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GIRIS VE AMAC

Giintimiizde kronik karaciger hastaliginin en yaygin nedenlerinden biri olan non-alkolik
yagli karaciger hastaligi (NAFLD), hastalik ile iliskilendirilebilecek diizeyde alkol tiiketmeyen
hastalarin karacigerinde yag birikmesi olarak tanmimlanan, histolojik olarak ve/veya
goriintiileme yontemleri ile teshis edilebilen hepatik bir hastaliktir (1,2). NAFLD, basit
yaglanma, non-alkolik steatohepatit (NASH), hepatik fibroz, hepatik siroz ve hepatoseliiler
karsinom gibi genis bir karaciger hastalik spektrumunu kapsamaktadir (2). NAFLD’nin
prevelansi giderek artmaktadir (3) ve 2030 yilina kadar diinya ¢apinda karaciger nakli i¢in ana
endikasyon olmasi beklenmektedir (4).

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastalik riskini
arttirmaktadir (5). Obezite, insiilin direnci, tip 2 diabetes mellitus ve dislipidemi, bu hastalik
spektrumuyla iliskili metabolik durumlardir (3).

Non-alkolik yagl karaciger hastalig1, karacigerde trigliserit birikmesiyle seyreder ve bu
yiizden insan HepG2 hiicreleri serbest yag asitleri ile muamele edilerek deneysel NAFLD
modeli olusturulmaktadir (6). HepG2 hiicrelerinin bir¢ok biyolojik o6zelligi hepatositlere
benzedigi i¢in, bu hiicreler karaciger protein sentezinin arastiriimasinda da kullanilmaktadir (7).

Hem saglikli bireylerde hem de NAFLD hastalarinin karacigerlerinde trigliseritlerin
yapisinda en fazla bulunan yag asitleri palmitat ve oleattir. Bu nedenle palmitat ve oleat in vitro
steatozu indiiklemek i¢in yaygin olarak kullanilan yag asitleridir (8,9). Palmitat doza bagiml
bir sekilde sitotoksik etki gostermektedir (10).

Karacigerde, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER) stresi NAFLD gelisimini

etkilemektedir (11). Proteinlerin reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan oksidasyonu ileri



oksidasyon protein iiriinlerinin (AOPP) olusmasia yol acar (12). AOPP bir¢ok hastalikta
yaygin olarak Slgiilen oksidatif stres belirte¢lerinden biridir (13).

Cogu organizmada bol olan 1s1 sok proteini (HSP) 70 saperon olarak gbrev yaparak,
yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasinda, hasarli ya da yanlis katlanan proteinlerin tekrar
katlanmasinda ve ayni zamanda saperon aracilikli protein yikiminda rol alirlar (14,15).
Hiicrelerin fiziksel veya kimyasal strese maruz kalmasi durumunda HSP70 ekspresyonu
artmaktadir (16).

Katalaz (CAT) hidrojen peroksit (H202)’in detoksifiye edilmesinde gorevli antioksidan
bir enzimdir (17). Endojen sekilde iiretilen H2O2, oksidatif stresi indiikleyerek, ¢esitli hiicre
tiplerinde NAFLD patofizyolojisinde rol oynayan mitokondriyal disfonksiyona neden olabilir
(11,18). CAT ise, H20. konsantrasyonu yiikseldiginde artan aktivite gostererek NAFLD’nin
daha siddetli hale gelmesini 6nleyebilir (19).

Vanilik asit (4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit) (VA), yenilebilir bitkiler ve
meyvelerden elde edilen fenolik bir bilesiktir ve antioksidan (20), antibakteriyel,
antimikrobiyal, anti-filaryal ve hepatoprotektif ozelliklere sahiptir (21). VA’nin deneysel
yaglanma modellerinde, lipit birikimini ve hepatotoksik/inflamatuar belirtecleri azalttigi
bildirilmektedir (22).

Vanilik asidin hiicre canliligina ve palmitat ile olusturulmus yaglanmaya etkisini
arastiran tek bir calisma bulunmaktadir ancak bu calismada sadece 0-20 uM arasi VA
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Literatiirde VA’nin palmitat ile olusturulmus yaglanma
modelinde HSP70 ve AOPP diizeylerine ve CAT aktivitesine etkisini inceleyen bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu agidan ¢alismamiz bir ilki teskil etmektedir.

Calismamizin amaci, palmitat ile yaglanma olusturulan insan kaynakli hepatoma
hiicrelerinde VA nin hiicre canliligina, hiicre i¢i yaglanmaya, oksidatif strese ve HSP70 protein

diizeylerine etkisini arastirmaktir.



GENEL BiLGILER

NON-ALKOLIK YAGLI KARACIGER HASTALIGI

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, anlamli alkol tiiketimi 6ykiisii olmayan hastalarin
karacigerlerinde trigliseritlerin birikmesiyle karakterizedir ve basit yaglanma, NASH, fibrozis
ve siroza kadar cesitli asamalar1 igermektedir (19,23).

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, diinya genelinde kronik karaciger hastaliginin en
stk nedenlerinden biridir ve karaciger ile iliskili morbidite ve mortalitenin ana nedenidir (24).
Gorililme sikligi; 1k, yas, cinsiyet, viicut agirhigi ve bagka hastaliklara bagli olarak
degismektedir. Ileri yas, erkek cinsiyet ve obezite goriilme sikligmi arttirmaktadir (25-28).
Obezite, insiilin direnci, metabolik sendrom, tip 2 diabetes mellitus, polikistik over sendromu,
sigara kullanimi, obstriiktif uyku apnesi, sedanter yasam tarzi, genetik faktorler gibi durumlar
NAFLD’nin goriilme sikligin arttirmaktadir (29).

Giinimiizde NAFLD patogenezi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, 6ne siiriilen
mekanizmalardan biri ¢ift vurus hipotezidir. Karacigerde yag birikimi ve insiilin direncinin
mekanizmalar1 ilk vurusu temsil eder (19). insiilin direncinin neden oldugu hiperinsiilinemi,
yag dokusundan artan lipoliz nedeniyle karacigere serbest yag asitlerinin akiginin artmasi,
karacigerde de novo lipogenezin artisi, serbest yag asidi oksidasyonunun azalmasi, hepatik
VLDL (Cok diisiik yogunluklu lipoprotein) salgilanmasinin azalmasi karacigerde yaglanma ile
sonuglanir (18). Ikinci vurus ise yaglanmaya bagl olarak gelisen durumlari tanimlamaktadir.
Mitokondriyal uzun zincirli yag asitlerinin -oksidasyonu artar. Hepatositlerde [3-oksidasyon
asir1 arttiginda ROS dretilir (19,30). ROS, mitokondriyal solunum zinciri enzimlerinin

inhibisyonu, gliseraldehit-3-fosfat ~dehidrojenazin  inaktivasyonu, membran sodyum
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kanallarinin inaktivasyonu, lipit peroksidasyonu, sitokin iiretimi ve Fas Ligand indiiksiyonu
gibi patolojilere yol agarak hepatoselliiler hasar ve fibrozise yol agabilir (31).

Son yillarda ¢ift vurus hipotezinin yetersiz kalmasi nedeniyle NAFLD patogenezinde
¢oklu vurus hipotezi One stiriilmiistiir. Bu hipotez; oksidatif stres, inflamasyon, ER stresi,
instilin direnci, adipoz dokudan salgilanan hormonlar, bagirsak mikrobiyotasi, besin faktorleri,

genetik ve epigenetik gibi bircok faktdriin patogenezde yer aldigini 6ne siirer (Sekil 1) (18,32).
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Sekil 1. Non-alkolik yagh karaciger hastaligimin patogenezi (18)
FFA: Serbest yag asidi; TG: Trigliserit; VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein; ER: Endoplazmik retikulum;
NASH: Non-alkolik steatohepatit

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginda karacigerde serbest yag asitlerinin, serbest
kolesteroliin ve diger lipit metabolitlerin birikimi lipotoksisiteye yol acar. Bunun sonucunda
katlanmamis protein cevabi1 aktive olarak ER stresine yol agar (18,32,33). NAFLD’de,
katlanmamis protein cevabini indiikleyen faktorler arasinda hiperglisemi, mitokondriyal hasar,
hiperkolesterolemi, fosfatidilkolin tiikenmesi ve oksidatif stres bulunur (32).

Insiilin direnci, adipoz dokusu {izerine negatif olarak etki ederek adiposit

disfonksiyonuna neden olup, adipokinlerin ve pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini indiikler



(32). Adipoz dokudan salgilanan bir hormon olan adiponektin, yag asidi oksidasyonunu
diizenleyen ve hem yag dokusunda hem de karacigerde lipit birikimini 6nlemeyi saglayan bir
adipokindir. Serum adiponektin diizeylerinin NAFLD olmayan hastalarda daha diisiik oldugu
gosterilmistir (34).

Yiiksek yagl diyet gibi diyetsel faktorler ve metabolik degisiklikler bagirsak
mikrobiyotasini ve bagirsak gegirgenligini etkileyebilir (35). Lipopolisakkaritler gibi bagirsak
kaynakli mikrobiyal {irlinlerin artan bagirsak gegirgenligi, inflamazom aktivasyonuna, ER
stresine ve inflamatuvar kaskadlarin aktivasyonuna katkida bulunur (36).

Non-alkolik yagli karaciger hastalar i¢in oncelikle diyet ve egzersiz onerilmektedir
(37). Ek olarak, insiilin duyarliligin1 artiran ilaglar (metformin ve tiazolidindionlar gibi), kilo
kayb1 ilaclar1 (orlistat ve sibutramin gibi) ve morbid obez hastalar i¢in bariatrik cerrahi, son
evre sirozu i¢in karaciger nakli (38), ve karacigeri sekonder hasarlardan korumak igin
antioksidanlar (39) onerilmektedir (37). Ancak NAFLD veya NASH igin spesifik bir tedavi

bulunmamaktadir ve yeni tedavi arayislari siirmektedir.

HepG2 Hiicreleri Ve Deneysel Non-alkolik Yagh Karaciger Hastahigi Modeli

Palmitik ve oleik asitler, hem sagliklilarda hem de NAFLD’li hastalarda karaciger
trigliseritlerinde en fazla bulunan yag asitleridir. Bu nedenle NAFLD hastaliginin
arastirilmasinda; deneysel olarak palmitat ve oleik asit ile olusturulan yaglanma modelleri
kullanilmaktadir (6).

HepG2 hiicreleri, primer hiicre kiiltiirlerine alternatif olarak, cogaltma kapasitesi siirekli
ve genis olan, kararli bir fenotipe sahip ve ayni hiicrelerin bir arastirma boyunca kullanilmasini
saglayan oliimsiizlestirilmis hiicre hatlaridir. HepG2 gibi 6liimsiizlestirilmis hiicre hatlarina
ornek bir modelin kiiltivasyonunu standardize etmek daha basit ve kolaydir (40). HepG2
hiicreleri; c¢esitli karaciger fonksiyonlarmi taklit eden, karacigerde protein sentezinin
incelenmesinde kullanilan ve ticari olarak satilan insan kaynakli karaciger hepatoma
hiicreleridir (7). Deneysel NAFLD olusturmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu

hiicreler ile elde edilen sonuglarin primer hepatositlere benzedigi bildirilmektedir (40,41).

OKSIDATIF STRES
Oksidatif stres, hiicrelerde ve dokularda pro-oksidan olusumu ile biyolojik sistemin
antioksidan savunmasi arasindaki dengenin pro-oksidanlar lehine bozulmasi olarak

tanimlanmaktadir (42,43).



Oksidatif stres, kanser, norolojik bozukluklar, ateroskleroz, hipertansiyon,
iskemi/reperfiizyon, diyabet, akut solunum sikintis1 sendromu, idiyopatik pulmoner fibrozis,
kronik obstriiktif akciger hastaligi ve astim dahil olmak tizere bir¢ok patolojik durum ile
iliskilidir (44). Oksidatif stres, NAFLD patogenezinde de 6nemli rol oynar (45).

Oksidatif strese diigiik maruziyet redoks sinyalizasyonu i¢in faydalidir, buna karsin
yiilksek maruziyet redoks sinyalinin bozulmasina neden olur ve protein, lipit ve DNA
(Deoksiribo niikleik asit) gibi 6nemli biyomolekiillere zarar verir (17,46). Artmis redoks
durumu ile ilgili diger olaylar 6zellikle mitokondriyal hasara bagli olarak, ATP (Adenozin
trifosfat) diizeyinde azalma, azalmis mitokondriyal protein sentezi ve NAFLD’nin
patogenezinde dnemli bir bilegen olan bozulmus mitokondriyal 3-oksidasyondur (46).

Reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi biiyiik dl¢iide bir oksijen molekiiliine bir elektron
verilmesi sonucu siiperoksit iiretimi ile baslar. Siiperoksit, siiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan hizli bir sekilde H202’ ye dismutasyona ugrar. Olusan H2O2; CAT, glutatyon
peroksidaz ve peroksiredoksin gibi peroksidazlarla hizli bir sekilde elimine edilebilir (47).
ROS’un ana endojen hiicre i¢i kaynaklar1 mitokondri, ER ve peroksizomlar olsa da, siiperoksit
anyon radikalleri, ksantin oksidaz ve sitokrom P450 metabolizmasi gibi enzimatik aktivitenin
bir sonucu olarak da tiretilir (48).

Azot bazli radikaller ve azot dioksit, nitrik oksit radikalleri ve peroksinitrit gibi radikal
olmayanlar1 igeren reaktif azot tiirleri, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat oksidaz yoluyla nitrik oksit ve siiperoksitten olusur (49). ROS ve reaktif azot
tirlerinin olusumu ve glutatyon tiikkenmesi NAFLD’nin gelismesi i¢in kritik baslangi¢
olaylaridir (50). Ayrica tiim endojen hiicre i¢i ROS kaynaklarinin NAFLD’de hastaligin
ilerlemesine katkida bulundugu goriilmektedir ve NAFLD’de ana ROS kaynaginin

mitokondriyal oksidasyondaki artis olduguna inanilmaktadir (51).

Ileri Oksidasyon Protein Uriinleri

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan indiiklenen protein oksidasyonu, proteinlerin ana
omurgasi ya da yan zincirinde kovalent modifikasyonlara yol agar (52). Proteinlerin kovalent
modifikasyonuna yol agan baslica molekiiler mekanizmalar metal katalizli protein oksidasyonu
nedeniyle protein karbonil olusumu, protein tiyol gruplarinin kaybi, nitrotirozin ve AOPP
olusumu olarak siralanabilir (12). Proteinlerdeki oksidatif degisiklikler, enzimatik
aktivitelerinin ve baglanma aktivitelerinin inhibe edilmesi, proteoliz duyarliliginin artmas,
reseptor aracilikli endositozun bozulmasi ve immiinojenitede degisiklikler gibi ¢esitli

fonksiyonel sonuglara yol agabilir (53).



1996 yilinda yeni oksidatif stres biyobelirteci olarak tanimlanan AOPP, ilk olarak
Witko-Sarsat ve ark. (54) tarafindan kronik iremik hastalarin plazmasinda gosterilmistir ve
oksidan aracilikli protein oksidasyonunun gostergesi olan plazma ditirozin ve ileri glikasyon
son tiriinleri (AGE)-pentosidin plazma konsantrasyonlari ile korele oldugu bildirilmistir. AOPP
in vivo oksidatif stresi degerlendirmek igin yararli bir belirtegtir (53). AOPP, oksidan-
antioksidan dengesizligi, glikol oksidasyon islemleri ve bir arada varolan inflamasyon dahil
olmak {izere bir¢ok durumda olusturulabilir (55,56). AOPP’lerin primer kaynagi oksitlenmis
insan albiiminidir (56,57). Ciinkii hiicre dis1 sivilar sadece kii¢iik miktarlarda antioksidan
enzimler igerir ve bu nedenle plazma proteinleri ROS tarafindan oksidasyona egilimlidir.
Albliminin, ROS’a kars1 oldukc¢a savunmasiz oldugu ve diyaliz hastalarinin, karaciger sirozu
ve akut kronik karaciger yetmezligine sahip hastalarin plazmasinda yiiksek diizeylerde albiimin
karbonil gruplarinin bulundugu bildirilmistir (58). AOPP’nin olusumu geri doniissiizdiir ve
proteolitik enzimler tarafindan kolayca hidrolize edilemezler veya C vitamini, glutatyon gibi
antioksidanlar tarafindan indirgenemezler (56,59). Ayrica, AOPP, fagositleri aktive etme ve
interlokin-6, tiimor nekroz faktorii-o ve interldkin-1f gibi sitokinlerin iiretimini indiikleyen pro-
inflamatuar mediatorlerdir (60).

Protein oksidasyonu, Alzheimer hastaligi, kanser, gebelik, obezite ve siroz gibi ¢esitli
hastaliklarda 6nemli bir faktor olarak kabul edilmektedir (61,62). Ayn1 zamanda AOPP’nin
artis1, oksidatif stres ile yakindan iliskili olan diyabet, liremi ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
hastaliklarda da goriilmektedir (56). Literatirde NAFLD ve NASH tanisi konulan hastalarda
AOPP diizeylerinin yiiksek oldugu bulunmustur (61,62).

Katalaz enzimi

Insanlarda, siganlarda ve farelerde ifade edilen memeli CAT, molekiil agirhig1 240-kDa
olan hem igeren tetramerik bir enzimdir (63-65). CAT hem H.O; katabolizmasinda hem de
metanol, etanol gibi eksojen substratlarin oksidasyonunda islev goriir. Inflamasyon, mutajenez
ve karsinogenezde, apopitoza kars1 korunmada 6zel bir rol iistlenir. CAT aktivitesinin azalmasi,
pnomoni, tiiberkiiloz, ateroskleroz, diyabet, sarilik, kanser, norodejeneratif hastaliklar, nefrit
gibi bir¢ok hastalikla iligkilidir (66).

Insan viicudundaki en ©&nemli intraseliiler antioksidanlardan olan CAT (19,67)
peroksizomlarda bulunur ve iki H.O2 molekiiliinii, iki su molekiilii ve bir oksijene (2H202 —
2H>0 + O) pargalar (68,69). Shin ve ark. (19), CAT eksikliginin lipit birikimini hizlandirarak

farelerde steatoza neden oldugunu gostermistir. Bu, CAT’in, NASH’li hastalarin



karacigerlerinde antioksidan olarak koruyucu bir rol oynadigini ve oksidatif stresin 6énemli bir
terapotik veya onleyici hedef oldugunu gostermektedir (19).

Katalaz ekspresyonu, en yiiksek seviyelerde karaciger, bobrek ve kanda, en diisiik
seviyelerde bag dokusu ve beyinde gergeklesir (19,68). Ho ve ark. (70), CAT n antioksidan
aktivitesinin derecesi, doku tipine bagli oldugunu ve CAT’m, H>O2’yi karacigerden
uzaklastirmada dnemli bir role sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle CAT’in NAFLD ve
NASH’da ¢ok énemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.

ISI SOK PROTEINLERI

Is1 sok proteinleri veya stres proteinleri, tiim organizmalarda ve biitiin hiicrelerde
bulunur (71). HSP’lerin 1s1 soku, soguk, UV 1sigina maruz kalma, yara iyilesmesi, dokuda
yeniden sekillenme gibi ¢ok ¢esitli stresler tarafindan indiiklendikleri bilinmektedir (72).

Is1 sok proteinleri molekiiler agirliklarina gore siniflandirilmis genis bir protein ailesini
olustururlar (73). HSP’ler, sitozoliin yan1 sira, ER, kloroplastlar, mitokondri ve ¢ekirdek gibi
diger organellerde bulunur, bu da protein homeostazinda farkli ve dinamik roller oynadiklarini
gosterir. HSP’lerin ¢ogu iiyesi yeni sentezlenmis proteinlerin ve/veya hiicre i¢i strese bagl
hasarlanmis proteinlerin 3 boyutlu katlanmasi gibi 6nemli saperon fonksiyonlart gésterir (72).

Is1 sok proteinleri protein diizeylerinin, ateroskleroz, konjestif kalp yetmezligi, ates,
enfeksiyon ve yaslanma gibi durumlarda, Alzheimer hastaligi, malign hastaliklar ve otoimmiin
hastaliklarda degistigi bildirilmistir (74).

ISI SOK PROTEINI 70

Is1 sok proteini 70 proteini, 70 kDa agirhiginda bir molekiiler saperondur. insan HSP70
gen ailesi, amino asit dizisi, ekspresyon diizeyi ve hiicre i¢i lokalizasyonu ile birbirinden farkli
en az sekiz gen lrini igerir. HSP70-5 (diger adiyla Bip veya Grp78) ve HSP70-9’un
lokalizasyonu, sirasiyla ER ve mitokondriyal matriksin liimeni ile siirlidir, geri kalan alt1
HSP70 proteini ise esas olarak sitozol ve niikleus i¢inde bulunur (75).

Is1 sok proteini 70, membranlar boyunca protein translokasyonunun siirdiiriilmesi,
hiicrenin kisimlar1 arasinda proteinlerin taginmasi, protein agregasyonunun Onlenmesi ve
¢Ozilinmesi, ribozomlarda iiretilen yeni polipeptit zincirlerinin katlanmasi, yanlis katlanmis
proteinlerin bozulmasi ve yeniden katlanmasi, klatrin kapli vezikiillerin kaplanmasi ve
diizenleyici proteinlerin  kontrolii ve Fe/S (demir/siilfiir) kiimelerinin sentezinin

kolaylastirilmasi gibi ¢ok ¢esitli hiicresel islemlerde rol alir (75,76).



Is1 sok proteini 70 ayrica anti-apopitotiktir ve bazi durumlarda HSP70 fonksiyonunun
inhibe edilmesi, tiimor hiicrelerinin 6liimiinii indiiklemektedir (77).

Is1 sok proteini 70’in, saglikli bireylerin periferik dolasiminda mevcut oldugu ve
hamilelik, yaslanma ve ¢esitli patofizyolojik kosullarla seviyelerinin degistigi tespit edilmistir
(78). Kronik hepatit, karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinomda HSP70 diizeylerinin yiiksek
oldugu bildirilmistir (79,80). Zhang ve ark. (81) obez farelerde karaciger HSP70 mRNA
(mesajc1 Riboniikleik asit) ekspresyonun 6nemli 6l¢iide arttigini ayni zamanda palmitat ile

olusturulmus yagl karaciger modelinde HSP70 mRNA ekspresyonunun ve protein diizeyinin

arttigini bildirmislerdir (81).

VANILIK ASIT

Vanilinin okside bir formu olan dihidroksibenzoik asitten elde edilen VA, yenilebilir
bitki ve meyvelerde bulunan fenolik bir bilesiktir ve bir tadlandiric1 ajan olarak kullanilir
(82,83,84). Ferulik asidin vanilin’e iki asamali biyolojik doniisiimiiniin ara trinidiir (85).
Angelica sinensis’in bitki koklerinde yiiksek oranda bulunur (83) ve ayni1 zamanda sarap, sirke
ve argan yaginin bir bilesenidir (22). VA ayrica kafeik asidin metabolik bir yan {irlinii olmasi
nedeniyle siklikla kahve, ¢ikolata, ¢ay ve vanilya aromali sekerleme tiiketen insanlarin

idrarinda bulunur (86).

OCH;
OH

Sekil 2. Vanilik asidin yapis1 (84)

Vanilik asit, geleneksel Cin tibbinda diyabet, hemorajik iltihap, hipertansiyon, iilser ve
ates i¢in kullanilir (21). Antimalariyal (87) ve antibakteriyel 6zellikte olmasinin yani sira yilan
zehiri aktivitesinin inhibe edilmesi, hepatoprotektif 6zellikler (88) ve hipertansif siganlarda
kardiyoprotektif etkiler gibi ¢esitli tibbi 0Ozelliklerle ve farmakolojik aktivitelerle
iligskilendirilmistir (21,83). VA ayrica, lriner problemleri tedavi etmek i¢in geleneksel tipta
yaygin olarak kullanilan bir bilesiktir (21).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lesage-Meessen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8987621

Hsu ve Yen tarafindan yapilan bir ¢alisma (89), VA nin 3T3-L1 adipositlerinde hiicre
ici trigliserit diizeyinin azalmasina neden oldugu gosterilmistir. VA, immiin aracili karaciger
inflamasyonunu baskilayarak hepatoprotektif etki gosterir (90).

Vanilik asidin NAFLD ile iliskisini arastiran ¢alisma sayisit az olmakla beraber, bir
caligmada hepatotoksisiteyi ve yag birikimini azalttigi, in vivo ve in vitro olarak yag asidi
oksidasyonunu aktive ettigi bildirilmis olup obeziteye baglit NAFLD gelisimini 6nlemek igin

kullanilabilecegi onerilmistir (22).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhigi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 01.10.2018 tarihinde TUTF-BAEK 2018/328 protokol kodu ve 16/06 karar
no ile onayland1 (Ek 1).

Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler
Akrilamid (Merck)

Amonyum persiilfat (Merck)
Antibiyotik-Antimikotik (Thermo)

Bradford reaktifi (Abcam)

Bromofenol blue (Merck)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma)

Eagle’in Minimum Esansiyel Medyumu (EMEM)-fenol red igeren (Wisent)
EMEM-Fenol red igermeyen (Wisent)
Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
Fetal sigir serumu (FBS) (Thermo)

Gliserol (Sigma)

Glisin (Sigma)

Hidrojen peroksit (Merck)

HSP70 antikoru (Abcam)

Isopropanol (Honeywell)

Kemiliiminesans substrat (Thermo)

Metanol (Merck)
11



N,N-Metilenbis-akrilamid (Merck)
N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (TEMED ) (Sigma)
Oil Red O (Sigma)

Paraformaldehit (Sigma)

Poliviniliden diflorid (PVDF) membran (Roche)
Potasyum iyodiir (Merck)

Pre-stained protein ladder (Thermo)

Proteaz inhibitor kokteyli (Sigma)

Sekonder antikorlar (Abcam)

Sigir serum albumini (Sigma)

Sigir serum albumini (yag asidi icermeyen) (GoldBio)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

Sodyum kloriir(Sigma)

Sodyum palmitat (Sigma)

Trizma base (Sigma)

Tuzlu fosfat tamponu (PBS) tablet (Thermo)
Tiibiilin antikoru (Abcam)

Tween 20 (Sigma)

Vanilik asit (Sigma)

Yagsiz siit tozu (Sigma)

2-merkaptoetanol (Sigma)
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
% 0.25 Tripsin-EDTA (Thermo)

Deneylerde Kullanilan Plastik ve Cam Laboratuvar Malzemeleri
Balon joje (Isolab)

Beher (Isolab)

Flask (25 cm? ve 75 cm?)(Nest)

Hiicre kaziyici (Biosorfa)

Meziir (Isolab)

Mikroplaka (6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu)(SPL)

Quartz kiivet (Hellma)

Steril otomatik pipet uglart (20, 200 ve 1000 pL )(Isolab)

Steril santrifiij tiipt (15 ve 50 mL) (Isolab)
12



Steril serolojik pipetler (5, 10 ve 25 mL) (Isolab)
Steril siringa filtre (Biosorfa)

Analizlerde Kullanilan Aletler

Biyogiivenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020)

Biyokimya otoanalizorii (Beckman Coulter AU5800)

Calkalayici (Cleaver Scientific CW23)

Dikey elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Omnipage Mini Vertical System)
Faz kontrast invert mikroskop (Olympus CKX 53)

Gli¢ kaynag1 (Cleaver Scientific)

Homojenizator (Next Advance Bullet Blender Storm)

Is1 kontrollii UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu UV 1700A)
Isitmali manyetik karistiric1 (Daihan Scientific WiseStir)
Karbondioksitli inkiibator (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371)
Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System)
Mikrobiyolojik inkiibator (Thermo Scientific Heratherm IMC-18)
Mikroplaka okuyucu (Biotek pQuant)

Otomatik pipetler (Eppendorf ve Capp)

pH metre (Inolab)

Santrifiijler (Niive NF048), (Heraeus multifuge 3 S-R)

Sivi azot tanki (Air Liquide GT21)

Su banyosu (GFL 1083)

Western blotting sistemi (Cleaver Scientific Semi Dry Blotter)

-80 °C Derin dondurucu (Heraeus HERAfreeze)

Hiicre Kiiltiiru

Calismada Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda bulunan

stv1 azot tankinda depoladigimiz HepG2 hiicreleri kullanilmistir. HepG2 hiicrelerinin siv1 azot
tankinda saklanmasi igin kullanilan sivi azot Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve
Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden satin alindi. Deneylerde kullanilan 12-20.
pasajlar arasindaki hiicreler 75 cm? flasklarin icinde, %10 FBS ve %] antibiyotik-antimikotik
iceren EMEM ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de inkiibatérde yasatildi. Tiim uygulamalar
biyogiivenlik kabini icerisinde steril malzemeler kullanilarak yapildi. Hiicrelerin besiyeri 3

giinde bir degistirildi ve %80-90 hiicre yogunluguna ulasildiginda 1:4 oraninda pasajlandi.
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Vanilik Asidin Hiicre Canlihgina Etkisi

HepG2 hiicrelerinde VA’nin hiicre canlilifina etkisi MTT hiicre canlilig1 testi ile
gosterildi (91). 96 kuyucuklu plakalarda her bir kuyucuga 10 adet hiicre ekildi. VA besiyerinde
¢oziildii ve hiicreler 24 saat boyunca 20, 40, 100, 200, 500, 1000, 1500 ve 2000 puM
konsantrasyonlarda VA ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi besiyeri uzaklastirildi.
Devaminda 10 pl PBS’de hazirlanmig 5 mg/mL MTT ve 100 pul fenol red icermeyen besiyeri
eklenerek 4 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 MTT igeren besiyeri uzaklastirilarak
kuyucuklarda olugan formazan 200 ul DMSO ve 25 pl Sorenson tamponu (0.1 M glisin ve 0.1
M sodyum kloriir; 0.1 M sodyum hidroksit ile pH:10.5’¢ ayarland) ile ¢6ziildii ve olusan renk
mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik olarak 570/630 nm’de 6lgiildii (92). Olgiilen
absorbanslar kontrol grubunun ortalamasina boliiniirek sonuglar ayni plakadaki kontrol

grubunun yiizdesi olarak verildi.

Palmitat ile NAFLD Modeli Olusturulmasi ve NAFLD olusturulan HepG2

Hiicrelerinde Vanilik Asidin Hiicre Canlihigina Etkisi

Yukarida belirtilen sekilde ayni sayida hiicre ve ayn1 yontem ile MTT hiicre canlilig
testi yapildi (91,92). HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan VA dozlarindan kontrol
grubuna gore %80’in altinda hiicre canliligma neden olan 1500 ve 2000 uM VA
konsantrasyonlar1 ve hiicre canliligina diger diisiik dozlara benzer sekilde etki eden 40 uM
konsantrasyonu ¢alismadan ¢ikarildi. 20, 100, 200, 500, 1000 uM konsantrasyonlarinda VA, 1
mM palmitat ile ayni anda hiicrelere uygulandi. Sodyum palmitat steril su ile ¢oziildii (93) ve
0.7 mM yag asidi igermeyen sigir serum albumini ile konjuge edildi (94). Devaminda hiicrelere
24 saat siireyle uygulandi. Kontrol grubuna ise sadece 0.7 mM albumin iceren besiyeri

uygulandi.

Vanilik Asidin Hiicre i¢i Yaglanmaya Etkisinin Gosterilmesi

Trigliserit Ol¢iimii

Hiicreler 25 cm? flasklara ekildi. 20, 100, 200, 500, 1000 uM konsantrasyonlarinda VA,
1 mM palmitat ile ayn1 anda 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Kontrol grubuna ise 0.7 mM
yag asidi icermeyen s1gir serum albumini igeren besiyeri uygulandi. Deneysel prosediir sonrasi
soguk PBS ile yikanan hiicreler, daha sonra %1 proteaz inhibitorii ve %0.1 Triton X-100 i¢eren
PBS tamponu ile kazindi. Numuneler uygun cam bilyeler kullanilarak homojenize edildi ve
10.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlarin hiicre i¢i trigliserit

diizeyleri, biyokimya otoanalizdriiniin orijinal kitleri kullanilarak olgiildii. Lowry ve ark.
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(95)’nin yontemine gore protein Ol¢limii yapilarak, trigliserit degerleri protein diizeylerine

oranland1 ve kontrol grubunun ortalamasina oranlanarak kontrol grubunun kat1 olarak verildi.

Oil Red O Boyama

Hiicreler 6 kuyucuklu mikroplakalara ekildi. 20, 100, 200, 500, 1000 uM
konsantrasyonlarinda VA, 1 mM palmitat ile ayn1 anda 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi.
Kontrol grubuna ise 0.7 mM yag asidi igermeyen sigir serum albumini igeren besiyeri
uygulandi. Deneysel prosediir sonrasi hiicreler PBS ile yikandi, %10 paraformaldehit ile fikse
edildi. Devaminda %60 isopropanol ile yikanip, %60 isopropanol igeren oil red O ile inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 boya uzaklastirilarak distile su ile yikand1 ve faz kontrast invert

mikroskobu altinda mikroskop goriintii yansitici kullanilarak fotograflandi (96).

Katalaz Aktivitesi Ol¢iimii

Supernatant elde edilmesi dahil tiim asamalar yukarida trigliserit 6l¢iimiinde anlatildig:
sekilde yapildi. CAT aktivitesi 6l¢iimii Aebi ve ark. (97)’nin yontemine gore substrat olarak
H20: kullanilarak ve 240 nm’de absorbanstaki azalma OSlgiilerek yapildi. Ayn1 homojenattan
protein diizeyleri ticari Optiblot Bradford reaktifi kullanilarak 6l¢iildii. CAT aktivitesi sonuglari
protein diizeylerine oranlandi ve kontrol grubunun ortalamasina oranlanarak kontrol grubunun

kat1 olarak verildi.

AOPP Diizeyi Ol¢iimii

Katalaz aktivitesi i¢in elde edilen homojenat kullanildi. Witko-Sarsat ve ark. (54)’nin
metoduna gore ¢alisildi. Ayn1 homojenattan protein diizeyleri ticari Optiblot Bradford reaktifi
kullanilarak o6lgiildii ve AOPP diizeyi sonuglar1 protein diizeylerine oranlandi ve kontrol

grubunun ortalamasina oranlanarak kontrol grubunun kati olarak verildi.

SDS PAGE Elektroforezi ve Western Blot Yontemleri

Deneysel prosediir sonrasi hiicreler soguk PBS ile yikandi. Hiicreler 90°C sicaklikta %1
SDS ve 50 mM EDTA igeren 10 mM Tris (pH:8) tamponu ile homojenize edildi. Protein
diizeyleri ticari Optiblot Bradford reaktifi kullanilarak 6l¢iildii. 15 ug protein %4-8 SDS-PAGE
jel elektroforezi ile ayrildi. Proteinler jelden yari-i1slak western blot sistemi kullanilarak PVDF
membrana aktarildi. %5 yagsiz siit tozu ile bir saat inkiibe edilen membranlar gece boyu +4
°C’de HSP70 primer antikoru (1:10000 diliisyon) ile inkiibe edildi. Ardindan primer antikor ile

uyumlu sekonder antikor (1:10000 diliisyon) ile inkiibe edilen membranlardaki spesifik
15



proteinler kemiliiminesans substrat ile goriintiilendi. Ardindan membranlar stribing yapild1 ve
membranlar yiikleme kontrolii olarak tiibiilinin primer antikoru (1:10000 diliisyon) ile inkiibe
edilerek prosediir tekrarlandi. Western blot membranlarinin kemiliiminesans goriintiilenmesi
icin Trakya Universitesi Teknoloji Arastrma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden hizmet satin alindi. Elde edilen protein bantlarina ait yogunluklar Image-J
programi (98) kullanilarak hesaplandi ve her bir protein sonucu ayni numunenin tiibiilin
protein diizeyine oranlandi. Her bir grup ic¢in sonuglar aynm1 deneydeki kontrol grubuna

oranlanarak kontrol grubunun kat1 olarak verildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 20 programu (Lisans no: 10240642) kullanildi. Deney
parametrelerinin karsilastirilmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilagtirma
i¢cin Tukey ve Tamhane testi kullanildi. Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi
ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Diistik konsantrasyonlarda 24 saat siireyle uygulanan VA’nin HepG?2 hiicrelerinde hiicre
canliligina etkisi Sekil 3’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonras1 hiicre canliliklari; kontrol grubunda %100+4, 20 uM VA uygulanan hiicrelerde
%105+8, 40 uM VA uygulanan hiicrelerde %111+10, 100 uM VA uygulanan hiicrelerde
%101£10, 200 uM VA uygulanan hiicrelerde %98+13 bulundu. 20, 40, 100 ve 200 uM VA

hiicre canliligin1 kontrole gore anlamli olarak degistirmedi (tiimii i¢in p>0.05).
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Istatistiksel analizigin Tek Yénlii Varyans Analizi kullanilds (n=8) (p=0.03).

Sekil 3. Vanillik asidin diisiik konsantrasyonlarda hiicre canlihi@ina etkisi.

Yiiksek konsantrasyonlarda 24 saat siireyle uygulanan VA’nin HepG2 hiicrelerinde
hiicre canliligina etkisi Sekil 4’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonrast hiicre canliliklart; kontrol grubunda %100+6, 500 uM VA uygulanan hiicrelerde

%95+6, 1000 uM VA uygulanan hiicrelerde %92+6, 1500 uM VA uygulanan hiicrelerde
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%88+9, 2000 uM VA uygulanan hiicrelerde %83+7 bulundu. 500 ve 1000 pM VA hiicre
canliligini kontrole gore anlamli olarak degistirmedi (her ikisi i¢in p>0.05). 1500 ve 2000 uM
VA hiicre canliligini kontrole gére anlamli olarak azaltti (her ikisi i¢in p<0.05). 2000 uM VA
uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi 500 uM VA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak

azald1 (p<0.05).
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Istatistiksel analizigin Tek Yénlii Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilagtinma icin Tukey testi kullanidds (n=8).
*: Kontrolile karslagtinldigimda p<0.03.
72300 pM vanilik asit uygulanan hiicreler ile karslagtinldiginda p<0.03.

Sekil 4. VVanillik asidin yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canlihgina etkisi.

Vanilik asidin HepG2 hiicrelerinde palmitat ile olusturulan yaglanmada hiicre
canliligina etkisi Sekil 5’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonras1 hiicre canliliklari; kontrol grubunda %100+4, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde
%43+4; 1 mM palmitat ile birlikte 20 pM VA uygulanan hiicrelerde %45+4, 100 uM VA
uygulanan hiicrelerde %49+6, 200 uM VA uygulanan hiicrelerde %48+5, 500 uM VA
uygulanan hiicrelerde %52+4, 1000 uM VA uygulanan hiicrelerde %43+5 bulundu. Palmitat
uygulanan tiim hiicrelerde hiicre canliligi kontrole gore anlamli olarak azaldi (tiimii i¢in
p<0.05). 500 uM VA uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi, sadece palmitat uygulanan
hiicrelere ve palmitat ile birlikte 20 uM ve 1000 uM VA uygulanan hiicrelere gore anlamli
olarak artt1 (tlimii i¢in p<0.05).
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Istatistiksel analizigin Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastima igin Tukey testi kullandd: (n=8).
*: Kontrolile karsilastinldiginda p<0.05.
F:1 mM PA uygulanan hiicreler ile karsilastinldiginda p<0.05.
I: 1 mMPA ile birlikte 20 uM VA uygulananhiicrelerile karsilastinldiginda p<0.05.
§:1 mMPA ile birlikte 1000 uM VA uygulananhiicreler ile karsilagtinldiginda p<0.05.
Sekil 5. Vanillik asidin palmitat ile olusturulan yaglanmada hiicre canhihgna
etkisi.
PA: Palmitat; VA: Vanilik asit.

Vanilik asidin palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde trigliserit
diizeylerine etkisi Sekil 6’da goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonrasi trigliserit diizeyleri kontrol grubunun ortalamasina boliinerek kontroliin kat1 olarak
verildi. Trigliserit diizeyleri kontrol grubunda 1.00+0.04, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde
1.95+£0.06; 1 mM palmitat ile birlikte 20 uM VA uygulanan hiicrelerde 1.73+0.03, 100 uM VA
uygulanan hiicrelerde 1.77+0.04, 200 uM VA uygulanan hiicrelerde 1.73+0.14, 500 uM VA
uygulanan hiicrelerde 1.73+0.04, 1000 uM VA uygulanan hiicrelerde 1.93+0.04 bulundu.
Palmitat uygulanan tiim hiicrelerde trigliserit diizeyleri kontrole gore anlamli olarak artt1 (tlimii
i¢in p<0.05). 500 uM VA uygulanan hiicrelerde trigliserit diizeyleri, sadece palmitat uygulanan
hiicrelere ve palmitat ile birlikte 1000 uM VA uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak diistiktii
(her ikisi i¢in p<0.05). 1000 uM VA uygulanan hiicrelerde trigliserit diizeyleri, palmitat ile
birlikte 20 ve 100 uM VA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak yiiksekti (her ikisi igin
p<0.05).
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Istatistiksel analizigin Tek Yénlii Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastinma igin Tamhane testi kullanilds (n=4).
*: Kontrolile karglagtinldigmda p<0.03.

7:1 mMPA uygulanan hiicreler ile karsilagtinldifinda p<0.03.

111 mMPA ile barhkte 20 pM VA uygulananhiicreler ile kargilagtinldigimda p<0.03.

&:1 mMPA ile barhikte 100 pM VA uygulanan hiicreler ile karsilaztirldigimda p=0.03.

|z 1mM PA ile birlikte 1000 pM VA uygulananhiicrelerile kargilagtinldigmda p<0.03.

Sekil 6. Vanillik asidin palmitat ile olusturulan yaglanmada trigliserit diizeylerine
etkisi.
PA: Palmitat; VA: Vanilik asit.

HepG?2 hiicrelerinde yaglanmay1 gostermek igin oil red O ile boyanan hiicreler

Sekil 7°de goriilmektedir. Mikroskopik inceleme sonrasi palmitat uygulanan hiicrelerde

kontrole gore yaglanma artig1 goriildii.
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KONROL PALMITAT 20 ptM VA + PALMITAT 100 pM VA + PALMITAT

200 ptM VA + PALMITAT 500 pM VA + PALMITAT 1000 pM VA + PALMITAT

Sekil 7: HepG2 hiicrelerinde vanilik asidin yaglanma iizerine etkisi (Oil Red O boyama, 400X biiyiitme) (VA; Vanilik asit)
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Vanilik asidin palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde AOPP diizeylerine
etkisi Sekil 8’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrast AOPP
diizeyleri kontrol grubunun ortalamasina bdliinerek kontroliin kati olarak verildi. AOPP
diizeyleri kontrol grubunda 1.00+£0.16, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde 2.82+0.07; 1 mM
palmitat ile birlikte 20 uM VA uygulanan hiicrelerde 2.67+0.12, 100 uM VA uygulanan
hiicrelerde 2.69+0.16, 200 uM VA uygulanan hiicrelerde 2.77+0.05, 500 uM VA uygulanan
hiicrelerde 2.53+0.11, 1000 uM VA uygulanan hiicrelerde 2.99+0.10 bulundu. Palmitat
uygulanan tiim hiicrelerde AOPP diizeyleri kontrole gore anlamli olarak artti (tiimi i¢in
p<0.05). 500 uM VA uygulanan hiicrelerde AOPP diizeyleri, sadece palmitat uygulanan
hiicrelere ve palmitat ile birlikte 1000 uM VA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak diisiiktii
(her ikisi i¢in p<0.05). 1000 pM VA uygulanan hiicrelerde AOPP diizeyleri, palmitat ile birlikte
20 ve 100 uM VA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak ytiksekti (her ikisi igin p<0.05).

P
|

(Kontroliin kati)

AOPP diizeyleri

[}
n

0 (Kontrol) 1mMPA 1wMPA+ 1mMPA+ 1wmMPA+ 1mMPA+ 1mMPA+
0pMVA 100 pMVA 200 pMVA 500 pMVA 1000 pMVA

Istatistiksel analizigin Tek Yénlii Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma igin Tukey testi kullanilds (n=4).
*: Kontrolile karglagtinldigmda p<0.03.

7:1 mM PA uygulananhiicreler ile kargilagtirldigimda p<0.03.

111 mMPA ile barhkte 20 pM VA uygulananhiicreler ile kargilagtinldigimda p<0.03.

&:1 mMPA ile barhikte 100 pM VA uygulanan hiicreler ile karsilaztirldigimda p=0.03.

|z 1mM PA ile birlikte 1000 pM VA uygulananhiicrelerile kargilagtinldigmda p<0.03.

Sekil 8. Vanillik asidin palmitat ile olusturulan yaglanmada ileri oksidasyon

protein iiriinleri diizeylerine etkisi.

AOPP: leri oksidasyon protein iirinleri; PA: Palmitat; VA: Vanilik asit.

Vanilik asidin palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde CAT aktivitesine
etkisi Sekil 9’da goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrast CAT
aktivitesi kontrol grubunun ortalamasina béliinerek kontroliin kati olarak verildi. CAT
aktiviteleri kontrol grubunda 1.00+0.06, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde 0.62+0.07; 1 mM
palmitat ile birlikte 20 uM VA uygulanan hiicrelerde 0.70+0.07, 100 uM VA uygulanan
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hiicrelerde 0.71+0.07, 200 uM VA uygulanan hiicrelerde 0.81+£0.06, 500 uM VA uygulanan
hiicrelerde 0.83+0.06, 1000 uM VA uygulanan hiicrelerde 0.72+0.07 bulundu. Palmitat
uygulanan tiim hiicrelerde CAT aktiviteleri kontrole gére anlamli olarak azaldi (tlimii i¢in
p<0.05). 200 ve 500 uM VA uygulanan hiicrelerde CAT aktiviteleri, sadece palmitat uygulanan
hiicrelere gore anlamli olarak yiiksekti (her ikisi i¢in p<0.05).

1,2

Katalaz aktiviteleri
=]
[=3]

(Kontroliin kati)

0 (Kontrol) 1mMPA 1mMPA+ 1mMPA+ 1mMPA+ 1mMPA+ 1mMPA+
0pMVA 100 pMVA 200 pMVA 500 pMVA 1000 pMVA

Istatistiksel analizigin Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastima igin Tukey testi kullanslds (n=4).
*:Kontrolile karslagtinldigmda p<0.05.
T:1 mM PA uygulananhiicreler ile karsilagtinldigimda p<0.03.

Sekil 9. Vanillik asidin palmitat ile olusturulan yaglanmada katalaz aktivitelerine
etkisi.
PA: Palmitat; VA: Vanilik asit.

Vanilik asidin palmitat ile yaglanma olusturulan HepG2 hiicrelerinde HSP70
diizeylerine etkisi Sekil 10°da goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonrast HSP70 diizeyleri; 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.49+0.17 kat1, | mM
palmitat ile birlikte 20 puM VA uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.36+0.13 kat1, 100 uM VA
uygulanan hiicrelerde kontroliin 1.05+0.23 kati, 200 uM VA uygulanan hiicrelerde kontroliin
0.72+0.18 kat1, 500 uM VA uygulanan hiicrelerde kontroliin 0.67+0.14 kat1i, 1000 uM VA
uygulanan hiicrelerde kontroliin 0.98+0.08 kat1 bulundu. Tek bagina 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde HSP70 diizeyleri kontrole gore anlamli olarak artt1 (p<<0.05). 100, 200, 500 ve 1000
uM VA uygulanan hiicrelerde HSP70 diizeyleri, sadece palmitat uygulanan hiicrelere gore
anlaml olarak diisiiktli (tlimii i¢in p<0.05). 200 ve 500 uM VA uygulanan hiicrelerde HSP70
diizeyleri, palmitat ile birlikte 20 pM VA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak diistiktii (her
ikisi i¢in p<0.05).
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1 mM PA
+

0 (Kontrol) 0 20 100 200 500 1000 VA (uM)

HSP70 (70 kDA) T T m—

Tiibiilin (50 kDA) ———————————— ———

HSP70 protein diizeyi
(Kontrolin kati)

0(Kentrel) 1mMPA 1wMPA+ l1mMPA+ 1lwMPA+ lmMPA+ 1mMPA+
0pMVA 100 pMVA 200 pMVA 500 pMVA 1000 pMVA

Istatistiksel analizigin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar arast karsilastirma igin Tukcey testi kullanidd (n=3).
*: Kontrol ile karplastimldigida p=<0.03.

T: 1 mMPA uygulananhiicreler ile kargilagtinldiginda p<0.03.

11 mMPA ile birlikte 20 pM VA uygulananhiicrelerile karsilastinldiginda p<0.03.

Sekil 10. Vanillik asidin palmitat ile olusturulan yaglanmada 1s1 sok proteini 70

diizeylerine etkisi.
HSP70: Is1 sok proteini 70; PA: Palmitat; VA: Vanilik asit.

Calismada elde edilen hiicre canlilig1 yiizdeleri, trigliserit diizeyleri, AOPP diizeyleri,

CAT aktivitesi ve HSP70 protein diizeylerine ait tiim sonuglar Tablo 1’de goriilmektedir.
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Tablo 1. Cahsmada elde edilen hiicre canlihig: yiizdeleri, trigliserit diizeyleri, ileri protein oksidasyon iiriinleri diizeyleri, katalaz aktivitesi ve 1s1

sok proteini 70 protein diizeylerine ait tiim sonuglar

HUCRE
CANLILIGI
(% KONTROL)

KONTROL 20 tM VA 40 tM VA 100 uM VA 200 pM VA
@ 1 93,59 92,94 99,23 87,29 79,23
£ z 8 93,75 97,78 101,49 89,71 88,26
é 'g 2|3 97,78 101,98 101,82 96,17 89,07
E E E» 4 101,82 103,91 110,37 98,75 94,88
P § = |5 102,30 106,49 110,69 102,30 99,56
g § 1% 102,46 109,24 119,89 107,62 107,46
2 7 102,62 109,88 120,21 113,92 113,92
8 105,69 118,43 125,37 114,89 114,08
KONTROL 500 pnM VA 1000 pnM VA 1500 pM VA 2000 pnM VA
8 1 92,70 89,43 83,41 75,28 72,54
P ;i 5 2 95,24 89,75 85,52 80,03 78,55
é T %8 96,92 89,75 88,58 82,88 80,56
” E é‘n 4 97,98 92,49 90,48 86,37 81,40
& § |5 100,51 93,76 95,55 88,69 83,30
> 5 %% 102,73 97,45 96,61 94,39 86,37
2 7 103,05 102,84 96,92 98,51 91,22
8 110,86 102,94 97,88 100,73 93,55
é = 1 92,83 37,03 40,16 42,24 41,72 46,41 35,46
.;i:n - 2 96,48 39,11 42,76 42,76 42,24 48,50 38,07
s & |8 97,52 40,16 43,29 44,33 44,33 50,07 40,16
;‘é % 4 99,09 42,76 43,81 46,94 45,89 52,15 42,24
E § 5 100,65 44,33 44,85 47,46 49,02 52,67 44,85
= 2 6 103,26 44,85 45,37 53,19 50,59 55,28 45,89
g 7 104,30 45,37 49,02 56,84 53,72 56,32 46,94
8 105,87 47,46 51,63 57,89 54,24 57,89 48,50
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Tablo 1 (Devam). Calismada elde edilen hiicre canhihig yiizdeleri, trigliserit diizeyleri, ileri protein oksidasyon iiriinleri diizeyleri, katalaz

aktivitesi ve 1s1 sok proteini 70 protein diizeylerine ait tiim sonuclar

Trigliserit Diizeyleri 1 1,03 1,93 1,72 1,73 1,60 1,68 1,97
(KONTROLUN KATI) 2 0,94 1,97 1,70 1,76 1,63 1,72 1,88
3 1,00 2,01 1,73 1,82 1,83 1,78 1,95
4 1,02 1,86 1,77 1,78 1,86 1,74 191

VA’nin palmitat ile olusturulan KONIEET 1 mM palmitat ' mzl\g S'?/I'n\q/lr v . "I'(\)’c') F:l?\;m\;('it ' i rg'(\)/(l) F:x?\lflm\lltf\t ) ' rg'(\)/(l) z?\hm\;['it ' ' T(')\(/Jlop::\:]sfﬁ '
yaglanmada AOPP diizeylerine ! 1,22 2,82 2,52 2,55 2,84 2,61 3,02
ctKisi 2 0,93 2,88 2,82 2,79 2,72 2,41 3,09
(KONTROLUN KATI) 3 0,85 2,85 2,68 2,86 2,74 2,63 2,98
4 0,99 2,72 2,66 2,55 2,80 2,47 2,85

VA’nin palmitat ile olusturulan KONTROL 1 mM palmitat ' mzl\g E'?/Ilrcz v ' ”;'(\)f) Tlil/'m\;['zt ' ' rgl(\)/(l) El?\;m\;[zt ' ' rgl(\)/(l) El?\;m\;[zt ) ' T(;\(/)Iopsll\TSEX '
yaglanmada CAT aktivitelerine ! 102 0,54 0,66 081 0,86 0,86 077
etkisi 2 0,92 0,70 0,68 0,67 0,77 0,90 0,63
(KONTROLUN KATI) 3 1,06 0,66 0,65 0,73 0,75 0,76 0,71
4 1,00 0,59 0,80 0,64 0,86 0,80 0,78

VA’min palmitat ile olusturulan KONTROL 1 mM palmitat ! mz'\g S,"\"/'I”\"/ift * ! ”;'(\)f) ‘:l";‘\'/lm\i/tit * ! ”;'(\)’(') ‘:l";‘\'/lm\i/tit * ! ”;'(\)’(') ‘:l";‘\'/lm\i/tit * ! T(;\gopju"{}f *
yaglanmada HSP70 diizeylerine 1 1,00 164 121 0585 0,63 0,59 0,89
etkisi 2 1,00 1,31 1,41 1,01 0,59 0,59 1,04
(KONTROLONKAT 3 1,00 1,52 1,44 1,30 0,92 0,83 1,00

VA: Vanilik asit; AOPP: ileri oksidasyon protein iiriinleri; CAT: Katalaz; HSP70: Is1 sok proteini 70
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TARTISMA

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, diinyada en sik goriilen karaciger hastaligidir ve
asir1 alkol tilketmeyen hastalarin karacigerinde yag birikmesi olarak tanimlanir (2). Artan
diyabet ve obezitenin NAFLD prevelansini arttirmasi nedeniyle siroz ve son donem karaciger
hastalig1 goriilme sikliginin da gittikce artmasi beklenmektedir. Artmig morbidite ve mortalite,
saglik maliyetleri ve saglhiga bagl yasam kalitesinin diismesi NAFLD’yi zorlu bir hastalik
haline getirmektedir ve bu hastaligin daha derinlemesine arastirilmasi gerektirmektedir (99).

Hepatik steatozun in vitro olarak incelenmesi i¢in, insan HepG2 hiicrelerinin serbest yag
asitleri ile muamele edilmesiyle bir yaglanma modeli olusturulmustur (6). insan viicudundaki
temel yag asitleri olan palmitik asit ve oleik asit, in vitro steatozu indiiklemek i¢in yaygin olarak
kullanilan yag asitleridir (8).

Vanilik asit tatlandirict olarak kullanilan benzoik asit tiirevidir, immun aracili karaciger
inflamasyonuna baskilayici etkisi ve hepatoprotektif etkisi oldugu gosterilmistir (100).

Literatiirde VA’nin HepG2 hiicrelerinde hiicre canlilifina etkisini gosteren tek bir
calisma bulunmaktadir. Jung ve ark. (22) 0-20 uM aras1 konsantrasyonlarda 48 saat siireyle
uygulanan 20 pM konsantrasyonda VA’nin hiicre canliligini anlamli olarak azalttigini
bildirmistir. Calismamizda ise HepG2 hiicrelerine dncelikle 20-2000 uM konsantrasyonlari
arast VA 24 saat boyunca uygulanarak VA’ nin hiicre canlilig1 iizerine etkisi arastirildi. 20-1000
uM arast konsantrasyonlarda VA HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligini anlamli olarak
degistirmezken, 1000 uM iizeri VA konsantrasyonlar1 hiicre canliligin1 anlamli olarak azaltti
ve bu sebeple palmitat ile yaglanmaya kars1 1000 pM’a kadar VA konsantrasyonlari uygulandi.

HepG2 hiicrelerinde deneysel NAFLD modeli olusturmak i¢in palmitat yaygin olarak

kullanilmaktadir. Calismamizda literatiirle uyumlu olarak palmitat uygulanan gruplarda hiicre
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canliligi azaldi, hiicre igi trigliserit diizeyi ise artti. Palmitat uygulamasiin hiicre igi lipit
icerigini arttirdig1 mikroskopik olarak oil red O boyama ile de goriildii (8,101). Bu bulgularimiz
HepG2 hiicrelerinde palmitat ile olusturulan hiicresel NAFLD modelinin basarili olarak
gerceklestigini ve 1mM palmitat dozunun bu modeli olusturmak ic¢in yeterli oldugunu
gostermektedir.

Jung ve ark. (22) 0-10 uM aras1 konsantrasyonlarda 24 saat siireyle uygulanan VA’nin
10 uM konsantrasyonda yaglanmay1 anlamli olarak azalttigini bildirmislerdir. Calismamizda
ise sadece 500 uM VA uygulamasinin yaglanmay1 anlaml olarak azalttigi goriilmustiir.

Oksidatif stres, hepatosit icinde asir1 ROS iiretimi veya azalmig antioksidan
savunmalarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve hastaligin gelismesinde en énemli nedenler
arasindadir (51). Oksidatif stres bozulmus mitokondriyal [-oksidasyona neden olur. B-
oksidasyonun bozulmasi hepatositler i¢inde yag asitlerinin birikmesine ve ROS’un mitokondri
tarafindan asir1 dretilmesi lipit peroksidasyonuna neden olabilir. Bu hepatik steatoz ve
NASH’m indiiksiyonunda énemli bir rol oynayabilir (46). Antioksidan sistemler oksidatif stres
ile basa ¢ikmak i¢in gereklidir. CAT oksidatif stres seviyesini degerlendirmek i¢in kullanilan
antioksidan bir enzimdir (49). Aerobik hiicrelerin cogunda bulunan CAT, H202’nin ayrigmasini
katalizleyerek hiicreyi oksidatif strese karsi korur (102).

Literatiirde yagh karacigerde CAT ekspresyonu veya aktivitesi ile ilgili celiskili
sonuglar bulunmaktadir. Perlemuter ve ark. (103) NAFLD hastalarinin karaciger CAT
aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu bunun inflamasyon ve
fibrogenezde rol oynayan oksidatif stresi yansitiyor olabilecegini bildirmislerdir. Kumar ve ark.
(104) NAFLD’1i hastalarda oksidatif stresin varligini CAT ve diger baz1 antioksidan enzimler
ile gostermis ve NAFLD’li hastalarda saglikli bireylere kiyasla eritrosit CAT aktivitesinin
anlaml1 derecede azaldigini bildirmislerdir. Jain ve ark. (105) HepG?2 hiicreleri ile yaptiklari bir
calismada, kontrol gruplarina kiyasla palmitat ile tedavi edilen grupta, CAT ve diger ¢esitli
antioksidan biyobelirteglerin mRNA ekspresyonunda azalma oldugunu gostermislerdir.
Murakami ve ark. (106) yiiksek yagli diyet ile NAFLD modeli olusturulan farelerde,
karacigerdeki oksidatif stresi, azalmig CAT aktivitesi ile gostermislerdir. Literatiirde
NAFLD’de VA’'nin CAT aktivitesi lizerine etkisini inceleyen bir ¢alismaya rastlamadik.
Calismamizda palmitat uygulanan hiicrelerde kontrole kiyasla CAT aktivitesinin azalmis
oldugu goriildii. Palmitat ile birlikte VA uygulanan hiicrelerde palmitat grubuna kiyasla CAT
aktivitesinde doza bagl bir sekilde artis oldugu, 6zellikle 200 uM ve 500 uM VA uygulanan
hiicrelerde CAT aktivitesinde anlamli artig oldugu gézlenmistir. Bu bulgu, 200 uM ve 500 uM
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konsantrasyonlarinda VA’nin HepG2 hiicrelerini oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin
oldugunu gostermektedir.

Ileri oksidasyon protein iiriinleri, oksidanlarin plazma proteinleriyle reaksiyonu sonucu
olusan, bir¢ok hastalikta yaygin olarak olgiilen bir oksidatif stres belirtecidir (13). Ciftgi ve ark.
(62) NAFLD’li bireylerin serum AOPP diizeyinin saglikli bireylere gore anlamli olarak artmis
oldugunu bildirmislerdir. Caligmamizda da kontrole kiyasla palmitat ile yaglanma olusturulan
hiicrelerde AOPP diizeyleri artmistir. Bu bulgumuz Cift¢i ve ark. (62)’nin ¢alismasi ile
uyumludur. VA uygulanan hiicrelerde ise sadece palmitat uygulanan hiicrelere gére AOPP
diizeylerinde azalma gozlenmesine ragmen sadece 500 uM VA grubunda anlamli azalma
saptanmistir. Ayrica 1000 pM VA uygulanan hiicrelerde AOPP diizeyi 20 uM ve 100 uM VA
uygulananlara gore anlamli olarak artmistir. Bu bulgu 1000 uM tizerindeki konsantrasyonlarin
oksidatif stresi dnlemediginin bir géstergesidir.

Is1 sok proteinleri ailesinin 70 kDa’lik iiyesi olan HSP70 (107), prokaryotlardan
Okaryotlara kadar ¢esitli hiicre tiplerinin sitozol ve subseliiler kompartmanlarinda (6rnegin,
cekirdek, mitokondri) bulunur. HSP70’in intraselliiler sitoprotektif etkisi ve saperon 6zelligi
bulunmaktadir. Is1 stresi, iskemi reperfiizyon, agir metallere maruz kalma ve oksidatif stres gibi
faktorler HSP70 ekspresyonunu indiikleyebilir (108).

Zhang ve ark. (81) yiiksek yaglh diyet ile beslenmis farelerde ve HepG2 hiicrelerinde
palmitat ile olusturulmus NAFLD modelinde HSP70 mRNA ekspresyonunun ve protein
diizeyinin belirgin bir sekilde arttigini, HSP70’in asir1 ekspresyonunun, lipojenik genlerin
mRNA ekspresyonlarinda ve trigliserit ve total kolesterol sentezinde artisa neden oldugunu,
boylece, HSP70’in HepG2 hiicrelerinde hepatik steatozu destekledigini bildirmislerdir. Zhang
ve ark. (81) ayrica HSP70’i kodlayan HSPA1A geninin asirt ekspresyonunun HepG2
hiicrelerinde lipit birikimini destekledigini, bu genin bloke edilmesinin ise lipit birikiminin ve
lipojenik genlerin ekspresyonlarinin azalmasina neden oldugunu bilmislerdir. Calismamizda da
benzer sekilde sadece palmitat uygulanan hiicrelerde HSP70 protein diizeyi kontrole gore
yiiksekti. Ayrica VA uygulanan hiicrelerde, sadece palmitat uygulanan hiicrelere kiyasla
ozellikle 200 uM ve 500 uM konsantrasyonlarinda VA’ ’nin HSP70 protein diizeylerini anlamli
olarak azalttig1 gbzlenmistir. Bu bulgumuz, 200 uM ve 500 uM konsantrasyonlarinda VA’nin
HepG2 hiicrelerini oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.
Bilindigi lizere NAFLD patogenezinde artan serbest yag asidi ve kolestrol kaynakli lipit
birikimi lipotoksisiteye yol a¢gmakta ve ardindan ER stresi ve oksidatif stres ile iliskili
mekanizmalar aktive edilmektedir (32). Literatiirde VA’nin NAFLD veya baska hastaliklarda

HSP70 diizeylerine etkisini inceleyen bir ¢calismaya rastlamadik. Calismamizda 200 uM ve 500
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uM VA ile tedavi edilen hiicrelerde, palmitat ile tedavi edilen hiicrelere kiyasla HSP70 protein
diizeyleri azald1.

Sonug olarak ¢alismamiz VA’nin, karaciger hepatoma hiicrelerinde hiicre canliligini
arttirdigini, hiicre i¢i yaglanmayi, oksidatif stresi ve HSP70 protein diizeyini azalttigini

gosterdi. Bu agilardan VA, NAFLD nin 6nlenmesi i¢in faydali olabilir.
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SONUCLAR

Bu calismada deneysel NAFLD modeli olusturulan HepG2 hiicrelerinde farkli
konsantrasyonlarda vanilik asidin, hiicre canliligina, hiicre i¢i yaglanmaya, oksidatif strese ve
HSP70 protein diizeylerine etkisini gostermeyi amagladik. Vanilik asidin hiicre canliligina
etkisini MTT testiyle, yaglanma tizerine etkisini trigliserit 6l¢iimii ve oil Red O boyama ile,
CAT aktivitesine etkisini Aebi ve ark. (97)’nin metoduna gére, AOPP diizeyleri Witko-Sarsat
ve ark. (54)’nin metoduna gore ve HSP70 protein diizeylerini Western Blot yontemiyle dlgtiik.
Calismamizda elde edilen sonuglar sunlardir:

1. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 20 uM, 40 uM, 100 uM, 200 uM, 500

puM ve 1000 uM VA hiicre canliligini kontrole gore anlamli olarak degistirmedi. 1500

uM ve 2000 uM VA hiicre canliligini kontrole gére anlamli olarak azaltti. 2000 uM VA

uygulanan hiicrelerde hiicre canliligit 500 uM VA uygulanan hiicrelere gore anlamli
olarak azaldi.

2. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 1mM palmitat hiicre canliligini anlaml

olarak azaltti, palmitat ile birlikte 500 uM VA uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi,

sadece palmitat uygulanan hiicrelere ve palmitat ile birlikte 20 uM ve 1000 uM VA
uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak artt.

3. ImM palmitat trigliserit diizeylerini kontrol grubuna goére anlamli olarak arttirds,

palmitat ile birlikte 500 uM VA uygulanan hiicrelerin trigliserit diizeyleri, sadece

palmitat uygulanan hiicrelere ve palmitat ile birlikte 1000 uM VA uygulanan hiicrelere
gore anlaml1 olarak azalirken, 1000 uM VA uygulanan hiicrelerin trigliserit diizeyleri,
palmitat ile birlikte 20 uM ve 100 uM VA uygulanan hiicrelerin trigliserit diizeylerine

gore anlamli olarak yiiksekti.
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4. Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinin oil Red O ile boyanmasinin kontrole gore
fazla oldugu gozle goriildii. Palmitat ile birlikte uygulanan VA konsantrasyonlarinin
sadece palmitat uygulanan hiicrelere gore oil Red O ile boyanmay1 gozle goriiniir
sekilde azaltti.
5. Palmitat uygulanan hiicrelerde CAT aktivitesi kontrole gore anlamli olarak azald,
palmitat ile birlikte 200 uM ve 500 uM VA uygulanan hiicrelerin CAT aktiviteleri,
sadece palmitat uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak artti.
6. Palmitat uygulanan hiicrelerde AOPP diizeyleri kontrole gore anlamli olarak
yiiksekti. Palmitat ile birlikte 500 uM VA uygulanan hiicrelerde AOPP diizeyleri,
sadece palmitat uygulanan hiicrelere ve palmitat ile birlikte 1000 pM VA uygulanan
hiicrelere gore anlamli olarak diistiktii. 1000 pM VA uygulanan hiicrelerde AOPP
diizeyleri, palmitat ile birlikte 20 uM ve 100 uM VA uygulanan hiicrelere gére anlamli
olarak yiiksekti.
7. Palmitat uygulanan hiicrelerde HSP70 diizeyleri kontrole gore anlamli olarak artti,
palmitat ile birlikte uygulanan 100 uM, 200 uM, 500 uM ve 1000 pM VA
konsantrasyonlar1 hiicrelerin HSP70 diizeylerini, sadece palmitat uygulanan hiicrelere
gore anlamli olarak azaltti. Palmitat ile birlikte 200 uM ve 500 uM VA uygulanan
hiicrelerde HSP70 diizeyleri, palmitat ile birlikte 20 uM VA uygulanan hiicrelere gore
anlamli olarak diistiktii.
Sonug olarak bulgularimiz, VA’nin palmitat ile NAFLD modeli olusturulan insan
kaynakli hepatoma hiicrelerinde, hiicre canliligin1 ve CAT aktivitesini arttirdigini, yaglanmayz,

AOQOPP ve HSP70 protein diizeylerini azalttigin1 gosterdi.

32



OZET

Bu ¢alismanin amaci palmitat ile non-alkolik yagli karaciger modeli olusturulan HepG2
hiicrelerinde vanilik asidin hiicre canliligina, yaglanmaya, oksidatif strese ve 1s1 sok proteini 70
diizeylerine etkisini arastirmaktir.

Non-alkolik yagli karaciger modeli olusturmak i¢in HepG2 hiicreleri 1 mM palmitat ile
24 saat inkiibe edildi. Hiicre canliligi 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium
bromiir testi ile l¢iildii. Yaglanma; trigliserit diizeyleri ticari kitler ile 6lgiilerek ve oil red O
boyama ile mikroskopik olarak gosterildi. Ileri oksidasyon protein iiriinleri, ve katalaz aktivitesi
spektrofotometrik olarak dl¢iildii. Is1 sok proteini 70 diizeyleri western blot yontemi ile l¢iildil.

1500 ve 2000 pM vanilik asit HepG2 hiicrelerinde canliligi anlamli olarak azaltti
(p<0.05) ve bu sebeple 0-1000 uM aras1 vanilik asidin non-alkolik yagl karaciger modelinde
etkisi arastirildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1 mM palmitat hiicre canliligini ve
katalaz aktivitesini anlaml1 olarak azaltt1 ve trigliserit, ileri oksidasyon protein iiriinleri ve 1s1
sok proteini 70 diizeylerini anlamli olarak arttirdi (tiimii igin p<0.05). 1 mM palmitat uygulanan
hiicreler ile karsilastirildiginda 1 mM palmitat ile birlikte uygulanan 500 uM vanilik asit; hiicre
canliligini ve katalaz aktivitesini anlamli olarak arttirirken trigliserit, ileri oksidasyon protein
tirtinleri ve 1s1 sok proteini 70 diizeylerini anlamli olarak azaltti (timii i¢in p<0.05). 1 mM
palmitat uygulan hiicreler ile karsilastirildiginda 1 mM palmitat ile birlikte uygulanan 200 pM
vanilik asit 1s1 sok proteini 70 diizeylerini anlamli olarak azaltti (p<0.05).

Sonug olarak calismamiz; palmitat ile non-alkolik yagli karaciger modeli olusturulan

HepG2 hiicrelerinde vanilik asidin, 6zellikle 500 pM konsantrasyonda, hiicre canliligini
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arttirdigin1 ve yaglanmayi, oksidatif stresi ve 1s1 sok proteini 70 diizeylerini ise azalttigini

gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Vanilik asit (VA), Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD), Is1 sok
proteini 70 (HSP70), ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP), Katalaz (CAT).
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EFFECT OF VANILLIC ACID ON OXIDATIVE STRESS AND HSP 70
PROTEIN LEVELS IN PALMITATE-INDUCED STEATOSIS IN
HUMAN-DERIVED HEPATOMA CELLS

SUMMARY

The aim of this study is to investigate the effect of vanillic acid on cell viability,
steatosis, oxidative stress and heat shock protein 70 levels in palmitate-induced non-alcoholic
fatty liver disease model in HepG2 cells.

To induce non-alcoholic fatty liver disease model, HepG2 cells were incubated with 1
mM palmitate for 24 hours. Cell viability was measured by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide assay. Steatosis was shown by measuring triglyceride levels
with commercial kits and by microscopically with oil red O staining. Advanced oxidation
protein products and catalase activity were measured spectrophotometrically. Heat shock
protein 70 levels were measured by western blot.

1500 ve 2000 puM vanillic acid significantly decreased the viability of HepG2 cells and
therefore effect of vanillic acid on non-alcoholic fatty liver disease were investigated at the
vanilic acid concentrations between 0-1000 uM. When compared with control group, I mM
palmitate significantly decreased cell viability and catalase activity and significantly increased
triglyceride, advanced oxidation protein products and heat shock protein 70 levels (p<0.05 for
all). When compared with 1 mM palmitate incubated cells, 500 pM vanillic acid incubated with
1 mM palmitate significantly increased cell viability and catalase activity and significantly
decreased triglyceride, advanced oxidation protein products and heat shock protein 70 levels
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(p<0.05 for all). When compared with 1 mM palmitate incubated cells, 200 uM vanillic acid

incubated with 1 mM palmitate significantly decreased heat shock protein 70 levels (p<0.05).
As a result, our study showed that vanillic acid, especially at 500 uM concentration,

increases cell viability and decreases steatosis, oxidative stress and heat shock protein 70 levels

in palmitate-induced non-alcoholic fatty liver disease model in HepG2 cells.

Key Words: Vanillic acid (VA), Non-alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), Heat Shock
Protein 70 (HSP70), Advanced oxidation protein products (AOPP), Catalase (CAT)
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