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SIMGE VE KISALTMALAR

EMEM: Eagle'in minimum esansiyel medyumu

HO-1: Hem oksijenaz-1

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease

NF-kB: Niikleer faktor kB

NRF2: Niikleer faktor eritroid 2-ile iligkili faktor 2

ROT: Reaktif oksijen tiirleri



GIRIS VE AMAC

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD); alkol veya ila¢ kullanimi, viral veya
otoimmiin hastaliklar gibi herhangi bir etiyolojik durum olmadan karacigerdeki yag birikimi
olarak tanimlanmaktadir (1). Palmitat, yapisinda 16 karbon igeren, doymus bir yag asididir ve
saglikli bireylerin ve NAFLD hastalarinin karaciger dokusunda en fazla miktarda yer alan yag
asitlerinden biridir (2). HepG2 hiicreleri, kokenini insan karaciger hepatoma hiicrelerinden
alan, ticari olarak temin edilebilen ve fonksiyonel agidan hepatositler ile benzerlikleri bulunan
hiicrelerdir (3). HepG2 hiicrelerinin serbest yag asidi ile olusturulan yaglanma modellerinde,
primer hepatositler ile benzer ozellikler sergiledigi belirtilmis ve palmitat ile olusturulan
deneysel yaglanma modelinin, NAFLD’nin akut ve toksik etkilerinin aragtirilmasi i¢in uygun
bir model oldugu bildirilmistir (4).

Okaliptol, &zellikle okaliptiis yapraklarindan elde edilen bir terpenoidtir (5).
Okaliptoliin anti-inflamatuvar, antioksidan, agr1 kesici, antimikrobiyal ve antikanser
ozelliklere sahip oldugu farkli caligsmalarla gosterilmistir (6,7).

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik sonucu olusan oksidatif stres,
NAFLD patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (8). Niikleer faktor eritroid 2-ile iligkili
faktor 2 (NRF2), antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu artiran ve
oksidatif stresin hiicresel yanitin1 olugturan dnemli bir transkripsiyon faktoriidiir (9). NRF2
uyarildiginda sitoplazmadan niikleusa gecerek antioksidan genlerin transkripsiyonunu baglatir
(10,11). Hem oksijenaz-1 (HO-1) enzimi hem proteininin metabolizmasinda goérevli bir
enzimdir. HO-1"in hiicresel savunmada gorev aldigi bilinmektedir. HO-1 geninin en 6nemli

transkripsiyonel diizenleyicisi NRF2’dir (12).
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Inflamasyon; fiziksel hasar, iskemik hasar, enfeksiyon ve toksik maddelere maruz
kalma gibi doku hasarina yol agan durumlara karsi viicudun verdigi yanittir (13). Niikleer
faktor «B (NF-«B) inflamasyonla iligkili sitokinlerin diizenlenmesinde rol oynayan
transkripsiyon faktoridir (14).

Okaliptoliin palmitatin yol agt1ig1 hepatotoksisite iizerine etkisi bilinmemekte olup, bu
calismanin amaci; dkaliptoliin insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde palmitat ile olusturulan
hiicresel hepatotoksisitede hiicre canlilifina, yaglanmaya, inflamasyona ve antioksidan

savunmaya etkisini arastirmaktir.


https://paperpile.com/c/exNKa1/GY5mr
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GENEL BIiLGILER

NON-ALKOLIK YAGLI KARACIGER HASTALIGI

Karacigerdeki yag oranin %5 iizerine ¢ikmasi karaciger yaglanmasi olarak adlandirilir.
Alkol, viriisler, ilaglar ve otoimmiin hastaliklar gibi etmenler karaciger yaglanmasina yol
acabilir (15). Sinirh alkol alimimin oldugu, viral enfeksiyon veya herhangi bir karaciger
hastaligina ait bulgunun bulunmadigi karacigerde goriilen yaglanmaya NAFLD denir (1).

Tiirkiye’de NAFLD goriilme sikliginin %9,6-42 araliginda oldugu bildirilmistir (16).
Cocukluk ¢aginda obezitenin artmasi ile birlikte NAFLD goriilme siklig1 artmaktadir. Tiirk
toplumunda obez ¢ocuklarda NAFLD’nin gorilme sikligt %23-62 araligindadir (17).
Diinyada NAFLD prevalansinin yaklagik %25 oldugu ve NAFLD’nin en yiiksek oranda Orta
Dogu ve Giiney Amerika kitasinda, en diisiik oranda ise Gliney Afrika kitasinda gorildiigii
bildirilmistir (18).

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olan bireylerin %80’i obezdir. Serbest yag
asitleri, beyaz yag dokusundan ve de novo lipogenez sonucu dolasima verilmektedir.
NAFLD’de karaciger hasarinin gelisiminde beyaz yag dokusu kaynakli artmis serbest yag
asidi ve kronik inflamasyon 6nemli rol oynar (19). Baz1 besinlerin de NAFLD gelisiminde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. En ¢ok iizerinde durulan besin ise fruktozdur. Amerika Birlesik
Devletleri'nde fruktoz iceren igeceklerin tiiketimine, paralel olarak NAFLD insidanst ve
prevalansindaki biiyiime 1950'den beri 5 kat artmistir (20). Fruktoz tiiketimindeki artigin;
barsak mikrobiyotas1 degisiklikleri, oksidatif stres, inflamatuvar sitokinlerin ve barsak
gecirgenliginin artigi ile iligkili oldugu bildirilmistir (21). Sekerlerin, viicutta serbest yag

asitlerinin ve trigliseridlerin sentezini arttirarak NAFLD’ye yol agtifi diisiiniilmektedir.
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Artmis yag tliketimi ise, serbest yag asitlerinin girisinde artisa yol acarak NAFLD gelisme
riskinin artirir. Ayrica, tek bir besin grubu agisindan zengin diyetler, daha yiiksek tokluk kan
sekeri seviyelerine ve dolayisiyla daha yiiksek bir insiilin sekresyonuna neden olur. Insiilin
ayrica de novo lipogenezi uyarir, NAFLD gelisimine ve hepatik trigliserid birikimine neden
olur (20).

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginin patogenezi giiniimiizde hala tam olarak
aciklanabilmis degildir. NAFLD gelisiminde insiilin direncinin 0nemli bir rolii oldugu
bildirilmektedir. Karacigerde yag birikimine neden olan baslica faktorler arasinda; diyet,
mikrobiyota, genetik faktorler ve lipojenik transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasi yoluyla de
novo lipogenez sayilabilir. Yag birikimi sonucu NF-kB uyarilir. NF-kB’nin uyarilmasi
sonucu, timor nekroz faktorii alfa, interlokin-6 ve interlokin-1p gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin liretimi artar. Ayrica tiimor nekroz faktorii alfa ve interlokin-6 insiilin direncinin
gelismesinde rol oynamaktadir. Karacigerdeki lipotoksisiteye bagli olarak mitokondriyal
disfonksiyon ve endoplazmik retikulum stresi olugsmaktadir (22). Yag asitlerinin fazla
miktarda bulunmasi sebebiyle artmis yag asidi oksidasyonuna bagli olarak reaktif oksijen
tiirleri (ROT) artar. Artan ROT, mitokondriyal disfonksiyonda 6nemli rol oynar (23).

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginin tedavisinde oncelikle diyet ve egzersiz
onerilmektedir. Medikal tedaviler daha ¢ok metabolik bozuklugu diizeltme iizerine kurulmus

olup giiniimiizde direkt olarak NAFLD tedavisi i¢in onaylanmis bir ilag yoktur (21).

Palmitat ile Olusturulan Deneysel Yaglanma Modeli

Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinin, primer dokulara benzerlikleri, diisiik maliyetleri ve
uygulama kolayliklar1 nedeniyle bilimsel arastirmalarda 6nemi artmistir. Hiicre c¢alismalari,
hayvan ve insan dokularinin kullanimiyla iligkili etik sorunlar1 6nler. Hiicre ¢aligsmalari; asi
iretimi, sitotoksisite testleri, ilag metabolik yollarinin tanimlanmasi, gen fonksiyonunun
incelenmesi ve olusturulmasi gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir (24).

HepG2 hiicreleri, insan karaciger hepatoma hiicrelerinden elde edilmis, giiniimiizde
ticari olarak temin edilebilen ve fonksiyonel acidan hepatositler ile benzerlikleri bulunan
hiicrelerdir. HepG2 hiicreleri liimsiiz hiicre hatlarindandir. Cogalma kapasitesinin yiiksek
olmasi, fenotip Kararliligi ve ayni hiicre hattinin arastirma boyunca kullanilabilir olmasi,
HepG2 hiicrelerinin kullanilmasinin temel nedenlerindendir (3).

Palmitat, 16 karbonlu doymus bir yag asidi olup, sagliklilarin ve NAFLD olan

bireylerin karaciger dokusundaki trigliseridlerin yapisinda en ¢ok bulunan yag asitlerinden
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biridir. Bu sebeple palmitat ile olusturulan deneysel yaglanma modeli NAFLD’nin
arastirilmasinda kullanilmakta olan deneysel modellerden biridir (2). HepG2 hiicrelerinin
palmitat ve palmitat ile oleat karisimi ile olusturulan yaglanma modellerinde, primer
hepatositler ile benzer 6zellikler sergiledigi belirtilmis ve palmitat ile olusturulan deneysel
yaglanma modelinin palmitat ile oleat karisimi ile olusturulan deneysel yaglanma modeline
gore daha sitotoksik oldugu ve bu sebeple NAFLD nin akut ve toksik etkilerinin arastirilmasi

icin uygun bir model oldugu bildirilmistir (4).

OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDANLAR

Fizyolojik kosullarda, ROT tiim aerobik organizmalarda olusur ve organizma i¢in ¢ok
sayida faydali rolii oldugu bilinmektedir. Fakat, fazla miktardaki ROT da biyomolekiillere
zarar verme potansiyeline sahiptir (25). Oksidatif stres, ROT gibi oksidanlar ile antioksidanlar
arasinda olusan bir dengesizlik sonucu oksidanlarin antioksidanlara gore fazlaligi ile olusur
(8,26). Oksidatif stres, biyolojik sistemlere zarar verir ve giiniimiizde oksidatif stresin
ateroskleroz, kronik obstriiktif akciger hastaligi, alzheimer ve kanser gibi bir ¢ok hastaligin
olusumunda rol oynadigi gosterilmistir (27). Ultraviyole 1sinlari, biyokimyasal reaksiyonlar,
stres, sigara, iyonize radyasyon ve ¢esitli ilaglar, serbest radikal olusumuna yol acan faktorlere
ornek gosterilebilir (8). Hiicrede ROT mitokondride, peroksizom ve endoplazmik retikulumda
tiretilir. Ayn1 zamanda ROT'un sitoplazmik tiretimi de gergeklesir (26).

Antioksidanlar, molekiillerin  oksidasyonunun inhibe edilmesini saglayan
molekiillerdir, viicutta serbest radikal olusumunu Onlerler ve temizlenmesini saglarlar.
Antioksidanlar, ROT un zararh etkisinin ve oksidatif stresin azaltilmasinda hayati rol oynar
(28). Antioksidanlar endojen (enzimatik ve non-enzimatik) ve eksojen olarak smiflandirilir.
Stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimatik antioksidanlara; askorbik asit,
B-karoten ve a-tokoferol ise non-enzimatik antioksidanlara 6rnek gosterilebilir (29).

Niikleer faktor eritroid 2-ile iliskili faktor 2, antioksidan ve detoksifikasyon
enzimlerinin ekspresyonunu artiran ve oksidatif strese karsi hiicresel yaniti olusturan 6nemli
bir transkripsiyon faktoriidiir. NRF2 yarilanma omrii kisa olan bir proteindir. Ubikitinasyon
ve proteozomal yikim, NRF2’nin diizenlenmesinde onemli mekanizmalardir. Normal
kosullarda NRF2 sitoplazmada Kelch-like ECH-associated protein 1 proteinine baglanmis
haldedir (9). Kelch-like ECH-associated protein 1, NRF2’yi bazal diizeyde tutmakla gorevli
en onemli molekiildiir. Oksidatif stres NRF2 ve Kelch-like ECH-associated protein 1

arasindaki etkilesimin bozulmasina, NRF2’nin ubikitinasyonunun ve proteozomal
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degredasyonunun 6nlenmesine ve niikleusa gecisine neden olur (10). NRF2, HO-1 gibi bir¢ok
antioksidan enzimin transkripsiyonunu uyarir (11). ROT ve oksidatif stresin NAFLD
patogenezi ile iliskili oldugu gosterildiginden NRF2'nin uyarilmasinin, NAFLD’nin
onlenmesi ve tedavisinde umut verici olabilecegi diistiniilmektedir (30).

Hem oksijenaz-1 enzimi hem proteininin metabolizmasinda gorevli bir enzimdir. HO-
I’in aktif hale gelmesiyle, hem proteini parcalanir ve bilirubin, karbonmonoksit ve ferr6z
demir ortaya ¢ikar. Hem proteininin, HO-1 enzimi araciligiyla pargalanmasi sonucunda agiga
c¢ikan {irtinlerin inflamasyonu baskiladigi bildirilmistir. HO-1’in, hiicresel savunmada gorev
aldig1 bilinmektedir. HO-1 geninin en 6nemli transkripsiyonel diizenleyicisi NRF2’dir ve

NRF2 uyarilip niikleusa gegtiginde, HO-1 diizeyinde artis gergeklesir (12).

INFLAMASYON VE NUKLEER FAKTOR «B

Inflamasyon, viicudun doku hasarma kars1 verdigi yanittir. Fiziksel hasar, iskemik
hasar, enfeksiyon ve toksik maddelere maruz kalma gibi durumlarda olusur. Inflamatuar yanit
olarak hiicresel degisiklikler ve immun yanitlar olusur (13). Inflamasyon; yara iyilesmesi,
immiin sistemin kontrolii ve yeniden doku olusumunda 6nemli rol oynar. Savunma sisteminde
olusan bir dengesizlikte ise Kkoruyucu ve iyilestirici rolii olan inflamasyon patolojik
durumlarin gelismesin katkida bulunur (31). Inflamasyona maruziyet siiresinin artmasina ve
inflamasyonu baskilayan sistemlerde olusan hasarlara bagli olarak inflamasyon kronik bir hal
alabilir. Kronik inflamasyon, timér olusumunda ve gelisiminde biiyiik rol oynamaktadir (13).

Sitokinler, hiicreler arasi1 mesaj iireten kimyasal maddelerdir. Immiin yanitta yer alan
reaksiyonlar1 kontrol ederler. Sitokinlerin asir1 iretilmesi kronik inflamasyona neden
olmaktadir (32). Interldkin-1, interlokin-6 ve tiimor nekroz faktdr a, pro-inflamatuar
sitokinlere 6rnek olarak gosterilebilir (14).

Niikleer faktor kappa B bes farkli proteinden olusan bir komplekstir. Fizyolojik
kosullarda NF-«B proteini inflamatuar siireglerde ve hiicrenin sag kalimiminda rol oynar.
Normalde, sitoplazmada inaktif halde tutulur. Fosforilasyon ile serbest kalan NF-«xB aktiflesir
ve cekirdege translokasyonu sonucu hedef proteinlerin sentezini uyarir. NF-xB, sitokinler,
biiytime faktdrleri, bakteriler, viriisler ve oksidatif stres gibi gesitli faktorler tarafindan aktive
edilebilir (33). NAFLD’de inflamatuvar hasari, pro-inflamatuar molekiillerin salinmasina
neden olan lipopolisakkarit gibi bakteri {irtinleri ve serbest yag asitleri tarafindan aktive
edilebilen NF-«xB sinyal yolu belirler. Asir1 inflamasyon sadece karaciger hiicre hasarina ve

fibrozise neden olmakla kalmaz, ayni zamanda karacigerde lipid birikimine de katkida
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bulunur. NF-xB sinyal yollarinin farmakolojik inhibitorler veya genetik miidahale ile bloke
olmasi, NAFLD’nin ilerlemesini hafifletir (34).

OKALIPTOL

Okaliptol (1,8-Sineol), 6zellikle dkaliptiis yapraklarindan elde edilen bir terpenoidtir.
Okaliptol ayrica gay agaci, pelin, biberiye, adagay, niuola, cajeput, civan pergemi ve tar¢inda
da bulunur (5,35). Okaliptol hos aromas1 ve tadi nedeniyle, banyoda kullanilan malzemelerde,
gargara sivilarinda, bocek kovucularda, kozmetik veya parfiimlerde siklikla kullanilir (35).

Okaliptoliin molekiiler formiilii C10H180 seklindedir. Molekiil agirlign 154,25 dir. Sivi
halde bulunur ve renksizdir. Suda ¢dziinmez ancak alkolde ¢dziinebilir. Okaliptol gibi
terpenler, ilag penetrasyonunu artiran lipofilik molekiillerdir. Okaliptol, sican ve insan
karaciger mikrozomal P450 enzimleri tarafindan 2-ekzo-hidroksi-1,8-cineole metabolize
edilir ve idrarla atilir. Okaliptol kan-beyin bariyerini kolayca gecebilir ve beyindeki
reseptorler ve enzimler iizerine dogrudan etki edebilir (7).

Okaliptoliin anti-inflamatuvar ve antioksidan etkisi nedeniyle bronsit, siniizit,
bronsiyal astim ve kronik obstriiktif ak¢iger hastaligi gibi solunum sistemi hastaliklarinin
tedavisinde kullanildigi  bildirilmistir  (6,7). Okaliptoliin  anti-diyabetik oldugu da
bilinmektedir (36). Ayrica, okaliptoliin norodejeneratif hastaliklarda anti-inflamatuar etki
gosterdigi bildirilmistir (6,7).

Okaliptoliin insan lenfosit ve monositlerinde lipopolisakkarit kaynakli sitokinlerin
iiretimini engelleyebileyecegi bildirilmistir (6). Okaliptol, interlokin-1p ve tiimdr nekroz
faktorii o gibi pro-inflamatuarlarm giiclii bir inhibitdrii olarak rol oynar (7). Okaliptoliin anti-
mikrobiyal etkisi oldugu da bildirilmistir (5,36). Okaliptoliin palmitatin yol actig1

hepatotoksisite tizerine etkisi bilinmemektedir.
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GEREC VE YONTEMLER

Trigliserid 6lgiimleri i¢in Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Merkez Laboratuvart Biyokimya Birimi’nden hizmet satin alindi. Western blot
membranlarinin goriintiilenmesi i¢in Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden hizmet satin alindi. Diger tiim deneyler Trakya

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda yapildi.

DENEYLERDE KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

% 0.25 Tripsin- etilendiamin tetra asetik asit (Thermo)

2-merkaptoetanol (Sigma)
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
a-Tibiilin primer antikoru (Santa Cruz)

Akrilamid (Merck)

Amonyum persiilfat (Sigma Aldrich)

Antibiyotik-antimikotik soliisyonu (Thermo)

Bakar (II) siilfat pentahidrat (Sigma)

Bromofenol mavisi (Sigma Aldrich)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma)

Eagle'in Minimum Esansiyel Medyumu (EMEM)-fenol red iceren (Wisent)
EMEM-fenol red icermeyen (Wisent)

Etilendiamin tetra asetik asit (Sigma)

Fetal S1gir Serumu (Thermo)



Folin reaktifi (Merck)

Gliserol (Sigma)

Glisin (Sigma)

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz primer antikoru (Abcam)
Hidroklorik asit (%37) (Merck)

Hidrojen peroksit (Merck)

HO-1 primer antikoru (Santa Cruz)

IGEPAL CA-630 (Santa Cruz)

Isopropanol (Sigma)

Kemiliiminesans substrat (Thermo)

Lamin B1 primer antikoru

Metanol (Merck)

NF-kB primer antikoru (Bosterbio)

N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck)
N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (Sigma Aldrich)
NRF2 primer antikoru (Bosterbio)

Okaliptol (Sigma)

Poliviniliden diflorid membran (Roche)
Pre-stained protein ladder (Thermo)

Proteaz inhibitor kokteyli (Santa Cruz)
Sekonder antikorlar (Bosterbio)

Sodyum dodesil siilfat (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)

Sodyum palmitat (Sigma)

Sodyum Kloriir (Sigma)

Tris baz (Sigma)

Triton X-100 (Sigma)

Tuzlu fosfat tamponu tablet (Thermo)

Tween-20 (Sigma)

Yag asidi igermeyen s1g1r serum albumini (Goldbio)

Yagsiz siit tozu (Sigma)



DENEYLERDE KULLANILAN PLASTIK VE CAM MALZEMELER
Balon joje (Isolab)

Beher (Isolab)

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

Hiicre kaziyici (Biosorfa)

Meziir (Isolab)

Mikroplakalar (6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu) (SPL)
Steril otomatik pipet uglar1 (20, 200 ve 1000 pL )(Isolab)
Steril santrifiyj tiipleri (15 ve 50 mL) (Isolab)

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

Steril siringa filtre (GVS)

DENEYLERDE KULLANILAN CIHAZLAR

-Biyogiivenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020)

-Biyokimya otoanalizorii (Roche Cobas C702)

-Calkalayici (Cleaver Scientific CW23)

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

-Gii¢ kaynagi (Cleaver Scientific)

-Homojenizator (Next Advance Bullet Blender Storm)

-Isitmali manyetik karistirici (Daihan Scientific WiseStir)

-Karbondioksitli inkiibator (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371)
-Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System)
-Mikrobiyolojik inkiibatdr (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)
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TEMEL HUCRE KULTURU UYGULAMALARI

HepG?2 hiicreleri %10 fetal sigir serumu igeren EMEM ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de
inkiibatorde yasatildi. Medium igerisinde mikroorganizmanin tiremesini engellemek icin %1
antimikotik-antibiyotik soliisyonu kullanildi. Hiicrelere tiim uygulamalar yatay hava akish
biyogiivenlik kabini igerisinde yapildi. Calismada 10. ve 20. pasaj araligindaki hiicreler
kullanildi. HepG2 hiicreleri 75 cm? flasklarda ¢ogaltildi. Hiicrelerin mediumu haftada iki kez
degistirildi. Flasktaki hiicre yogunlugu %80-90’a ulasinca hiicreler 1:4-1:6 pasajlandi.

OKALIPTOL VE PALMITATIN UYGULANISI

Okaliptol DMSO’da ¢6ziildii ve hiicrelere uygulanan tiim mediumlarda DMSO igerigi
%0,2 idi. Sodyum palmitat, steril serum fizyolojikte 70 °C’de ¢6ziildii ve 1 mM palmitat, 0,7
mM yag asidi icermeyen sigir serum albumini igceren fenol red igermeyen EMEM ile en az 4
saat konjuge edilerek 24 saat siireyle hiicrelere uygulandi (37). Kontrol grubuna ise 0,7 mM

yag asidi icermeyen sigir serum albumini i¢eren fenol red igermeyen EMEM uygulandi.

HUCRE CANLILIGI OLCUMU

Oncelikle, dkaliptol 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pM konsantrasyonlarda HepG2
hiicrelerine 24 saat siireyle uygulandi ve Okaliptoliin hiicre canliligina etkisi belirlendi.
Ardindan hiicre canliliginin %90 iizeri oldugu o6kaliptol konsantrasyonlar1 (10, 25, 50, 100,
250 ve 500 pM) 1 mM palmitat ile ayn1 anda 24 saat siireyle HepG2 hiicrelerine uygulanarak
Okaliptoliin 1 mM palmitat ile olusturulan sitotoksisite tizerine etkisi belirlendi. Hiicre
canlilig1 dlgimlerinde MTT yontemi kullanildi. MTT yontemi Ahmedian ve ark (38) ’nin
metoduna gore yapildi. 10* hiicre 96°lik hiicre kiiltiirii plakalarmna ekildi. Uygulamalardan 24
Saat sonra etken madde iceren medium alinarak yerine 10 pl tuzlu fosfat tamponu icerisinde
¢oziilmiis MTT (5 mg/mL) ve 100 pl fenol red igermeyen EMEM konuldu ve 4 saat inkiibe
edildi. MTT igeren fenol red icermeyen EMEM alinarak olusan formazan 200 pl DMSO ve
25 ul Sorenson tamponu (0,1 M glisin ve 0,1 M sodium kloriir; 0,1 M sodyum hidroksit ile
pH:10,5’e ayarlanir) ile ¢6ziildii ve olusan renk mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik
olarak 570/630 nm’de &lciildii. Olgiilen absorbanslar kontrol grubunun ortalamasina

boliiniirek kontrol grubunun yiizdesi olarak verildi.
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TRIGLISERID OLCUMU

Trigliserid dl¢iimii i¢in HepG2 hiicreleri 25 cm? flasklara ekildi. 10, 25, 50, 100, 250
ve 500 uM okaliptol, 1 mM palmitat ile ayn: anda 24 saat siireyle HepG2 hiicrelerine
uygulandi. Ardindan tuzlu fosfat tamponu ile yikanan hiicreler, daha sonra %1 proteaz
inhibitori ve %0,1 Triton X-100 igeren tuzlu fosfat tamponu ile kazindi ve homojenize edildi.
Ardindan 10.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve iist kisimdaki siipernatant deneylerde
kullanildi. Hiicre igi trigliserid diizeyleri Roche Cobas C702 marka otoanalizoriin orijinal
kitleri kullanilarak 6l¢iildii. Ayni siipernatantlardan Lowry ve ark (39)’nin yOntemine gore
protein Ol¢limii yapildi. Trigliserid sonuclari proteine oranlandi ve kontrol grubunun

ortalamasina bolunerek kontroliin kat1 olarak verildi.

WESTERN BLOT YONTEMIi

250 ve 500 uM okaliptol, 1 mM palmitat ile ayn1 anda 24 saat siireyle HepG2
hiicrelerine uygulandi. Deneysel prosediir sonrast hiicreler soguk tuzlu fosfat tamponu ile
yikandi. NRF2 ve NF-kB diizeylerinin 6l¢iimii hem sitoplazmik hem de niikleer fraksiyonda;
HO-1 diizeylerinin dl¢limii ise tam hiicre lizatindan yapildi. Niikleer ve sitoplazmik fraksiyon
elde edilmesi igin Suziki ve ark (40)’nin metodu kullanildi. Protein diizeyleri Lowry ve ark
(39)’nin yontemine gore Ol¢iildii. Her bir 6lglim i¢in esit miktarda protein dikey elektroforez
jeline yiiklendi. Proteinler sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilarak
yari-islak aktarim sisteminde membrana aktarildi. Oncelikle %35 siit tozu ile bloklanan
membranlar, primer antikorlarla (NRF2 i¢in 1:2000, NF-kB i¢in 1:5000 ve HO-1 igin 1:200
diliisyon) +4 °C'de gece boyu ve ardindan sekonder antikorlarla (1:10000 diliisyon) 1 saat
boyunca inkiibe edildi. Membran iizerindeki spesifik proteinlerin = goriintiillenmesi
kemiliiminesans substrat eklenerek yapildi. Image J ile bant yogunluklar1 hesaplandi (41) ve
sonuglar yiikleme kontrolii olarak sitoplazmik ve niiklear fraksiyon ve tam hiicre lizati i¢in
sirastyla kullanilan gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (1:5000 diliisyon), lamin B1 (1:10000
diliisyon) ve a-tiibiilin (1:1000 diliisyon) proteinlerine oranlanarak ayni deneyde ve ayni

membranda bulunan kontroliin kat1 olarak verildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME
SPSS 20 programi (Lisans no: 10240642) kullanilarak istatistiksel analizler yapildi.

Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma igin Tukey Testi kullanildi.
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Sonuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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BULGULAR

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulan okaliptol konsantrasyonlarinin hiicre
canliligina etkisi Sekil 1’de goriilmektedir. 24 saat uygulama sonrasi HepG2 hiicrelerindeki
hiicre canliliklar1 kontrole gore, 10 uM okaliptol uygulanan hiicrelerde %99+4, 25 uM
okaliptol uygulanan hiicrelerde %99+9, 50 uM okaliptol uygulanan hiicrelerde %97+15, 100
uM oOkaliptol uygulanan hiicrelerde %92+6, 250uM okaliptol uygulanan hiicrelerde %92+8,
500 uM okaliptol uygulanan hiicrelerde %91+4, 1000 uM oOkaliptol uygulanan hiicrelerde
%388+6’yd1. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 6kaliptol konsantrasyonlarinin higbiri hiicre

canliligint anlamli olarak degistirmedi (tlimii i¢in p>0.05).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama = standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

Istatistiksel analiz icin Tek Yénlii Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastrma icin Tukey

testi kullamld: (p=>0.05).

Sekil 1. Okaliptoliin HepG?2 hiicrelerinin canhlig iizerindeki etkisi

Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde 6kaliptoliin hiicre canlilig: lizerindeki etkisi
Sekil 2°de goriilmektedir. 24 saat uygulama sonrast HepG2 hiicrelerindeki hiicre canliliklar
kontrole gore; 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde %45+5; 1 mM palmitat + 10 uM
okaliptol uygulanan hiicrelerde %47+3, 1 mM palmitat + 25 pM 0Okaliptol uygulanan
hiicrelerde %48+4, 1 mM palmitat + 50 uM o6kaliptol uygulanan hiicrelerde %48+1, 1 mM
palmitat + 100 uM Okaliptol uygulanan hiicrelerde %50+3, 1 mM palmitat + 250 uM
okaliptol uygulanan hiicrelerde %56+4 ve 1 mM palmitat + 500 uM o6kaliptol uygulanan
hiicrelerde %5540 bulundu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 1 mM palmitat uygulanan
tiim gruplarda hiicre canlilig1r anlamli olarak azaldi (tlimii i¢in p<0.05). 250 pM ve 500 pM
okaliptol uygulamalari, ImM palmitat uygulanan hiicrelerde hiicre canliligin1 anlamli olarak
arttird1 (her ikisi i¢in p<0.05). 1 mM palmitat + 250 uM okaliptol uygulanan hiicrelerde hiicre
canliligi, 1 mM palmitat + 10 pM 06kaliptol uygulanan hiicrelere gore anlaml olarak yiiksekti
(p<0,05).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama = standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

istatistiksel analiz icin Tek Yénlii Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastirma icin Tukey

testi kullamilda.

*: Kontrol ile karsilasarildiginda p<0.05.

F: 1 mM palmitat uygulanan hiicreler ile karsilasarildiginda p<0.05.

I:1 mM palmitat+ 10 pM Skaliptol uygulanan hiicreler ile karsilasarmldiginda p<0.05.

Sekil 2. Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde 6kaliptoliin hiicre canlihgina etkisi

Sekil 3’de, palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde 6kaliptoliin trigliserid diizeyleri
iizerine etkisi gosterilmektedir. Kontrol grubunun ortalamasina oranlanan gruplara ait
trigliserit sonuglar1 kontroliin kati olarak verildi. 24 saat uygulama sonrasi HepG2
hiicrelerinin trigliserid diizeyleri; kontrol grubunda 1,00+0,05, 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde 2,54+0,26; 1 mM palmitat + 10 uM 06kaliptol uygulanan hiicrelerde 2,30+0,27, 1
mM palmitat + 25 pM okaliptol uygulanan hiicrelerde 2,24+0,28, 1 mM palmitat + 50 uM
okaliptol uygulanan hiicrelerde 2,22+0,26, 1 mM palmitat + 100 uM okaliptol uygulanan
hiicrelerde 2,24+0,41, 1 mM palmitat + 250 uM 06kaliptol uygulanan hiicrelerde 1,70+0,16 ve
1 mM palmitat + 500 pM 6kaliptol uygulanan hiicrelerde 1,59+0,17 bulundu. 1 mM palmitat,
1 mM palmitat + 10 uM 06kaliptol, 1 mM palmitat + 25 uM 06kaliptol, 1 mM palmitat + 50 uM
okaliptol ve 1 mM palmitat + 100 uM 06kaliptol uygulanan hiicrelerde trigliserid diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksekti (tiimi igin p<0.05). 250 uM ve 500 uM
okaliptol uygulamalari, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde trigliserid diizeylerini anlamli

olarak azaltt1 (her ikisi i¢in p<0.05).
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Sonuclar ortalama = standart sapma olarakifade edildi (n=3).

Istatistiksel analiz icin Tek Yénlii Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilasarma icin Tukey
testi kullamildi.

*: Kontrol ile karsilasarildiginda p<0.05.

7: 1 mM palmitat uygulanan hiicreler ile karsilasanrnldiginda p<0.05.

Sekil 3. Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin trigliserid diizeylerine
etkisi.

Sekil 4’de, palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin niikleer fraksiyonda
bulunan NF-kB diizeyleri tizerindeki etkisi goriilmektedir. 24 saat uygulama sonras1 HepG2
hiicrelerinin niikleer fraksiyonda bulunan NF-«kB diizeyleri; 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde kontroliin 2,62+0,26 kati, 1 mM palmitat + 250 pM okaliptol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 2,05+0,19 kati ve 1 mM palmitat + 500 pM o&kaliptol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1,84+0,08 kat1 olarak bulundu. 1 mM palmitat uygulanan tiim
hiicrelerde niikleer fraksiyonda bulunan NF-«kB diizeyleri kontrole gore anlamli olarak
yiksekti (timi i¢in p<0.05). 250 uM ve 500 uM oOkaliptol uygulamalari, 1 mM palmitat

uygulanan hiicrelerde niikleer NF-xB diizeylerini anlamli olarak azaltt1 (her ikisi ig¢in p<0.05).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama = standartsapma olarak ifade edildi (n=3).
istatistiksel analiz icin Tek Yénlii Varyvans Analizi ve gruplar aras: karsilasaarma icin Tukey
test kullanilda.

*: Kontrol ile karsilasarmildiginda p=<0.05.

F: 1 mN palmitat uygulanan hiicreler ile karsilasamrmldiginda p<0.05.

Sekil 4. Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin niikleer fraksiyonda
bulunan NF-kappa B diizeylerine etkisi.

Sekil 5’de, palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde Okaliptoliin sitoplazmik
fraksiyonda bulunan NF-«B diizeyleri iizerindeki etkisi goriilmektedir. 24 saat uygulama
sonrast HepG2 hiicrelerinin sitoplazmik fraksiyonda bulunan NF-xB diizeyleri; 1 mM
palmitat uygulanan hiicrelerde kontroliin 1,77+0,28 kati, | mM palmitat + 250 pM okaliptol
uygulanan hiicrelerde kontroliin 1,76+0,34 kati, | mM palmitat + 500 uM okaliptol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 2,114+0,36 kat1 olarak bulundu. 1 mM palmitat uygulanan tim
hiicrelerde sitoplazmik fraksiyonda bulunan NF-«kB diizeyleri kontrole gore anlamli olarak

yiiksekti (tiimii i¢in p<0.05).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama = standartsapma olarak ifade edildi (n=3).
istatistiksel analiz icin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilasarma icin Tukey
test kullamilda.

*: Kontrol ile karsilasarmildiginda p<0.05.

Sekil 5. Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin sitoplazmik fraksiyonda
bulunan NF-kappa B diizeylerine etkisi.

Sekil 6’da, palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin niikleer fraksiyonda
bulunan NRF2 diizeylerine etkisi goriilmektedir. 24 saatlik uygulama sonrast HepG2
hiicrelerinin niikleer fraksiyonda bulunan NRF2 diizeyleri; 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1,53+0,09 kati, 1 mM palmitat + 250 pM &kaliptol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1,39+0,22 kati, 1 mM palmitat + 500 uM okaliptol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1,25+0,05 kat1 olarak bulundu. 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat + 250
uM okaliptol uygulanan hiicrelerde niikleer fraksiyonda bulunan NRF2 diizeyleri kontrol

grubuna gore anlaml olarak yiiksekti (her ikisi i¢in p<0.05).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama = standartsapma olarak ifade edildi (n=3).
istatistiksel analiz icin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilasarma icin Tukey
test kullamilda.

*: Kontrol ile karsilasarmildiginda p<0.05.

Sekil 6. Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin niikleer fraksiyonda
bulunan niikleer faktor eritroid 2-ile iliskili faktor 2 diizeylerine etkisi.

Sekil 7°de, palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde oOkaliptoliin sitoplazmik
fraksiyonda bulunan NRF2 diizeylerine etkisi goriilmektedir. 24 saatlik uygulama sonrasi
HepG2 hiicrelerinin sitoplazmik fraksiyonda bulunan NRF2 diizeyleri; 1 mM palmitat
uygulanan hiicrelerde kontroliin 0,97+0,24 kati, | mM palmitat + 250 uM 06kaliptol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1,25+0,09 kati, 1 mM palmitat + 500 pM okaliptol uygulanan
hiicrelerde kontroliin 1,06+0,13 kat1 kati olarak bulundu. Gruplar arasinda sitoplazmik

fraksiyonda bulunan NRF2 diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktu (tiimii i¢in p>0.05).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama = standartsapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz icin Tek Yonlidi Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilasarma icin Tukey
testi kullamildx (p=0.05).

Sekil 7. Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin sitoplazmik fraksiyonda
bulunan niikleer faktor eritroid 2-ile iliskili faktor 2 diizeylerine etkisi.

Sekil 8’de, palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin HO-1 diizeylerine
etkisi goriilmektedir. 24 saatlik uygulama sonrasit HepG2 hiicrelerinin HO-1 diizeyleri; 1 mM
palmitat uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna goére HO-1 diizeyi 1,49+0,13 kat, 1 mM
palmitat + 250 uM 06kaliptol uygulanan hiicrelerde kontroliin 1,47+0,16 kat, 1 mM palmitat +
500 uM okaliptol uygulanan hiicrelerde kontroliin 1,34+0,04 kati olarak bulundu. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, 1 mM palmitat uygulanan tiim gruplarda HO-1 diizeyleri
anlamli olarak ytiksekti (timii i¢in p<<0.05).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama = standartsapma olarak ifade edildi (n=3).
istatistiksel analiz icin Tek Yénli Va ryvans Analizi ve gruplar arasi karsilasarma icin Tukey
testi kullanmilda.

*: Kontrol ile karsilasarmildiginda p<0.05.

Sekil 8. Palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde okaliptoliin heme oksijenaz 1
diizeylerine etkisi.

Tablo-1’de ¢alismamiza ait sonuglar gosterilmistir.
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Tablo 1. Calismada elde edilen tiim sonuclar

HO-1: Hem oksijenaz-1; NF-kB: Niikleer faktor kB; NRF-2: Niikleer faktor eritroid 2-ile iliskili faktor 2; Oka:
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TARTISMA

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, viral enfeksiyon, alkol kullanimi veya
karacigerde goriilen herhangi bir hastalia ait etiyolojik bulgu olmadan, karacigerde gelisen
yaglanma ile karakterize bir hastaliktir (1). Diinyada NAFLD prevalansinin yaklagik %25
civarinda oldugu bildirilmektedir (18).

Okaliptol (1,8-Sineol), esas olarak dkaliptiis yapraklardan elde edilen ucucu bir yagdir.
Literatiirde okaliptoliin, anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal ve solunum sistemine yararli
etkileri oldugu bildirilmektedir (5,35,42). Calismamizda Gkaliptoliin insan kaynakli hepatoma
hiicrelerinde palmitat ile olusturulan hiicresel hepatotoksisitede hiicre canliligina,
yaglanmaya, inflamasyona ve antioksidan savunmaya etkisini arastirmay1 amagladik.

Rodenak-Kladniew ve ark. (43) 24 saat siireyle HepG2 hiicrelerine uygulanan
okaliptoliin, 0-4 mM arasinda hiicre canliligin1 anlamli olarak degistirmedigini bildirmistir.
Bu calisma ile uyumlu olarak ¢aligmamizda da HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle 1000 uM’a
kadar uyguladigimiz 6kaliptol konsantrasyonlar1 hiicre canliligin1 anlamli olarak degistirmedi.
Bu sonuglar 151ginda ilerleyen deneylerde hiicre canliliginin %90’1n iizerinde oldugu 10-500
uM okaliptol konsantrasyonlart HepG2 hiicrelerine 1 mM palmitat ile birlikte uygulandi.

Doymus yag asidi olan palmitatin hepatositlere uygulanmasinin, NAFLD’nin akut ve
toksik etkilerinin arastirilmasi amaciyla kullanilabilecek deneysel bir NAFLD modeli oldugu
ve HepG2 hiicre hattinin bu modelde primer hepatositler ile benzer 6zellikler gdsterdigi
bildirilmistir (4). Literatiirde 1 mM palmitatin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigi
ve hiicre i¢i trigliserid diizeylerini arttirdigi bildirilmistir (44,45). Bu calismalarla benzer

olarak, calismamizda, palmitat uygulamasinin hiicre canliligin azalttifint ve hiicre igi
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trigliserid diizeylerini ise artirdigin1 bulduk. Bu bulgularimiz, HepG2 hiicrelerinde palmitatin
hiicresel sitotoksisite ve yaglanma olustu kanitlamaktadir.

Literatiirde Okaliptoliin hepatosit spesifik fosfataz ve tensin analogu knock-out
farelerde olusan non-alkolik steatohepatit tizerine etkili oldugu bildirilmekle (46) birlikte
okaliptoliin palmitat ile olusturulan hepatotoksisite iizerine etkisi bilinmemektedir.
Calismamizda 250 ve 500 uM okaliptol uygulamalari, I mM palmitat uygulanan hiicrelerde,
hiicre canliligin1 arttirirken, trigliserid diizeylerini ise azaltti. Bu bulgularimiz 6kaliptoliin,
palmitatin yol agtig1 sitotoksisiteyi ve yaglanmay1 azalttigin1 gostermektedir.

Fizyolojik kosullarda NF-kB proteini inflamatuar siireglerde ve hiicre sag kaliminda
rol oynar . Sitokinler, bliylime faktorleri, bakteriler, virtisler ve oksidatif stres gibi ¢esitli
faktorler NF-kB’nin aktivasyonuna yol agabilir (33). Literatiirde HepG2 hiicrelerinde palmitat
uygulamasinin NF-xB’yi aktive ettigi gosterilmistir (47-49). Calismamizda da literatiir ile
uyumlu olarak palmitat uygulanan hiicrelerde hem sitoplazmik hem de niikleer fraksiyonlarda
NF-kB diizeylerinin arttigin1 gosterdik. Bu bulgularimiz palmitatin HepG2 hiicrelerinde, hem
NF-xB sentezinin artmasina hem de NF-kB’nin aktivasyonuna bagli niikleusa gecisine yol
actigin1 géstermektedir.

Okaliptoliin anti-inflamatuvar &zelliklerinin oldugu ve bu anti-inflamatuvar
ozelliklerinin NF-xB sinyal yolagi ile de iliskili oldugu gosterilmistir (7). Calismamizda
oOkaliptoliin palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde NF-«B sinyal yolagi tizerine etkisini ilk
kez arastirdik ve okaliptoliin uyguladigimiz her iki konsantrasyonda da sitoplazmadaki NF-xB
diizeylerini anlamli olarak degistirmemesine ragmen niikleer NF-xB diizeylerini azalttigini
bulduk. Bu bulgularimiz Okaliptolin HepG2 hiicrelerinde palmitatin yol actifi NF-«B
aktivasyonunu azalttigin1 géstermektedir.

Niikleer faktor eritroid 2-ile iliskili faktor 2, antioksidan ve detoksifikasyon
enzimlerinin ekspresyonunu artiran ve oksidatif stresin hiicresel yanitini olugturan 6nemli bir
transkripsiyon faktoridiir (9). Literatirde ROT ve elektrofillerin NAFLD patogenezi ile
iligkili oldugu gosterilmis olup, NRF2'nin uyarilmasinin, NAFLD’nin 6nlenmesi ve
tedavisinde umut verici olabilecegi bildirilmektedir (11,30). Calisgmamizda palmitatin
NRF2’nin niikleusa girisini ve HO-1 diizeylerini arttirdigin1 gosterdik ve bu bulgumuz
palmitatin NRF2 sinyal yolag1 aktivasyonuna yol a¢tigim1 gostermektedir. Bulgularimiz ile
benzer olarak Park ve ark. (50), palmitatin fare hepatoma hiicrelerinde KEAP yikimini
arttirarak NRF2 aktivasyonuna yol agtigini ve HO-1 sentezini arttirdigini bildirmislerdir.

Benzer sekilde literatiirde, palmitatin NRF2-HO-1 yolagin1 uyardigi pankreas beta
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hiicrelerinde (51), iskelet kasi hiicrelerinde (52), renal tiibiiler epitel hiicrelerinde (53) de
gosterilmistir. Bununla birlikte literatiirde palmitatin karaciger kaynakli hiicrelerde NRF2 ve
HO-1 diizeylerini degistirmedigini (54) veya azalttigini (55) bildiren ¢alismalar da vardir.

Calismamizda okaliptoliin, palmitata bagli artan niikleer NRF2 ve HO-1 diizeyleri
iizerine anlamli bir etkisi yoktu. Literatlirde 6kaliptoliin karacigerde NRF2 aktivasyonuna yol
actigr Dbildirilmistir (56). Calismamizda Okaliptoliin sitotoksisiteyi, yaglanmayi ve
inflamasyonu azaltirken, palmitatin yol actigt NRF2/HO-1 aktivasyonunu anlamli olarak
azaltmamasi, 6kaliptoliin tek basina da NRF2 aktivasyonuna yol agmasindan olabilir.

Sonu¢ olarak calismamiz, o©kaliptoliin, palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde
sitotoksisiteyi, yaglanmay1 ve inflamasyonu azaltirken, antiokSidan savunma iizerine ise
anlamli bir etkisinin olmadigin1 gosterdi. Bu sonuglarimiz, dkaliptoliin palmitatin yol actig1

hepatoksisiteyi dnlemede etkili olabilecegini gostermektedir.
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SONUCLAR

Bu c¢alismada, okaliptoliin insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde palmitat tarafindan
indiiklenen hiicresel hepatotoksisitede hiicre canliligina, yaglanmaya, inflamasyona ve
antioksidan savunmaya etkisini arastirmay1 amagladik. 24 saat boyunca uygulandiginda
HepG2 hiicrelerinde %90’nin {izerinde canliligin goriildigi okaliptol konsantrasyonlarini
bulduk ve 24 saat boyunca 1 mM palmitat ile birlikte uyguladik. 1 mM palmitat
uygulamasinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi MTT testiyle degerlendirildi, ayrica yaglanma
iizerindeki etkisi trigliserid Olgiimleriyle gosterildi. Bu Okaliptol konsantrasyonlarindan
palmitatin yol agtig1 sitotoksisiteyi ve yaglanmay1 en fazla azaltan kaliptol konsantrasyonlari
belirlendi. Bu konsantrasyonlar, 24 saat boyunca 1 mM palmitat ile birlikte HepG2
hiicrelerine uygulanarak NF-xB, NRF2 ve HO-1 diizeyleri western blot yontemi ile 6l¢iildi.
Bu ¢alismada elde ettigimiz tiim sonuglar asagida yer almaktadir:

1. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; 10 uM, 25 pM, 50 uM, 100 uM, 250 uM, 500
uM ve 1000 uM okaliptol hiicre canliligin1 anlamli olarak degistirmedi.

2. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 1 mM palmitat uygulanan tiim gruplarda hiicre
canliligr anlamh olarak azaldi. 10 pM, 25 puM, 50uM ve 100 pM okaliptol
uygulamalari, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde hiicre canliligin1 anlamli olarak
degistirmedi. 250 pM ve 500 uM okaliptol uygulamalari, 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde hiicre canliligini anlamli olarak arttirdi. 1 mM palmitat + 250 uM 06kaliptol
uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi, 1 mM palmitat + 10 uM okaliptol uygulanan

hiicrelere gore anlamli olarak yiiksekti.
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3.

I mM palmitat, I mM palmitat + 10 uM Okaliptol, 1 mM palmitat + 25 uM okaliptol,
1 mM palmitat + 50 uM okaliptol ve 1 mM palmitat + 100 uM &kaliptol uygulanan
hiicrelerde trigliserid diizeyleri kontrole gore anlamli olarak ytiksekti. 10 uM, 25 uM,
50uM ve 100 uM okaliptol uygulamalari, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde
trigliserid diizeylerini anlamli olarak degistirmedi. 250 uM ve 500 uM okaliptol
uygulamalari, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde trigliserid diizeylerini anlamli
olarak azaltt1.

I mM palmitat uygulanan tiim hiicrelerde niikleer fraksiyonda bulunan NF-xB
diizeyleri kontrole gore anlamli olarak yiiksekti. 250 uM ve 500 puM okaliptol
uygulamalari, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde niikleer NF-kB diizeylerini
anlamli olarak azaltt1.

1 mM palmitat uygulanan tiim hiicrelerde sitoplazmik fraksiyonda bulunan NF-kB
diizeyleri kontrole gore yiiksekti. 250 uM ve 500 uM okaliptol uygulamalari, 1 mM
palmitat uygulanan hiicrelerde sitoplazmik NF-kB diizeylerini anlamli olarak
degistirmedi.

1 mM palmitat ve 1 mM palmitat + 250 uM o6kaliptol uygulanan hiicrelerde niikleer
fraksiyonda bulunan NRF2 diizeyleri kontrole gore anlamli olarak yiiksekti. 1 mM
palmitat + 500 uM 0©kaliptol uygulanan hiicreler ile kontrol grubu arasinda niikleer
NRF2 diizeyleri agisindan anlamli fark yoktu. 250 puM ve 500 uM oOkaliptol
uygulamalari, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde niikleer NRF2 diizeylerini anlaml
olarak degistirmedi.

Gruplarin sitoplazmik fraksiyonda bulunan NRF2 diizeyleri arasinda anlamli fark
yoktu.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 1 mM palmitat uygulanan gruplarin tiimiinde
HO-1 diizeyleri anlamli olarak yiiksekti. 250 uM ve 500 uM okaliptol uygulamalari, 1

mM palmitat uygulanan hiicrelerde HO-1 diizeylerini anlamli olarak degistirmedi.
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OZET

Bu c¢aligmanin amaci, 6kaliptoliin insan kaynakli hepatoma hiicrelerinde palmitat ile
olusturulan hiicresel hepatotoksisitede hiicre canliligina, yaglanmaya, inflamasyona ve
antioksidan savunmaya etkisini arastirmaktir.

Deneysel modeli olusturmak igin; HepG2 hiicreleri 1 mM palmitat ile 24 saat inkiibe
edildi ve oOkaliptol konsantrasyonlari palmitat ile ayni anda hiicrelere uygulandi. Hiicre
canliligi 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir testi ile degerlendirildi.
Yaglanmanin degerlendirilmesi i¢in hiicre igi trigliserid diizeyleri 6l¢iildii. Niikleer faktor kB,
niikleer faktor eritroid 2-ile iligkili faktér 2 ve hem oksijenaz-1 diizeyleri western blot
yontemiyle ol¢iildii.

1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde kontrole gore karsilastirildiginda, hiicre canliligt
anlamli olarak azalirken; trigliserid, sitoplazmadaki ve niikleustaki niikleer faktor «B,
niikleustaki niikleer faktor eritroid 2-ile iliskili faktér 2 ve hem oksijenaz-1 diizeyleri ise
anlamli olarak arttr. 250 uM ve 500 uM okaliptol uygulamasi, 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde; hiicre canliliginda anlamli olarak artisa ve trigliserid ve niikleustaki niikleer faktor
kB diizeylerinde ise anlamli olarak azalmaya yol acti.

Sonug olarak calismamiz, okaliptoliin, palmitat uygulanan HepG2 hiicrelerinde
sitotoksisiteyi, yaglanmayi ve inflamasyonu azaltirken, antioksidan savunma iizerine ise
anlamli bir etkisinin olmadigim1 gosterdi. Bu sonuc¢larimiz, okaliptoliin palmitatin yol agtig1

hepatoksisiteyi onlemede etkili olabilecegini gostermektedir.
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Anahtar Kelimeler: Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, okaliptol, palmitat, niikleer faktor

kB, niikleer faktor eritroid 2-ile iligkili faktor 2, hem oksijenaz-1.
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EFFECT OF EUCALYPTOL ON PALMITATE-INDUCED CELLULAR
HEPATOTOXICITY IN HUMAN-DERIVED HEPATOMA CELLS

SUMMARY

This study aims to investigate the effects of eucalyptol on cell viability, steatosis,
inflammation, and antioxidant defense in palmitate-induced cellular hepatotoxicity in human
hepatoma cells.

HepG2 cells were incubated with 1 mM palmitate for 24 hours to induce the
experimental model and eucalyptol concentrations were applied to the cells simultaneously
with palmitate. Cell viability was evaluated with the 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide test. Intracellular triglyceride levels were measured to
evaluate steatosis. Nuclear factor kB, nuclear factor erythroid 2-related factor 2, and heme
oxygenase-1 levels were measured by the western blot method.

While cell viability was decreased significantly; triglyceride, nuclear factor kB in the
cytoplasm and nucleus, nuclear factor erythroid 2-related factor 2 in the nucleus, and heme
oxygenase-1 levels were significantly increased in 1 mM palmitate-treated cells when
compared to the control. 250 uM and 500 uM eucalyptol treatments caused a significant
increase in cell viability and a significant decrease in triglyceride and nuclear factor kB levels
in the nucleus, in 1 mM palmitate-treated cells.

In conclusion, our study showed that while eucalyptol reduced cytotoxicity, steatosis,
and inflammation in palmitate-treated HepG2 cells, it had no significant effect on antioxidant
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defense. These results show that eucalyptol can be effective in preventing palmitate-induced
hepatotoxicity.
Keywords: Non-alcoholic fatty liver disease, eucalyptol, palmitate, nuclear factor kB,

nuclear factor erythroid 2-related factor 2, heme oxygenase-1.
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