 .03

£ 10 puh rosmarnik asit ile karsslagtiraldifanda p<<0.03

5: 25 pM rosmarinik asit ile karsilagtinldifginda p<0.05

||z 30 pM rosmarnnik asit ile karglagtinldifinda p<<0.03

100 pMrosmannik asitile karsillagtinldigmda p<0.05

#3200 phd rosmarnik asit ile karsidlastimldsfimda p<<0.03

Rt

Sekil 3. Rosmarinik asidin HepG2 hiicrelerinde hiicre canlihi@ina etkisi
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Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde RA’nin hiicre canliliina etkisi
Sekil 4’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi hiicre
canliliklart; kontrol grubunda %100+6, sadece 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde %54+4;
1 mM palmitat ile birlikte 5 uM RA uygulanan hiicrelerde %54+6, 10 uM RA uygulanan
hiicrelerde %5546, 25 pM RA uygulanan hiicrelerde %59+6, 50 puM RA uygulanan
hiicrelerde %66+6, 100 uM RA uygulanan hiicrelerde %75+7 ve 200 uM RA uygulanan
hiicrelerde %83+5 bulundu.
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(Kontrol grubunun yiizdesi)
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Rosmarinik - - s 10 25 50 100 200
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Palmitat (mM) - 1 1 1 1 1 1 1

Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak ifade edildi (n=8).

Istatistiksel analizigin Tek Yénhi Varyans Analizi ve gruplar arast karptlagtima igin Tukey testi kullanidlds.
*: Kontrol ile kargilastinldiginda p<0.05

T:1 mM palmitatile karsilagtimldigimda p<0.03

1:1 mM palmitat+ 5 pM rosmarnik asit ile karsilastinldiginda p<i0.05

§: 1 mM palmitat+ 10 pM rosmarinik asit ile kargtlagtinldigimda p<0.03

||: 1 mM palmitat+ 25 pM rosmannik asitile karslagtinldiginda p<0.03

0 1 mM pabmitat+ 30 uM rosmannik asit e karptlagtinldiginda p<0.03

Sekil 4. Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde rosmarinik asidin

hiicre canlihgina etkisi

1 mM palmitat uygulanan tiim hiicrelerde hiicre canlilig1 kontrole gore anlamli olarak
azald1 (timii igin p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 50 uM RA uygulamasi, hiicre canliligini
sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5 ve 10 uM RA uygulamalarina gore
anlamli olarak arttirdi (tlimii i¢in p<0.05). I mM palmitat ile birlikte 100 uM RA uygulamasi,
hiicre canliligin1 sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5, 10 ve 25 uM RA
uygulamalarina gore anlamli olarak arttirdi (tiimii i¢in p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 200
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uM RA uygulamasi, hiicre canliligini sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5,
10, 25 ve 50 pM RA uygulamalarina gore anlamli olarak arttirdi (tlimii i¢in p<0.05).

Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde RA’nin trigliserit diizeylerine
etkisi Sekil 5’de goriilmektedir ve sonuglar kontrol grubunun ortalamasina oranlanarak
kontroliin kati seklinde verildi. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi
diizeyleri; kontrol grubunda 1.00+0.07, sadece 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde
2.54+0.06; 1 mM palmitat ile birlikte 5 uM RA uygulanan hiicrelerde 2.55+0.04, 10 uM RA
uygulanan hiicrelerde 2.47+0.12, 25 pM RA uygulanan hiicrelerde 2.44+0.15, 50 uM RA
uygulanan hiicrelerde 2.2740.05, 100 pM RA uygulanan hiicrelerde 1.94+0.17 ve 200 uM RA
uygulanan hiicrelerde 1.77+0.27 bulundu.

1,00 -

H LA

2,00 -

(Kontroliin katr)
=
in
=

Trigliserit diizevleri

1,00 -

0,50 -

0,00 -
Rosmarinik - - 3 10 25 50 100 200
asit (uM)
Palmitat (mM) - 1 1 1 1 1 1 1

Hergrupta 3 bagimssz deneyden 6 farkh sonug ortalama#standart sapma olarakifade edildi.

Istatistiksel analizigin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar arasikargilastiwma igin Tamhane testikullanilds.
*: Kontrol ile karglastinldiginda p<0.03

T:1 mM palmitatile karslagtinldiginda p<0.05

711 mM palmitat+ 3 uM rosmannik asitile kargilastinldsginda p<0.03

§:1 mM palmitat+ 10 pMrosmarinik asitile kargtlastinldigimda p<0.03

|- 1 mM palmitat+ 25 pM rosmannik asit ile kargilagtinldigimda p<0.03

Sekil 5. Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde rosmarinik asidin

trigliserit diizeylerine etkisi

I mM palmitat uygulanan tiim hiicrelerde trigliserit diizeyleri kontrole gore anlamli
olarak artt1 (timii i¢in p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 50 pM RA uygulamasi, trigliserit
diizeylerini sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5 uM RA uygulamalarina
gore anlamli olarak azaltt1 (her ikisi i¢in p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 100 uM RA
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uygulamasi, trigliserit diizeylerini sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5, 10
ve 25 uM RA uygulamalarina gore anlamli olarak azaltt1 (tiimii i¢in p<0.05). 1 mM palmitat
ile birlikte 200 uM RA uygulamasi, trigliserit diizeylerini sadece 1 mM palmitat ve 1 mM
palmitat ile birlikte 5, 10 ve 25 uM RA uygulamalarina gore anlamli olarak azaltt1 (tiimii i¢in
p<0.05).

Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde RA’nin yaglanma {izerine
etkisi mikroskopik olarak oil red O boyama ile incelendi ve mikroskopi resimleri Sekil 6’da
goriilmektedir. | mM palmitat uygulanan hiicrelerde oil red O ile boyanma kontrole gore fazla
oldugu goriildii. 1 mM palmitat ile birlikte uygulanan RA konsantrasyonlarinin oil red O ile
boyanmay1 azalttigi ve bu azalmanin ozellikle yiliksek konsantrasyonlarda daha belirgin

oldugu goriildii.
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1 mM palmitat 1 mM palmitat
+5 pM rosmarinik asit +10 pM rosmarinik asit

*$

1 mM palmitat 1 mM palmitat 1 mM palmitat 1 mM palmitat
+25 uM rosmarinik asit +50 pM rosmarinik asit +100 pM rosmarinik asit +200 pM rosmarinik asit

Sekil 6. Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde rosmarinik asidin yaglanma iizerine etkisi (Oil Red O boyama,
400X biiyiitme)
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Rosmarinik asidin HepG2 hiicrelerinde PON1 ve PON3 diizeylerine etkisi Sekil 7°de
goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrast PON1 protein diizeyleri;
100 uM RA uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.11+0.13 kati, 200 uM RA uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1.07+£0.07 kati olarak bulundu. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle
uygulama sonrast PON3 protein diizeyleri; 100 uM RA uygulanan hiicrelerde kontroliin
1.12+0.16 kati, 200 uM RA uygulanan hiicrelerde ise kontroliin 1.25+0.28 kati1 olarak
bulundu. 100 uM ve 200 uM RA uygulanan ve kontrol hiicreleri arasinda PON1 ve PON3

diizeyleri acisindan anlamli fark yoktu (tiimii icin p>0.05).

. o
R ——
1.8 -
1.6 -
14 -
1.2 -

. I
0.8 - EPON1
0.6 1 PON3
0.4 -
0.2 -
0 -
0 100 200

Rosmarinik asit (uM)

Protein diizeyleri
(Kontroliin katr)

Hergrupta 4 bagimsiz deneyden 4 farkl: sonug ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
Istatistiksel analizicin Tek Yénli Varyans Analizi kullanilds (p=0.03).

PON: Paraoksonaz.
Sekil 7. Rosmarinik asidin HepG2 hiicrelerinde paraoksonaz 1 ve 3 diizeylerine
etkisi

Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde rosmarinik asidin PONI1 ve
PON3 protein diizeylerine etkisi Sekil 8’de goriilmektedir. PON1 diizeyleri, sadece 1 mM
palmitat uygulanan hiicrelerde kontroliin 0.94+0.05 kati; 1 mM palmitat ile birlikte 100 uM
RA uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.01+0.10 kat1 ve 200 pM RA uygulanan hiicrelerde
kontroliin 0.924+0.05 kat1 bulundu. PON3 diizeyleri ise, sadece 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1.03+£0.11 kati; 1 mM palmitat ile birlikte 100 uM RA uygulanan
hiicrelerde kontroliin 0.95+0.08 katt ve 200 puM RA uygulanan hiicrelerde kontroliin

1.04+0.17 kat1 bulundu. 1 mM palmitat, ] mM palmitat ile birlikte 100 uM ve 200 uM RA
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uygulanan ve kontrol hiicreleri arasinda PON1 ve PON3 protein diizeyleri agisindan anlamli

fark yoktu (tiimii i¢in p>0.05).

ooy ——] OO
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Her grupta 4 bagimsiz deneyden 4 farkh sonug ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
Istatistiksel analizigin Tek Yénlii Varyans Analizi kullamld: (p=0.03).

PON: Paraoksonaz.
Sekil 8. Palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde rosmarinik asidin

paraoksonaz 1 ve 3 diizeylerine etkisi

Calismada elde edilen tiim hiicre canlilif, trigliserit diizeyleri, PON1 protein diizeyi

ve PON3 protein diizeyi sonuglar1 Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. Calismada elde edilen tiim sonuglar

KONTROL 5 uM RA 10uM RA 25 uM RA 50 uM RA 100 uM RA 200 uM RA 300 uM RA 400 uM RA 500 uM RA
— 1 95,46 84,61 93,44 95,71 106,98 115,64 111,80 64,85 67,58 59,71
e E 2 96,22 90.33 99.83 101,60 114,38 125,06 112,00 71,27 68,13 61,14
S % 3 98,07 94,95 104,12 106,81 118,92 127,25 114,19 75,24 68.47 62,83
': g 4 100,08 95,54 105,72 107,15 121,36 129,02 114,94 77,90 70,25 68,71
z 8P 5 100,76 97,31 106,64 108,16 123,13 133,56 116,78 78,86 72,64 69,55
é i 6 102,02 100,00 106,98 108,58 123,72 135,07 120,82 81,59 76,60 70,23
. s 7 103,20 102,19 109,92 110,26 129,18 139,95 129,63 82,96 78,65 73,51
HUCREV 8 104,21 104,63 120,52 117,07 137,17 141,55 134,14 87,13 80,09 75,02
CANLILIGI . 1 mM palmitat + 1 mM palmitat + 1 mM palmitat + 1 mM palmitat + 1 mM palmitat + 1 mM palmitat +
(% KONTROL) SERoL P palmigh 5 uh RA H0RMARA 25 uM RA 50 uM RA 100 M RA 200 M RA
- 1 89,60 47,99 46,59 48,37 48,12 60,24 64,45 72,11
o & 52 93,43 50,41 48,12 48,88 52,33 61,39 70,45 79,77
== = =3 98,53 51,56 48,37 49,65 54,88 62,67 71,22 82,32
ESEE[4 100,06 52,84 52,46 55,26 59,35 64,84 74,41 82,71
§ E=? 5 100,32 55,78 54,50 56,80 60,11 65,35 75,05 85,39
S ¥ 5| 6 102,74 56,67 59,99 57,31 61,39 67,52 79,26 86,28
- 217 106,06 57,31 60,11 61,01 65,35 72,24 81,94 86,92
8 109,25 58,97 63,94 63,31 66,75 76,83 85,26 88,07
. 1 mM palmitat + 1 mM palmitat + 1 mM palmitat + 1 mM palmitat + 1 mM palmitat + 1 mM palmitat +
KONTROL 1 mM paimitat 5 u?\/l RA 10 EM RA 25 EM RA 50 EM RA 100 ﬁM RA 200 ﬁM RA
.. . .. . 1 0.93 251 2,58 2,34 2,34 2.20 2,05 141
TRIGLISERIT DUZEYLERL 5 093 245 2,58 2,40 2.29 2.25 211 1.46
(KONTROLUN KATI) 3 0,98 2,51 2,52 2,60 2,29 2,25 2,11 1,89
4 1,04 2,54 2,55 2,65 2,53 2,33 1,76 1,89
5 1,04 2,60 2,49 2,39 2,59 2,27 1,76 1,94
6 1,10 2.60 2.55 2.45 2.59 2.33 1,86 2.05
KONTROL 100 uM RA 200 uM RA
£z L 1,00 0,94 117
°x 2 1,00 118 1,00
PON1 PROTEIN Z% 3 1.00 1.23 1,04
DUZEYI 4 1,00 1,10 1,08
o & . 1 mM palmitat + 1 mM palmitat +
(KONTROLON KATD 2E KONTROL 1 mM palmitat 100 uM RA 200 uM RA
EgEz |1 1,00 089 091 0,86
§ EgS® 2 1,00 0,95 0,99 0,96
g s 3 1,00 1,01 1,15 0,95
4 1,00 0,93 0,99 091
KONTROL 100 uM RA 200 uM RA
Es |1 1,00 1,08 093
<% |2 1,00 1.29 153
PON3 PROTEIN 2% [3 1,00 0.91 1,10
DUZEYi 4 1,00 1,20 1,44
o = : 1 mM palmitat + 1 mM palmitat +
(KONTROLON KATD 2 z ~ KONTROL 1 mM palmitat 100 uM RA 200 uM RA
ES E Z 1 1,00 1,07 0,93 0,97
§ ES® [ 2 1,00 1,09 1,05 0,86
g% |[3 1,00 111 0.87 1.25
4 1,00 0,87 0,93 1,06
RA: Rosmarinik asit; PON: Paraoksonaz.
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TARTISMA

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, tiim diinyada yaklasik olarak dort kisiden birinde
goriilen ve sikligr gittikge artan onemli bir saglik sorunudur (20). NAFLD, sadece karaciger
ile smirh bir hastalik gibi goriinse de aslinda bir¢cok ekstrahepatik organ ve diizenleyici
yolagin etkilendigi multisistemik bir hastaliktir ve metabolik sendrom ile iligkilidir. NAFLD;
diabetes mellitus, kalp ve bobrek hastaliklar riskini arttirir (2,21). Ayn1 zamanda NAFLD,
aterojenik dislipidemi i¢in bagimsiz risk faktoriidir ve ateroskleroz ile iliskili oldugu
gosterilmistir (2,6).

Hem Diinya Gastroentroloji Orgiiti hem de Amerikan Gastroenteroloji Dernegi;
NAFLD kilavuzlarinda, tedavide ilk 6nce diyet ve egzersizi 6nermekle birlikte antioksidan
tedavinin, 6zellikle E vitamininin de bu hastalarda tedaviye eklenebilecegini bildirmektedir
(28,1). RA, antioksidan etkileri oldugu gosterilmis bitkisel kaynakli bir polifenoldiir.
Membran stabilizasyonu ve oksidatif hasara karsi koruma saglar ve serbest radikalleri
temizler (61).

Non-alkolik yagli karaciger hastalarinda en sik goriilen 6liim nedeni karaciger
hastaliklarindan ¢ok kardiyovaskiiler hastaliklara bagli olarak goériilmektedir. Hem NAFLD ve
hem de kardiyovaskiiler hastalik patogenezinde oksidatif stresin rol oynamasi antioksidan
sistemleri giindeme getirmektedir (27). PON1 ve PON3 enzimleri esas olarak karacigerde
sentezlenen antioksidan enzimlerdir. Bu enzimler dolasimda HDL’ nin yapisinda yer alarak
ateroskleroz gelisiminin 6nlenmesinde gorev alirlar (7).

Non-alkolik yagli karaciger hastaliinda hepatositlerin igine trigliserit infiltrasyonu

artmaktadir (2). 16 karbonlu doymus bir yag asidi olan palmitat hem saglikli bireylerde hem
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de NAFLD hastalarinin karacigerlerindeki trigliseritlerin yapisinda en fazla bulunan yag
asitlerindendir (3). HepG2 hiicreleri ticari olarak satilan insan kaynakli karaciger hepatoma
hiicreleridir ve hepatositlere birgok biyolojik 06zellikleri benzedikleri i¢in, bu hiicreler
karaciger protein sentezinin arastirilmasi i¢in uygun hiicrelerdir (29). Gomez-Lechon ve ark.
(4), hem primer insan hepatositleri hem de HepG2 hiicreleri ile yaptig1 ¢alismada, HepG2
hiicresinin deneysel yaglanma modellerinde primer insan hepatositleri ile benzer davranislar
gosterdigini ve HepG2 hiicrelerinde palmitat ile yaglanma modelinin, karacigerde yag
birikimine baglh karaciger hiicresindeki akut ve toksik etkilerin arastirilmasinda
kullanilabilecek hiicresel NAFLD modeli oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢aligmanin amaci palmitat ile hiicresel NAFLD modeli olusturulan insan kaynakli
hepatoma hiicrelerinde RA’nin, hiicre canliligina, yaglanmaya, PON1 ve PON3 protein
diizeylerine etkisini arastirmaktir.

Rosmarinik asidin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligi {izerine etkisi ile ilgili
literatiirde ¢eligkili sonuglar bulunmaktadir. Adomako-Bonsu ve ark. (38), HepG2 hiicrelerine
5 saat siireyle uygulanan RA’nin 700 pM’a kadar toksik olmadigmi ve 2800 pM
konsantrayonda %25 toksisiteye neden oldugunu, Wu ve ark. (62), HepG2 hiicrelerine 24
veya 48 saat siireyle uygulanan 160 pM RA’nin toksik olmadigini bildirmislerdir. Diger
yandan Ma ve ark. (63), HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan yaklagik 35 uM
RA’nin hiicre canliligini azalttigini bildirmislerdir. Bu sebeple calismamizda oncelikle 500
nuM’a kadar RA konsantrasyonlart 0.7 mM sigir serum albumini iceren medium i¢inde HepG2
hiicrelerine 24 saat boyunca uygulanarak RA’nin hiicre canlilig1 iizerine etkisi arastirildi. 50,
100 ve 200 uM RA HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligini anlamli olarak arttirirken, 300 pM
ve lizeri RA konsantrasyonlari hiicre canliligini anlamli olarak azaltt1 ve bu sebeple palmitat
ile yaglanmaya kars1 200 uM’a kadar RA konsantrasyonlari uygulandi.

HepG2 hiicrelerinde palmitat ile olusturulan hiicresel NAFLD modelinde hiicre
canliliginin azaldigi, hiicre i¢i yaglanmanin ise arttig1 bilinmektedir. Calismamizda literatiirle
uyumlu olarak palmitat uygulmasi hiicre canliligimi anlamli olarak azaltirken, hiicre igi
trigliserit diizeyini ise anlamli olarak arttirdi ve palmitat uygulamasinin hiicre i¢i lipid
icerigini arttirdigi mikroskopik olarak da goriildii. Bu bulgularimiz HepG2 hiicrelerinde
palmitat ile hiicresel NAFLD modelinin olustugunu kanitlamaktadir.

Palmitat ile olusturulan hiicresel NAFLD modelinde RA’nin hiicre canlilig1 veya hiicre
ici yaglanma iizerine etkisini arastiran bir calismaya literatiirde rastlamadik ancak farkli bir

deneysel modelde RA’nin HepG2 hiicrelerinde doza bagli olarak tert-butil hidroperoksit ile
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olusturulan hiicre 6liimiinti azalttig1 bildirilmistir (38,64). Calismamizda 50, 100 ve 200 puM
RA, palmitatin sebep oldugu hiicre 6liimiinii anlamli olarak azaltti.

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginda RA’nin yaglanma {izerine etkisini arastiran
tek bir ¢alisma bulunmaktadir ve 2018 yilinda yaymlanan bu ¢alismada Balachander ve ark.
(8), HepG2 hiicrelerinde 1 mM oleik asit ile olusturulan karaciger yaglanmasinda 20 pM
RA’nin hiicre i¢i trigliserit diizeylerini azalttigim1 bildirmislerdir. Calismamizda 50, 100 ve
200 uM RA, palmitatin sebep oldugu trigliserit diizeylerindeki artis1 anlamli olarak azaltti
ancak 25 uM ve daha diisik RA konsantrasyonlarinda ise anlamli fark yoktu ve RA’nin
yaglanmay1 Ozellikle yiiksek dozlarda azalttigi mikroskopik olarak oil red-O boyama ile de
goriildii. Calismamiz, HepG2 hiicrelerinde serbest yag asidi ile olusturulan yaglanmada
RA’nin hiicre igi trigliserit diizeylerini azaltmasi bakimindan Balachander ve ark. (8) ile
benzer olsa da, trigliserit diizeyini azaltmada etkin RA konsantrasyonlar1 bakimindan farklilik
teskil etmektedir ve bu farklilik oleik asit ve palmitat ile olusturulan hiicresel NAFLD
modelleri arasindaki farktan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii Gomez-Lechon ve ark. (4), HepG2
hiicrelerinde palmitat ile yaglanma modelinin, karacigerde yag birikimine bagl karaciger
hiicresindeki akut ve toksik etkilerin arastirilmasinda; oleik asit ile olusturulan yaglanma
modelinin ise tek basina palmitata gore daha az toksik etkiler gosterdigini ve kronik karaciger
yaglanmasinin arastirilmasinda kullanilabilecek hiicresel NAFLD modelleri oldugunu
bildirmistir. Bu agidan palmitat ile olusturulan deneysel model daha akut ve toksik bir model
oldugundan diisiik RA konsantrasyonlar1 yetersiz kalmis olabilir.

Desai ve ark. (65), pediatrik non-alkolik yaglanmada PONT1 protein diizeyinin arttigini
bildirmislerdir. Calismamizda HepG2 hiicrelerine palmitat uygulamasi PONI1 protein
ekspresyonlarint degistirmedi. Desai ve ark. (65)’dan farkli olarak PONI1 diizeylerinin
degismemesinin nedeni palmitat ile olusturulan hiicresel NAFLD modelinin kisa siireli akut
bir model olmasi olabilir. Diger yandan ¢alismamizdaki hiicresel NAFLD modelinde NAFLD
hastalarindan farkli olarak yag asidi olarak sadece palmitat uygulamasi yapildi ve bu da Desai
ve ark. (65) ile ¢alismamiz arasindaki farkli PON1 sonuglarina sebep olabilir. Ciinkii
calismamiz1 destekler nitelikte, Kudchodkar ve ark. (66) diyetsel tripalmitinin siganlarda
PONI1 aktivitesini degistirmedigini, Boshtam ve ark. (67) ise HDL nin palmitik asit i¢erigi ile
PONI1 aktiviteleri arasinda fark olmadiginmi bildirmislerdir. Literatiirde NAFLD’nin PON3
tizerine etkisini arastiran bir c¢aligma ise bulunmamakta olup bu c¢alisma ile HepG2
hiicrelerinde palmitatin PON1 enziminin yaninda PON3 enzimini de degistirmedigi ilk kez

gosterilmistir.
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Literatiirde RA’nin PON1 veya PON3 enzimleri {izerine etkisini arastiran bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda hiicre canliligin1 ve hiicre i¢i yaglanma {iizerine en etkili
dozlar olan 100 ve 200 uM RA’nin hem direkt olarak HepG2 hiicrelerinde hem de HepG2
hiicrelerinde palmitat ile olusturulan hiicresel NAFLD modelinde PON1 ve PON3 protein
ekspresyonlar1 iizerine anlamli etkisi yoktu. Bu bulgular 1s1ginda RA’nin ne tek basina
uygulandiginda, ne de palmitat ile birlikte uygulandiginda HepG2 hiicrelerinde PON1 ve
PON3 protein diizeyleri lizerine anlamli etkisi olmadigini sdylebiliriz.

Sonug olarak ¢alismamiz, RA’nin insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde palmitat ile
olusturulan hiicresel NAFLD modelinde hiicre canliligini arttirdigini, yaglanmay1 azalttigini,
ancak PON1 ve PON3 protein diizeylerinin degistirmedigini gosterdi. Hiicre canliligini
arttirmas1 ve yaglanmayi azaltmasi sebebiyle RA, NAFLD’nin 06nlenmesinde ya da

bulgularmin azaltilmasinda etkili olabilir.
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SONUCLAR

Bu calismada palmitat ile NAFLD modeli olusturulan insan kaynakli hepatoma
hiicrelerinde RA’nin, hiicre canliligina, yaglanmaya, PON1 ve PON3 protein
ekspresyonlarina etkisini gostermeyi amagladik. Bu amagla MTT hiicre canliligi testi ile
HepG2 hiicrelerinde 24 saat uygulandiginda %80 ve {lizeri canliligin gorildiigi toksik
olmayan RA konsantrasyonlari 24 saat siireyle 1 mM palmitat ile NAFLD modeli olusturulan
HepG2 hiicrelerine tedavi olarak palmitat ile ayn1 anda uygulanmis ve bu hiicre canliligina
etkisi MTT testi, yaglanma {izerine etkisi ise trigliserit dl¢iimii ve Oil Red-O boyama ile
gosterildi. Palmitat ile NAFLD modelinde hiicre canliligini en fazla arttiran ve yaglanmay1 en
fazla azaltan RA konsantrasyonlari, 24 saat siireyle tek baslarma veya 1 mM palmitat ile
HepG2 hiicrelerine uygulanarak PON1 ve PON3 protein diizeyleri western blot yontemiyle
Olgiildi. Calismamizda elde edilen sonuglar sunlardir:

1. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan RA; 50 uM, 100 uM ve 200 uM

konsantrasyonlarinda hiicre canliligini anlaml olarak arttirdi, 5 uM, 10 pM ve 25
UM konsantrasyonlarinda hiicre canliligini anlamli olarak degistirmedi ve 300 uM,
400 pM ve 500 uM konsantrasyonlarinda hiicre canliligini anlamli olarak azaltti.

2. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 1 mM palmitat hiicre canliligini
anlamli olarak azaltti, palmitat ile es zamanli uygulan RA; 50 uM, 100 pM ve 200
UM konsantrasyonlarinda hiicre canliligini anlamli olarak arttirken, 5 uM, 10 uM
ve 25 uM konsantrasyonlarinda hiicre canliligini anlamli olarak degistirmedi.

3. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 1 mM palmitat trigliserit diizeylerini

anlamli olarak arttirdi, palmitat ile es zamanli uygulan RA; 50 pM, 100 pM ve
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200 pM konsantrasyonlarinda trigliserit diizeylerini anlamli olarak azaltirken, 5
uM, 10 uM ve 25 uM konsantrasyonlarinda trigliserit diizeylerini anlamli olarak
degistirmedi.

4. 24 saat siireyle 1 mM palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde oil red O ile
boyanmanin kontrole gore fazla oldugu goriildii. 1 mM palmitat ile birlikte
uygulanan RA konsantrasyonlarinin oil red O ile boyanmay1 azalttigi ve bu
azalmanin 6zellikle daha yiiksek konsantrasyonlarda belirgin oldugu goriildi.

5. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 100 uM ve 200 uM RA, PON1 ve
PON3 protein diizeylerini anlamli olarak degistirmedi.

6. HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile
birlikte eszamanli uygulanan 100 uM ve 200 uM RA, PON1 ve PONS3 protein
diizeylerini anlamli olarak degistirmedi.

Sonug olarak bulgularimiz, RA’nin palmitat ile NAFLD modeli olusturulan insan

kaynakli hepatoma hiicrelerinde, hiicre canliligini arttirdigini, yaglanmay1 azalttigini, ancak

PON1 ve PON3 protein ekspresyonlarini degistirmedigini gdsterdi.
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OZET

Bu c¢alismanin amaci, palmitat ile non-alkolik yagli karaciger hastaligi modeli
olusturulan insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde rosmarinik asidin, hiicre canliligina,
yaglanmaya, paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein ekspresyonlarina etkisini arastirmaktir.

Deneysel yaglanma modeli olusturmak i¢in; HepG2 hiicreleri 1 mM palmitat ile 24
saat inkiibe edildi. Tedavi olarak palmitat ile ayn1 anda hiicre kiiltliri medyumuna HepG2
hiicrelerine toksik olmayan rosmarinik asit konsantrasyonlar1 eklendi. Hiicre canliligi 3-(4,5-
Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir testi ile degerlendirildi. Yaglanmanin
degerlendirilmesi i¢in hiicre igi trigliserit diizeyleri 6l¢iildii ve hiicreler Oil-Red O ile boyandi.
Paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein diizeyleri western blot yontemiyle 6lgtildii.

I mM palmitat hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya ve trigliserit diizeylerinde
anlamli bir artsa yol agt1 ancak paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein diizeylerini anlamli
olarak degistirmedi. Palmitat ile olusturulan deneysel non-alkolik yagl karaciger hastaligi
modelinde rosmarinik asit 50 uM, 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarda, hiicre canliligini
anlamli olarak arttird1 ve trigliserit diizeylerini anlamli olarak azaltti. Oil-Red O ile boyanan
hiicrelerin mikroskopik incelenmelerinde hiicrelerin trigliserit diizeylerindeki degisimleri ile
benzer bulgular goriildi. Palmitat ile olusturulan non-alkolik yagli karaciger hastaligi
modelinde hiicre canliligin1 en fazla arttirmasi ve yaglanmayi en fazla azaltmasi nedeniyle
secilen 100 uM ve 200 puM rosmarinik asit hem palmitat uygulanmayan hem de palmitat
uygulanan hiicrelerde paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein diizeylerini anlamli olarak
degistirmedi.

Sonug olarak ¢alismamiz, rosmarinik asidin palmitat ile non-alkolik yagh karaciger

hastaligt modeli olusturulan insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde, hiicre canliligim
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arttirdigini, yaglanmayi azalttigini, ancak paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein

ekspresyonlarini degistirmedigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, rosmarinik asit, palmitat,
paraoksanaz-1, paraoksonaz-3.
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EFFECT OF ROSMARINIC ACID ON PARAOXONASE-1 AND
PARAOXONASE-3 PROTEIN EXPRESSIONS IN PALMITATE-
INDUCED STEATOSIS IN HUMAN-DERIVED HEPATOMA CELLS

SUMMARY

The aim of this study is to investigate the effect of rosmarinic acid on cell viability,
steatosis, paraoxonase-1 and paraoxonase-3 protein expressions in palmitate-induced non-
alcoholic fatty liver disease model in human-derived hepatoma cells.

To induce experimental steatosis model; HepG2 cells were incubated with 1 mM
palmitate for 24 hours. For the treatment, non-toxic rosmarinic acid concentrations were
added to cell culture medium simultaneously with the palmitate. Cell viability was evaluated
by 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide assay. To evaluate
steatosis, intracellular triglyceride levels were measured and cells were stained with Oil-Red
O. Paraoxonase-1 ve paraoxonase-3 protein levels were measured by western blotting.

1 mM palmitate caused a significant decrease on cell viability and a significant
increase on triglyceride levels but it did not significantly change paraoxonase-1 ve
paraoxonase-3 protein levels. Rosmarinic acid at 50 uM, 100 uM and 200 uM concentrations
significantly increased cell viability and significantly decreased triglyceride levels in
palmitate-induced non-alcoholic fatty liver disease model. The similar findings with the
triglyceride levels of cells were shown in microscopic examination cells which were stained
with Oil-Red O. 100 uM and 200 uM rosmarinic acid concentrations, which are choosen

because of they are the most increasing cell viability and the most decreasing steatosis in
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palmitate-induced non-alcoholic fatty liver disease model, did not significantly change
paraoxonase-1 ve paraoxonase-3 protein levels neither non-treated cells or treated cells with

palmitate. As a result, our study showed that rosmarinic acid increases cell viability and
decreases steatosis but it dose not change paraoxonase-1 ve paraoxonase-3 protein
expressions in palmitate-induced non-alcoholic fatty liver disease model in human-derived

hepatoma cells.

Key words: Non-alcoholic fatty liver disease, rosmarinic acid, palmitate,
paraoxonase-1, paraoxonase-3.
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