T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU
TIBBi BIYOKIMYA ANABILIiM DALI
DOKTORA PROGRAMI

Tez Yéneti“cisi )
Dog. Dr. Eray OZGUN

D-CARVONE'UN PALMITAT ILE OLUSTURULAN
HUCRESEL HEPATOTOKSISITE UZERINE ETKISI

(Doktora Tezi)

Biisra DILER ZENGINER

Referans no: 10392219

EDIRNE - 2023



T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU
TIBBi BIYOKIMYA ANABILIiM DALI
DOKTORA PROGRAMI

Tez Yéneti“cisi )
Dog. Dr. Eray OZGUN

D-CARVONE'UN PALMITAT ILE OLUSTURULAN
HUCRESEL HEPATOTOKSISITE UZERINE ETKISI

(Doktora Tezi)

Biisra DILER ZENGINER

Destekleyen Kurum: TUBAP-2021/105

EDIRNE - 2023



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasi siiresince bana gosterdigi
destek ve yardimindan dolayr danisman hocam Sayin
Do¢. Dr. Eray OZGUN’e tesekkiirii bor¢ bilirim. Tez
izleme komitemde ve egitim siirecimde yer alan Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali 6gretim iiyesi Sayin Prof. Dr.
Selma SUER GOKMEN’e, tez izleme komitemde
bulunan Saymm Dog¢. Dr. Ozgir GUNDUZ’e, egitim
stirecimde yer alan Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
ogretim tyeleri Saym Prof. Dr. Hakan ERBAS’a, Prof.
Dr. llker DIBIRDIK’a, Dog. Dr. Giilben SAYILAN
0ZGUN’e ve emekli dgretim iiyesi Prof. Dr. Sevgi
ESKIOCAK’a, ¢alismalarima yardimlarindan dolayi
MSc. Emine GUZEL’e ve calismamizi destekleyen
Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma  Projeleri

Birimi’ne tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

GIRIS VE AMAC .......ooooooooeoeeeoeeeeeoeeeeeeeeeeeoeeeeee e eeese s 1
GENEL BILGILER...........ccooooooiiioiecoooeec oot 3
NON ALKOLIK KARACIGER HASTALIGI ..........ccccocovveviiiieiieeeesesesee e 3
OKSIDATIF STRES..........cocoooiiiiiieiieeeeeeee ettt 4
HEM OKSITENAZ L ...ttt sttt en st en st 5
ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESI..........ccoooooiiiiiiiieecccceee e 7
INFLAMAZOMLAR ......covviiieeieeesveseesees st sess s ss s snsss s ssssssssensannes 8
CARVONE ...ttt 9
GEREC VE YONTEMLER ...........ccooiviimiiioiiieecooeeeceeeeeeeseeeeeeeeeees s 11
BULGULAR ...ttt ettt sttt n ettt 18
TARTISMA ... s e ee s 29
SONUGCLAR ... eeeer oo eeeerend 32
L@ /22 1 R 35
SUMMNARY .ottt ettt sttt s s s 37
KAYNAKLAR. ..ottt sttt ettt n sttt nsstete et 39
SEKILLER LISTESI .....ccoooovoooooeoeeeeoeeeeeee oo 47
L0 Y€ 20\ | 1S3OS 48

EKLER



SIMGE VE KISALTMALAR

ATF4  : Aktive edici transkripsiyon faktorii 4

ER : Endoplazmik retikulum
HO : Hem oksijenaz
IL - Interlokin

MTT : 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir

NAFLD : Non-alcoholic fatty liver disease (Non-alkolik yagli karaciger hastalig1)

NLRP  : NOD-like receptor family-pyrin domain containing protein (NOD benzeri reseptor
ailesi pirin domain igeren protein)

ROT - Reaktif oksijen tiirleri

UPR : Unfolded protein response (Katlanmamis protein cevabi)



GIRIS VE AMAC

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD), asir1 alkol tiiketimi olmaksizin
karacigerde lipid birikimi ile karakterize olan bir hastaliktir (1). Plazmada serbest yag
asitlerinin artis gostermesi NAFLD patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Doymus yag
asidi olan palmitat, plazmada serbest yag asidi konsantrasyonunun yaklasik %30-40'mn1
olusturur. Palmitat intrahepatik trigliserid artisina katkida bulunarak hepatotoksisiteye neden
olmaktadir (2). Bu nedenle bilimsel arasgtirmalarda deneysel hepatotoksisiteyi indiiklemek
amaciyla palmitat yaygin olarak kullanilmaktadir (3-5). AMLI12 hiicreleri, fare kaynakli
hepatositlerdir ve literatiirde palmitat ile olusturulan hepatotoksisitenin arastirilmasinda
siklikla kullanilmistir (6-8).

Oksidatif stres, pro-oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikten kaynaklanir
ve NAFLD’nin patogenezinde rol oynayan ana faktorlerden biridir (9). Karbonilasyon geri
dontisiimsliz bir protein modifikasyonudur ve protein karbonil diizeyleri oksidatif stres
belirteglerinden biridir (10). Hem oksijenaz (HO), hem katabolizmasindan sorumlu enzimdir
ve katabolizma sonucu serbest demir, karbon monoksit ve biliverdin ac¢iga ¢ikar. HO’1n iki
izoformu bulunmaktadir. Bunlardan HO1, hiicresel stresler tarafindan indiiklenir (11).

Endoplazmik retikulum (ER), proteinlerin, lipidlerin sentezi ve kalsiyum homeostazi
icin 6nemlidir. ER, ¢esitli metabolik degisikliklere adapte olabilen bir organeldir ancak, ER
liimeni i¢inde katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi ER stresine yol agar.
Aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4), ER stres belirteclerinden biridir. Doymus yag
asitlerinin karaciger hiicrelerinde ATF4 diizeylerini arttirdig: bildirilmistir (12).

Inflamazomlar, dis veya i¢ tehlike sinyallerine karsi dogustan gelen bagisiklik
tepkilerine aracilik eden protein kompleksleridir. NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain

igeren protein (NLRP) 3, patojen ve tehlike ile iligkili molekiiler kaliplar1 taniyabilen hiicre igi
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multiprotein kompleksidir. NLRP3’iin aktivasyonu, interlokin (IL)-1p ve IL-18'in iiretimine
ve salgilanmasina yol agmaktadir (13,14). Yapilan c¢aligmalarda NLRP3'in NAFLD
patogenezinde dnemli bir rol oynadigi bildirilmistir (15-17).

Carvone dogada ¢ogunlukla nane, kimyon ve dereotu gibi bitkilerin esansiyel yag
ekstraktlarinda bulunan, doymamis bir monoterpenoid ketondur. Carvone’un iki izomeri
bulunur. Bunlardan D-Carvone’un antioksidan, anti-hiperlipidemik, anti-mikrobiyal,
fungisidal, anti-kanser, anti-hipertansif, immiinomodiilator ve anti-inflamatuar etkileri
bulunmaktadir (18,19).

Literatiirde D-Carvone’un palmitat ile olusturulan hepatotoksisite iizerine etkisini
inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu caligmanin amaci, palmitat ile olusturulan
hepatotoksisitede D-Carvone’un hiicre canliligina, yaglanmaya, oksidatif strese, ER stresi ve

inflamazom aktivasyonu tizerine etkisini arastirmaktir.



GENEL BIiLGILER

NON-ALKOLIK YAGLI KARACIGER HASTALIGI

Alkol kullanim1 veya sekonder nedenler olmadan karacigerde lipid birikiminin artigi
ile karakterize olan NAFLD, diinya ¢apinda 6nemli saglik sorunlarindan biridir (20). NAFLD,
diinyada genel popiilasyonun %20-30'unu etkilemekte olup, bu oranin yetiskinlerde %20-35,
cocuklarda %15, obez bireylerde ise %80 oldugu bildirilmektedir (21).

Karaciger yaglanmasi, hepatosit sitoplazmasinda bulunan lipid damlaciklari iginde
notral lipidlerin birikmesini ifade eder (22). NAFLD, hepatositlerde serbest yag asitleri ve
trigliserid birikimi (>%35) artis1 ile baslayan, hepatik inflamasyona ve hepatik hasara neden
olan dinamik ve ilerleyici bir hastaliktir. NAFLD, basit karaciger yaglanmasindan, hepatik
balonlagsma ve hepatik inflamasyon bulgularinin mevcut oldugu non-alkolik steatohepatite ve
ilerleyerek hepatik fibrozis ve hepatoseliiler karsinoma kadar farkli sekillerde karacigeri
etkileyebilmektedir (23).

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginin gelisimi ve ilerlemesinin altinda yatan
mekanizmayi agiklamak i¢in iki teori ortaya atilmistir. Geleneksel "two hit" hipotezine gore;
hareketsiz yasam tarzi, yiiksek yagli diyet, obezite ve insiilin direncine bagli olarak,
karacigerde lipid birikimi ilk vurustur. Ik vurus, inflamatuar kaskadlar1 ve fibrogenezi aktive
ederek karacigeri ikinci vurusa duyarli hale getirir. Bir diger hipotez olan "¢oklu paralel
vurus" hipotezi ise NAFLD gelisiminde ve ilerlemesinde ¢esitli molekiiler ve metabolik
degisikliklerin sinerjik olarak gergeklestigini 6ngoriir. Bu hipoteze gore lipid birikimi, insiilin
direnci, ER stresi ve oksidatif stresin neden oldugu mitokondriyal disfonksiyon, adipokinlerin

diizensizligi, sitokinler gibi inflamatuar mediatorler, bagirsak mikrobiyotasi, genetik ve



epigenetik mekanizmalar gibi ¢ok sayida faktor NAFLD gelisiminde rol oynamaktadir (24—
26).

Ozellikle yag dokusunda lipolizin artis1 ve karacigerde de novo lipogenezin artist
karacigerde lipid birikimini arttirmaktadir. NAFLD ilerlemesinde agik¢a rol oynayan énemli
olaylardan biri, karacigerde asir1 yag asidi birikiminden kaynaklanan lipotoksisitedir (25).
Palmitat, diyette en ¢ok bulunan doymus yag asididir ve bir dizi hiicre tipinde hiicresel islev
bozuklugunu ve hiicre 6liimiinii indiikledigi bilinmektedir (27,28). Lipotoksisite, oksidatif
stresi ve ER stresini indiikler ve inflamasyonu arttirir; bdylelikle, karaciger hiicre hasarini
artirarak, hiicreyi 6liime gotiiriir (29).

Non-alkolik yagli karaciger hastalifi genellikle rutin saglik kontrolleri sirasinda
anormal karaciger enzimleri ve abdominal ultrasonografi ile farkedilir. Ultrasonografi
karaciger yaglanmasi icin kabul edilebilir bir tarama prosediiriidiir. Bununla birlikte, karaciger
biyopsileri, NAFLD'nin evresini ve siddetini belirlemek ve daha sonra izlemek i¢in tek kesin
teknik olmaya devam etmektedir (30,31).

Kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, insiilin direnci ve tip 2 diabetes mellitus,
hipertansiyon, hiperlipidemi vb. gibi metabolik bozukluklar NAFLD gelisimi ile iliskilidir.
NAFLD ayn1 zamanda multisistemik bir bozukluk olup, karaciger disinda kronik bobrek
hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve uyku apnesi gibi ekstrahepatik belirtilere neden
olabilir (23).

Giiniimiizde NAFLD'yi tedavi etmeye yonelik, kilo kaybi, diyet ve egzersiz Onerileri
ilk adim olarak uygulanmakta olup, NAFLD tedavisi i¢in onaylanmig bir ilag
bulunmamaktadir (32).

AMLI12 hiicre hatti, 3 aylik erkek bir farenin saglikli karacigerinden izole edilmistir
ve hiicreler epitelyal morfolojiye sahiptir (33). AML12 hiicreleri, farklilagsmis hepatositlerin
karakteristik morfolojik ve gen ekspresyon modellerini sergiledikleri ic¢in palmitat ile

olusturulan hiicresel NAFLD modeli olusturmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir (34-37).

OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, antioksidanlar ve pro-oksidanlar arasindaki dengenin pro-oksidanlar
yoniinde bozulmasi olarak tanimlanir. En 6nemli pro-oksidan enzimler ksantin oksidaz,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz ve nitrik oksit sentaz iken, en Onemli
antioksidan enzimler ise glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz-1 ve
katalazdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise koenzim Q10, C vitamini, E vitamini,

karotenoidler, flavonoidler, organosiilfiir bilesikler, melatonin, selenyum, bakir, ¢inko ve
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magnezyum gibi minerallerdir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot tiirleri oksidatif
strese neden olmakta ve ayni zamanda bir¢ok biyolojik siirecte 6nemli bir rol oynamaktadir.
En yaygin ROT ve reaktif azot tiirleri; hidrojen peroksit, siiperoksit, hidroksil, nitrik oksit ve
peroksinitrittir (38,39).

Serbest radikaller bakterilerin, fagositler tarafindan hiicre i¢i yikimi i¢in gerekli olup
ayn1 zamanda baz1 hiicresel sinyallesme siireglerinde de yer alir. Diisiik ve orta miktarlarda
ROT, hem homeostazin korunmasini saglar, hem de g¢esitli hiicresel fonksiyonlar ig¢in
gereklidir. Asirt ROT iretimi ise, hiicresel proteinlerin yapisal modifikasyonunun ve
islevlerinin degismesine neden olarak hiicresel islev bozukluguna ve hayati hiicresel
stireclerin bozulmasina yol agar. Patolojik veya stres kosullarinda, artan ROT, antioksidan
sistemi bastirarak normal hiicresel sinyal mekanizmalarini bozabilmenin yani sira, protein,
karbonhidrat, lipid ve DNA gibi temel biyomolekiillerde geri doniisii olmayan degisikliklere
neden olur (40,41).

Sigara dumani, iyonize radyasyon, agir metal iyonlari, ilaglar, ksenobiyotikler,
kirleticiler veya bocek ilaclar1 gibi cevresel tetikleyicilerin tiimii, hiicrelerde ROT {iretiminin
artmasina neden olur. Mitokondriyal elektron tasima zinciri, ROT'nin temel endojen kaynagi
olarak kabul edilir, ancak diger endojen kaynaklar da mevcuttur. ER, peroksizomlar,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz ve nitrik oksit sentaz, ROT iiretiminin ana
endojen bolgeleridir. Mitokondriyal elektron tasima zincirinin 1 ve Il no’lu kompleksleri
stiperoksit anyonu iretir. Mikrozomlar ve peroksizomlar ise hidrojen peroksit {iretirler.
Diizensiz ROT sinyali, oksidatif stres ile iligkili cok sayida hastaliga neden olur (42,43).

Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu modifikasyonlar arasinda, protein
karbonilasyonunun oksidatif stresin onemli bir 6zelligi oldugu bilinmektedir. Yapilarinda
aldehit ya da keton bulunduran reaktif karbonil gruplarmin proteinlerin amino asit yan
zincirlerine dahil edilmesi, proteinlerin oksidatif hasar1 agisindan onemli bir ozelliktir ve
protein karbonilasyonu olarak adlandirilir. Protein karbonilasyonu, farkli reaksiyon
mekanizmalar1 yoluyla meydana gelen bircok kimyasal modifikasyonu igerir. En zararh
oksidatif protein modifikasyonlarindan biri olan protein karbonilasyonu geri doniisiimsiiz ve
enzimatik olmayan bir modifikasyon olup, ROT’nin neden oldugu hiicresel hasar1 gostermede
bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (44,45).

HEM OKSIJENAZ 1
Hem oksijenaz, hem katabolizmasindan sorumlu enzimdir ve memeli dokularinda

yaygin olarak bulunur. HO, hem katabolizmasinda reaksiyonun hiz sinirlayic1 adimini katalize
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ederek, ferrdz iyonlar1 (Fe?"), karbon monoksit ve biliverdini iiretir. A¢iga ¢ikan biliverdin,
biliverdin rediiktaz tarafindan indirgenerek bilirubin olusur. HO aktivitesi sonucu olusan bu
metabolik iirlinler, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz gibi fizyolojik siireclere katilir.
HO, ayrica endojen karbon monoksit {iretiminin ana kaynagi olarak kabul edilir. HO’lar
yaslanmis eritrositlerden ve ekstrahematopoietik hiicrelerden demirin geri doniisiimii saglar.
Bu nedenle retikiiloendotelyal hiicrelerden zengin dokularda aktiviteleri yiiksektir (46—48).

Hem oksijenaz, tiim dokularin mikrozomlarinda ve mitokondrilerinde bulunan
evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus enzimlerdir. Memelilerde, HO ailesi HO1 ve HO2
olmak tizere molekiiler agirligi sirastyla 32 ve 36 kDa olan iki enzimden olusur. HO1, 1s1 sok
proteini 32 olarak da bilinmektedir. Molekiiler agirligi 33 kDa olan ii¢lincii bir izoform HO3
de tespit edilmis olup, yapilan arastirmalar sonunda, HO2 transkriptinden tiiretilen bir
psodogen oldugu kanitlanmstir (49,50).

Hem oksijenaz 1 proteini, karaciger, dalak ve kemik iliginde yiliksek oranda ifade
edilir. Hem HO1 ve HO2, 24 amino asitlik bir dizi, hem grubuna baglanmasini saglayan “hem
baglama cebi” ve karboksil ucunda ER membranina ¢apalanmasini saglayan hidrofobik bir
bolge icerir. HO1 indiiklenebilir formdur ve bazal kosullar altinda ekspresyonu diisiiktiir.
Ancak yaslh eritrositlerin yikimmin yiiksek oldugu dokularda ve makrofajlarda stressiz
kosullar altinda bile HO1 diizeyleri yiiksektir. HOI, sitoprotektif, anti-apoptotik, anti-
inflamatuar ve antioksidan Ozelliklere sahiptir. Bazal kosullar altinda diisiik seviyelerde
ekspresyonu, ancak hizli bir sekilde diizenlenmesi nedeniyle HO1, oksidatif stresin bir
biyolojik belirteci olarak da kabul edilmistir. HO2 ise yapisal formdur, testislerde ve beyinde
yiiksek oranda bulunur. Her iki izoform da antioksidan savunma, inflamatuar yanitin
diizenlenmesi ve hiicre proliferasyonunda gorev alsalar da, bu enzimlerin fizyolojik ve
biyokimyasal ozellikleri farklilik gostermektedir. HO1’in ekspresyonu, dogal substrati olan
hem, 1s1, agir metaller, ksenobiyotikler, timor nekroz faktor-alfa, bliylime faktorleri, IL-1, IL-
10, interferon gama, lipopolisakkaritler, nitrik oksit, hidrojen peroksit gibi birgok endojen ve
eksojen uyaran tarafindan diizenlenir (51-53).

Hem oksijenaz 1'in en 6nemli rollerinden biri hem grubu dengesinin diizenlemesidir.
Hem, Onemli enzimatik sistemlere ek olarak hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar, HO1,
katalazlar ve peroksidazlarin prostetik grubudur. Hem, hemoproteinlerden salindiginda zararh
olabilir. Serbest hem toksiktir ve serbest radikal liretimini artirarak metabolizmada oksidan
durumu arttirir. Agiga ¢ikan serbest radikaller, proteinlere, lipidlere ve DNA'ya zarar verir. Bu

nedenle, HO enzim sisteminin sitoprotektif rolii biyolojik siirecte nemlidir (54,55).



Hem oksijenaz 1, ROT’ni temizleyerek ve stres kosullari sirasinda hiicrede apoptozu
onleyerek antioksidan bir rol oynar. HO1 basta olmak iizere birgok antioksidan enzimin
ekspresyonu, niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktér 2 tarafindan gerceklestirilir. Normal
sartlar altinda niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2, sitoplazmada Kelch-benzeri ECH-
iliskili protein 1 tarafindan inaktif halde tutulmaktadir. Kelch-benzeri ECH-iliskili protein 1,
oksidatif strese yanit olarak bir sensor gibi davranmaktadir ve hiicre oksidatif veya elektrofilik
strese maruz kaldiginda, niikleer faktor eritroid 2-iligkili faktor 2, Kelch-benzeri ECH-iligkili
protein 1'den ayrilarak ¢ekirdege gecer, burada antioksidan yanit elemente baglanir ve HO1
de dahil olmak {izere bir dizi proteinin ekspresyonunu indiikler. Niikleer faktor eritroid 2-
iligkili faktor 2 aracilikli HO1 diizeyi artisi, oksidatif stresi azaltmak i¢in 6nemli bir sinyal

yoludur (56,57).

ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESI

Endoplazmik retikulum, ¢ekirdek membranindan sitoplazma boyunca uzanan, zarla
cevrili tiibiiller ve vezikiillerden olusan bir organeldir. ER, salgilanacak olan ve transmembran
proteinlerin katlandig1 ve translasyon sonrasi modifiye edildigi, salg1 yolagimnin ilk boliimiini
olusturur. ER ayn1 zamanda ER'nin fizyolojik aktiviteleri i¢in gerekli olan ve oksidasyon-
rediiksiyon potansiyelinin korunmasini saglayan hiicre i¢i kalsiyum iyonlarinin depolandig:
en Onemli organeldir. Liimeninde saperonlar, foldazlar, glikozilleyici enzimler,
oksidorediiktazlar ve kofaktorler gibi bir dizi 6zel protein, yeni sentezlenen proteinlerin dogru
katlanmasin1 saglar. Saperonlar, yeni sentezlenmis proteinler ya da yanlis katlanmis proteinler
tizerindeki hidrofobik bolgelerle etkilesime girerek, hem katlama islemini tamamlamak hem
de katlama hatalarim1 diizeltmekle gorevlidirler. ER'deki proteinler kalite kontrol
noktalarindan gegtikten sonra, dogru sekilde katlanmis proteinler golgi yoluyla diger
organellere ve/veya plazma zarina gegerler. Hatali katlanma durumunda, proteinler sitozole
serbest birakilarak burada ubikitinlenirler ve proteazom tarafindan pargalanmak iizere
hedeflenirler. Bu kalite kontrol sistemine ER iligkili yikim adi verilmistir. Hicreler,
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin neden oldugu bozulmalarla basa ¢ikmak
amaciyla, ER’nin islevini yeniden kazanmasini amaglayan katlanmamais protein cevab1 (UPR)
adi1 verilen adaptif bir yanit baslatir. Adaptif UPR, hiicre hasarin1 en aza indirir ve hiicrenin
tyilesmesini ve stresli ortamda hayatta kalmasini saglar. Hiicrenin kaderi, hiicresel stresin
yogunlugundan ve siiresinden etkilenir. Hiicre, kronik stresle bas edemezse adaptif UPR
yolagindan, hiicre 6liimii ile sonuclanan terminal UPR programina geger. Uzun siireli veya

yogun stres, bu terminal UPR'nin aktivasyonuna yol agar (58-61).
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Memelilerde UPR, ER transmembran sensorlerinin aktivasyonu ile tetiklenir. Protein
kinaz RNA benzeri ER kinaz, ER membraninda bulunan bir transmembran proteindir.
Fosforillenerek aktive olan Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz, 6karyotik baslatma faktorii-
2a’nin fosforilasyonunu katalize eder. Fosforillenen Okaryotik baslatma faktorii-2a, ¢ogu
mRNA'nin transkripsiyonunu ve dolayisiyla protein sentezini 6nemli dl¢lide azaltarak ER’un
is yiikiinii azaltir. Okaryotik baslatma faktdrii-2a’nin fosforilasyonu, ¢ogu mRNA'nin
transkripsiyonunu azaltirken, ATF4'lin transkripsiyonunu arttirir. Translasyondan sonra ATF4
¢ekirdege geger ve hiicre Olimiinii diizenleyen potansiyel bir pro-apoptotik protein olan
C/EBP homolog proteininin transkripsiyonunu aktive eder. Aktive olan C/EBP homolog
proteini, hiicreyi apoptoza yonlendirir (62,63). ATF4, antioksidan yanit, apoptoz, enefji
homeostazi, otofaji gibi birgok 6nemli biyolojik siireci modiile etmektedir (64,65).

Endoplazmik retikulum stresi; diyabet, ateroskleroz, inflamatuar bozukluklar, inme,
pulmoner fibroz, nérodejeneratif bozukluklar (Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaliklari)

ve kanser gibi bir dizi patolojiyle iliskilendirilmistir (66,67).

INFLAMAZOMLAR

Inflamazomlar, dis veya i¢ tehlike sinyallerine karsi dogustan gelen bagisiklik
tepkilerine aracilik eden protein kompleksleridir. Hiicresel enfeksiyonlar veya stresorlere
yanit olarak aktive olurlar ve c¢ok sayida pro-inflamatuar sitokinin ekspresyonunu,
olgunlagsmasini ve salinmasini tetikleyerek bir dizi inflamatuar yanit1 baglatirlar. Kalip tanima
reseptorleri ailesinin Toll benzeri reseptorler, NOD benzeri reseptorler basta olmak iizere
bircok tiyesi vardir ve inflamazomlarin 6nemli bilesenleridir. Kalip tanima reseptorleri
sitoplazma icinde bulunurlar ve patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 ve hasarla iliskili
molekiiler kaliplar1 tanirlar (68,69). NLRP1, NLRP3, NLRP4 ve Absent-in-melanoma 2
olmak iizere bilinen dort inflamazom vardir ve hepsi NOD benzeri reseptor ailesine ait bir
kalip tanima reseptorii igerir. Bu inflamazomlar arasinda, NLRP3 inflamazomu, hem
bagisiklik tepkilerinin olugmasinda hem de bir¢ok yaygin inflamatuar hastalikta 6nemli rol
oynar (70).

Inflamazomlar ii¢ ana yapisal bilesenden meydana gelmektedir. Bunlar, sensor protein,
adaptor protein ve efektor proteindir. NLRP3 inflamazomu, NLRP3 proteini, kaspaz baglayici
bolge igeren apoptoz iliskili benek benzeri protein ve pro-kaspaz-1'den olusur. Prokaspaz-1,
efektor proteindir. Kaspaz baglayict bolge iceren apoptoz iligkili benek benzeri protein,
adaptor proteindir. Kaspaz baglayic1 bdlge iceren apoptoz iliskili benek benzeri protein,

NLRP3 sensor proteinini ve efektor pro-kaspaz-1'i birbirine baglayarak bir koprii gérevi
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yapmaktadir. NLRP3'in aktivasyonu, sensor kalip tanima reseptorleri tarafindan tehlike veya
stres faktdrlerinin taninmasiyla baslar. Inflamazom aktivasyonuna yol acan tehlike sinyalleri,
patojenle iliskili molekiiler kaliplar ve hasarla iligkili molekiiler kaliplar olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Patojenle iligkili molekiiler kaliplar arasinda mikrobiyal niikleik asitler, bakteri
salgilama sistemleri ve mikrobiyal hiicre duvarlarinin bilesenleri, hasarla iliskili molekiiler
kaliplar arasinda ise ATP, 1s1 sok proteinleri 70 ve {lrik asit kristalleri gibi uyaranlar
bulunmaktadir (71,72).

Inflamazom aktivasyonu iki adimda gerceklesir. ilk asama hazirlik asamasidir. Ilk
asama, toll benzeri reseptorler tarafindan patojenle iliskili ve hasarla iliskili molekiiler
kaliplarin taninmasiyla baslayan hazirlik asamasidir. Bu asamada, toll benzeri reseptorler
cesitli stres faktorlerini tanir ve niikleer faktor-kappa B sinyalini aktive eder, bu da NLRP3
proteini, pro-IL-1B ve pro-IL-18 gibi Oncii proteinlerin iiretiminin artmasina neden olur.
Ikinci asama ise aktivasyon asamasidir. Ikinci asamada NLRP3 proteini, kaspaz baglayici
bolge igeren apoptoz iliskili benek benzeri protein ve prokaspaz-1 kompleks halinde birlesir
ve daha sonra inaktif halde bulunan pro-1L-1p ve pro-1L-18 sitokinlerini biyoaktif formlarina
dontstiiriir. IL-1p ve IL-18, sonraki inflamatuar etkiye katilirlar (73,74)

NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren protein 3, yaygin olarak bakterilere,
viriislere, mantarlara ve parazitlere karsi bagisiklik yanitinda rol oynamaktadir. Buna ek
olarak, ¢esitli tehlike sinyalleri, yag asitleri, ROT {iretimi, kalsiyum iyonlari, nitrik oksit ve
mitokondri fonksiyon bozuklugu gibi ¢ok sayida molekiiler ve hiicresel olaylar NLRP3
inflamazomu aktivasyonunu tetikleyebilir (13,75).

Yapilan calismalarda NLRP3'iin NAFLD patogenezinde onemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (15-17). NLRP3 inflamazomunun aktivasyonunun, karaciger yaglanmasi,
inflamasyon, fibroz ve kanser gelisimi ile iliskili oldugu bildirilmis olup (17,76,77) NLRP3
inflamazomunun inhibisyonunun, NAFLD'de karaciger yaglanmasini, inflamasyonu ve

fibrozu iyilestirdigi bildirilmistir (78,79).

CARVONE
Carvone c¢ogunlukla nane, kimyon ve dereotu gibi aromatik tibbi bitkilerin esansiyel
yag ekstraktlarinda ana fitokimyasal bilesen olarak bulunan siklik, doymamis bir

monoterpenoid ketondur (Sekil 1) (80,81). Carvone’un kaynama noktasi 230°C’dir (82).



CHs

H2C CHs

Sekil 1. D-Carvone molekiiliiniin yapis1 (80)

Bu monoterpen, biyolojik 6zelliklerinde farklilik gdsteren iki enantiyomere sahiptir.
Bu enantiyomerler, kimyon tohumlarinda bulunan S-(+)-Carvone (D-Carvone) ve nane
yapraklarinda bulunan R-(-) Carvone (L-Carvone)’dur (83). S formu kimyonda bulunan ana
izomer olup, gida ve aroma endiistrisinde kullanilmaktadir (84).

D-Carvone’un farmakolojik 6zellikleri arasinda, antioksidan, anti-hiperlipidemik, anti-
mikrobiyal, fungisidal, anti-kanser, anti-hipertansif, immiinomodiilatér ve anti-inflamatuar
etkileri bulunmaktadir (18,84,85). Carvone’un insanlara karst higbir toksik etki gostermedigi
bildirilmis olup, D-Carvone i¢in belirlenmis kabul edilebilir giinliik alim miktar1 0,6 mg/kg
viicut agirhigi/giin'diir (86).

Carvone’un non-alkolik yagl karaciger hastaligit modeli olusturulan ratlarda hepatik
yaglanmay1 azalttii, karaciger trigliserid ve kolesterol diizeylerini diisiirdiigli bildirilmistir
(87). Yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde D-Carvone’un karacigerde lipid sentezi ve
tasinmasindan sorumlu olan proteinlerin gen ifadelerini diizenleyerek lipid birikimini azalttig
bildirilmistir (84). Ancak, D-Carvone’un palmitat ile olusturulan hepatotoksisite lizerine etkisi

bilinmemektedir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alismada, western blot yonteminde membranlarin  kemiliiminesans
goriintiilenmesi igin Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden, trigliserid olgiimleri icin ise Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Merkez Laboratuvari Biyokimya Birimi’nden hizmet satin alindi. Diger tiim
deneyler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali veya Trakya
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar: Biyokimya Birimi’nde bulunan laboratuvarlarda

yapild.
Kullanilan kimyasallar ve temin edilen firmalar asagidaki listede verilmistir.

Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

% 0,25 Tripsin-etilendiamin tetraasetik asit soliisyonu (Thermo)
2,4-dinitrofenilhidrazin (Sigma)

2-merkaptoetanol (Sigma)
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
Akrilamid (Merck)

Amonyum persiilfat (Sigma)

Antibiyotik-antimikotik soliisyonu (100X) (Thermo)
Anti-CIAS1/NALP3/NLRP3 primer antikoru (Boster Bio)
Anti-dinitrofenol primer antikoru (Abcam)

Aseton (Merck)

ATF4 primer antikoru (Cell Signaling)
11



Bakir (IT) siilfat pentahidrat (Sigma)

Bromofenol blue (Sigma)

D-Carvone (Sigma)

Deksametazon (Sigma)

Dimetil siilfoksit (Tekkim)

Dimetil siilfoksit- cell culture grade (Santa Cruz)
Dulbecco'nun modifiye Eagle besiyeri-Ham’s F12 besin karisimi-fenol red igeren
(Wisent)

Dulbecco'nun modifiye Eagle besiyeri-Ham’s F12 besin karigimi -fenol red igermeyen
(Wisent)

Etilendiamin tetraasetik asit (Sigma)

Fetal s1g1r serumu (Thermo)

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Merck)

Gliserol (Sigma)

Glisin (Sigma)

Hidrojen peroksit (Merck)

Hidroklorik asit (%37) (Merck)

HO1 primer antikoru (Boster Bio)

Isopropanol (Merck)

Insulin-transferrin-selenyum ¢ézeltisi (100X) (Wisent)
Kemiliiminesans substrat (Thermo)

Metanol (Merck)

N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (Sigma)
N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck)

Nile red (Santa Cruz)

Poliviniliden diflorid membran (Merck)

Pre-stained protein standart (Thermo)

Sekonder antikorlar (Abcam)

S1g1r serum albumini-yag asidi igermeyen (GoldBio)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)

Sodyum karbonat (Merck)

Sodyum kloriir (Sigma)

Sodyum palmitat (Sigma)
12



Sodyum potasyum tartarat (Merck)
Trifloroasetik asit (Carlo elba)

Tripan mavisi (Sigma)

Trizma baz (Sigma)

Tuzlu fosfat tamponu tablet (Thermo)
Tiibiilin primer antikoru (Santa Cruz)
Tween-20 (Santa Cruz)

Whatmann kagidi (Sigma)

Yagsiz siit tozu (BioShop)

Deneylerde Kullanilan Plastik ve Cam Laboratuvar Malzemeleri
25 cm? flask (Isolab)

75 cm? flask (Isolab)

Balon joje (Isolab)

Beher (Isolab)

Hiicre kaziyici (Isolab)

Meziir (Isolab)

Mikroplaka (96 kuyucuklu) (Isolab)

Mikroplaka (6 kuyucuklu) (Nest)

Petri Kab1 (60*15 mm) (SPL)

Petri Kab1 (90*16 mm) (SPL)

Steril siringa filtre (GVS)

Steril ve non-steril vida kapakli santrifiij tipi (15 ve 50 mL) (NEST)
Steril otomatik pipet uglari (20, 200 ve 1000 uL) (Isolab)

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

Thoma lami (Isolab)

Steril siringa filtre (Biosorfa)

Deneylerde, Numune Elde Etme ve Saklamada Kullamilan Cihazlar
-80 °C derin dondurucu (Heraeus HER Afreeze)

Akim-sitometre (BD FACSCanto II)

Biyogiivenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020)

Biyokimya Otoanalizdrii (Roche C702)

Calkalayici1 (Cleaver Scientific CW23)
13



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

Giig kaynagi (Cleaver Scientific)

Hassas tart1 (Sartorius)

Homojenizatdr (Next Advance Bullet Blender Storm)

Isitmali manyetik karistiric1 (Daihan Scientific WiseStir)

Inkiibatér (Thermo Scientific Heratherm IMC-18)

Karbondioksitli inkiibatér (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371)
Kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System)
Mikroplaka okuyucu (Biotek pQuant)

Otomatik pipetler (Eppendorf ve Capp)

pH-metre (Inolab)

Santrifiijler (Heraeus ve Niive)

S1v1 azot tanki (Air Liquide GT21)

Su banyosu (GFL 1083)

Vorteks (Velp Scientificia)

Western blotting sistemi (Cleaver Scientific Semi Dry Blotter)

TEMEL HUCRE KULTURU UYGULAMALARI

Calismada Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda bulunan
AMLI12 hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu, %] insiilin-transferrin-
selenyum ¢ozeltisi, 40 ng/ml deksametazon ve %21 antibiyotik-antimikotik igeren
Dulbecco’nun modifiye Eagle besiyeri-Ham’s F12 besin karisimi ile %5 CO2’li ortamda
37°C’de inkiibatorde yasatildi. Hiicrelere tiim uygulamalar yatay hava akish biyogiivenlik
kabini igerisinde steril malzemeler kullanilarak yapildi. Deneylerde 5-25 arasi hiicre pasajlari
kullanilmistir. Hiicrelerin haftada iki kez medyumu degistirildi ve %80-90 hiicre yogunluguna

ulasildiginda 1:4 veya 1:6 oraninda pasajlandi.

HUCRE CANLILIGI OLCUMLERI

AML12 Hiicrelerinde D-Carvone’un Hiicre Canlihgina Etkisinin Gosterilmesi
AMLI12 hiicrelerinde D-Carvone’un hiicre canliligina etkisi MTT hiicre canlilig1 testi
ile gosterildi (88). 96 kuyucuklu plakalarda her bir kuyucuga 5x10° adet hiicre ekildi. D-

Carvone, dimetil siilfoksit ile ¢oziildi ve tiim deneylerde tiim gruplarin medyumunda % 0,2
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dimetil siilfoksit vardi. Hiicreler 24 saat boyunca 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 uM
konsantrasyonlarda D-Carvone ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi besiyeri uzaklastirildi ve
yerine 10 ul MTT (5 mg/mL, tuzlu fosfat tamponunda ¢oziildii) ve 100 ul fenol red icermeyen
Dulbecco'nun modifiye Eagle besiyeri-Ham’s F12 besin karigimi konuldu ve 4 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1t MTT igeren besiyeri almarak kuyucuklarda olusan 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’¢ ayarlandi) ile ¢oziildii ve olusan renk mikroplaka okuyucuda
spektrofotometrik olarak 570/630 nm’de 6lgiildii (89). Her bir deney igin 6l¢iilen absorbanslar
kontrol grubunun ortalamasina boliiniirek sonuglar ayni plakadaki kontrol grubunun yiizdesi

olarak verildi.

AML12 Hiicrelerinde Palmitatin Hiicre Canlihigina Etkisinin Gosterilmesi

AMLI12 hiicrelerine 0,25-0,5-0,75 ve 1 mM konsantrasyonlarinda palmitat, 24 saat
sireyle uygulandi. D-Carvone’un palmitat ile hepatotoksisite olusturulan AMLI12
hiicrelerinde, hiicre canliligina etkisi yukarida anlatildigi sekilde MTT hiicre canlilik testi ile

gosterildi (88,89).

Palmitat ile Hepatotoksisite Olusturulan AML12 Hiicrelerinde D-Carvone’un
Hiicre Canlihgina Etkisinin Gosterilmesi

AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitat ile ayn1 anda 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 uM D-
Carvone 24 saat siireyle uygulandi. D-Carvone’un palmitat ile hepatotoksisite olusturulan
AMLI12 hiicrelerinde, hiicre canliligina etkisi yukarida anlatildig: sekilde MTT hiicre canlilik
testi ile gosterildi (88,89).

D-CARVONE’UN YAGLANMAYA ETKIiSININ GOSTERILMESI

Trigliserid Ol¢iimii

AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitat ile ayn1 anda 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 uM D-
Carvone 24 saat siireyle uygulandi. Deneysel prosediir sonrast PBS ile yikanan hiicreler, daha
sonra %]1 proteaz inhibitori ve %0,1 Triton X-100 igeren PBS tamponu ile kazindi. Cam
bilyeler kullanilarak homojenize edildikten sonra homojenat 10.000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust kisimdaki siipernatant deneylerde kullamldi. Hiicre igi trigliserid diizeyleri Roche

C702 marka otoanalizdriin orijinal kitleri kullanilarak dl¢iildii. Lowry ve ark. (90) yontemine
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gore protein dl¢limii yapilarak sonuglar proteine oranlandi ve kontrol grubunun ortalamasina

oranlanarak kontrol grubunun kati olarak verildi.

Nil Red Boyama

Nile red boyama ile lipid diizeylerinin 6l¢iimii Herms ve ark. (91) yontemine goére
yapildi. AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitat ile ayn1 anda 10 ve 25 uM D-Carvone 24 saat
stireyle uygulandi. Deneysel prosediir sonrasi hiicreler tripsinle kaldirildi, tuzlu fosfat
tamponu ile yikandi. Tuzlu fosfat tamponunda siispanse edilen hiicreler, 5ug/ml asetonda
¢oziilmiis Nile red boyasi ile 5 dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
numuneler akim sitometrede FL2 kanalinda, 585/42nm filtre kullanilarak analiz edildi ve 10*
hiicre saydirildi. Deneysel analiz BD Facs Canto II akim sitometresinde, FACS Diva yazilim1

kullanilarak yapildi. Sonuglar ortalama floresan yogunlugu olarak verildi.

WESTERN BLOT OLCUMLERI

Hem oksijenaz 1, ATF4 ve NLRP3 protein diizeyleri 6l¢iimii i¢in dikey elektroforez
ve ardindan western blot yontemleri kullanildi. AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitat ile ayn1
anda 10 ve 25 uM D-Carvone 24 saat siireyle uygulandi.

Deneysel prosediir sonrast hiicreler soguk tuzlu fosfat tamponu ile iki kez yikandi.
Hiicreler %1 sodyum dodesil siilfat, 0,5 M etilendiamin tetraasetik asit igeren 1 M tris
tamponu (pH:8,0) ile homojenize edildi. Homojenize edildikten sonra homojenat 10000 g’de
10 dakika santrifiij edildi. Ust kisimdaki siipernatant deneylerde kullanildi. Protein 6lgiimii
Lowry ve ark. (90) yontemine gére yapildi. Laemmli yontemine (92) gore %4-8 poliakrilamid
jel hazirlanarak, esit miktarda protein dikey sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi ile ayrildi. Jeller yari 1slak aktarim sistemi ile poliviniliden diflorid membrana
aktarildi. Membranlar %5 yagsiz siit tozu ile 1 saat bloklandi, primer antikorlar (tlimii i¢in
1:1000 diliisyon) ile gece boyu +4°C’de inkiibe edildi. Ardindan 1 saat sekonder antikorlar ile
inkiibe edilen membranlardaki spesifik proteinler, kemiliiminesans substrat kullanilarak
goriintiilendi. Membranlarda stripping Sennepin ve ark. (93) gore yapildi. Elde edilen
bantlara ait yogunluklar Image-J programi kullanilarak hesaplandi (94) ve her bir proteine
ait sonu¢ ayni numunenin o-tiibiilin sonucuna oranlandi ve sonucglar ayni membrandaki

kontrol grubuna oranlanarak kontroliin kat1 olarak verildi.
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PROTEIN KARBONIL OLCUMU

Protein karbonil 6l¢iimii Levine ve ark. (95) metoduna gore yapildi. Yukarida western
blot yontemi boliimiinde anlatildigi sekilde elde edilen numuneler kullanildi. Her bir numune
i¢in 10 pug protein, homojenizasyon i¢in kullanilan tampon ile esit hacime ayarlandi. Uzerine
numune hacmi kadar %12 sodyum dodesil siilfat ve ardindan numune hacminin iki kat1 kadar
%10 trifloroasetik asit i¢inde ¢oziinen 20 mM 2.4 dinitrofenilhidrazin eklendi. Karanlikta 20
dakika inkiibasyon sonrasi karisima, notralizasyon ¢ozeltisi (2M Tris/ %30 gliserol/ %16 2-
merkaptoetanol) eklendi ve ardindan yukarida western blot yontemi boliimiinde anlatildigi
sekilde dikey elektroforez ve western blot yontemleri ile ve anti-dinitrofenol primer antikoru
(1:5000 diliisyon) kullanilarak gergeklestirildi. Membranlarda stripping Sennepin ve ark. (93)
gore yapildi. Elde edilen bantlara ait yogunluklar Image-J programi kullanilarak hesaplandi
(94) ve her bir proteine ait sonu¢ ayni numunenin o-tiibiilin sonucuna oranlandi. Her bir
grup icin sonuglar ayni deneydeki ve membrandaki kontrol grubuna oranlanarak kontrol

grubunun kat1 olarak verildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler SPSS 20 programi (Lisans n0:10240642) kullanilarak
gerceklestirildi. Deney parametrelerinin karsilastirilmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve
gruplar arasi karsilagtirma igin Tukey testi kullanildi. Sonuglar ortalamatstandart sapma

olarak ifade edildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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BULGULAR

Sekil 2°de D-Carvone’un AML12 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi gdsterilmistir.
24 saat boyunca D-Carvone uygulanan AML12 hiicrelerinde hiicre canliliklar1 kontrole gore;
10 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde %107+4, 25 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde
%1079, 50 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde %97+13, 100 uM D-Carvone uygulanan
hiicrelerde %94+7, 250 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde %84+2, 500 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelerde %8244 ve 1000 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde %7042 bulundu.

1000 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi kontrole, 10 uM D-
Carvone, 25 uM D-Carvone, 50 pM D-Carvone ve 100 pM D-Carvone uygulanan hiicrelere
gore anlamli olarak diistiktii (tiimi i¢in p<0,05). 250 uM D-Carvone ve 500 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi, 10 uM D-Carvone ve 25 uM D-Carvone uygulanan

hiicrelere gore anlamli olarak disiiktii (tiimii i¢in p<0,05).
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Sonugclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama * standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

istatistiksel analiz icin Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma icin Tukey testi kullanildi.
*: Kontrol ile kargilastirldiginda p<0.05.

¥: 10 uM carvone ile kargilastirildiginda p<0.05.

¥: 25 uM carvone ile kargilastinildiginda p<0.05.

§: 50 uM carvone ile kargilastirildiginda p<0.05.

|1: 100 uM carvone ile kargilastirildiginda p<0.05.

Sekil 2. D-Carvone’un AML12 hiicrelerinde hiicre canlihgina etkisi

Sekil 3’de palmitatin AML12 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi gosterilmistir. 24
saat boyunca palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde hiicre canliliklart kontrole gore; 0,25
mM palmitat uygulanan hiicrelerde %7945, 0,5 mM palmitat uygulanan hiicrelerde %73+3,
0,75 mM palmitat uygulanan hiicrelerde %66+1, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde %59+1
bulundu.

Hiicre canlilig1 palmitat uygulanan tiim gruplarda kontrole gére anlamli olarak azaldi
(timii i¢in p<0,05). 0,75 mM palmitat uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi 0,25 mM palmitat
uygulanan hiicrelere goére anlamli olarak disiikti (p<0,05). 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde hiicre canliligi 0,25 ve 0,5 mM palmitat uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak

diistiktii (her ikisi 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 Yonlii V' aryans Analizi ve gruplar arasi karsilashrma icin Tukey testi
kullamld.

*:Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

7: 0.25 mM palmitat ile karsilastirildiginda p<0.05.

1:0.5 mM palmitat ile karsilastrildiginda p<0.05.

Sekil 3. Palmitatin AML12 hiicrelerinde hiicre canhilhigina etkisi

Sekil 4’de D-Carvone ve 1 mM palmitatin AML12 hiicrelerine birlikte uygulandiginda
hiicre canliligina etkisi gosterilmistir. D-Carvone konsantrasyonlarindan AML12 hiicrelerine
tek basma uygulandiginda toksik oldugu goriilen 1000 uM hari¢ diger konsantrasyonlar
AMLI12 hiicrelerine, 1 mM palmitat ile ayn1 anda uygulandi. 24 saat boyunca D-Carvone ve 1
mM palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde kontrole gore hiicre canliliklart 1 mM palmitat
uygulanan hiicrelerde %57+3; 1 mM palmitat ile birlikte 10 uM D-Carvone uygulanan
hiicrelerde %73+2, 25 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde %69+3, 50 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelerde %66+5, 100 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde %5943, 250 uM D-
Carvone uygulanan hiicrelerde %60+4 ve 500 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde %60+1
bulundu.

Hiicre canlilig1 palmitat uygulanan tiim gruplarda kontrole gére anlamli olarak azaldi
(timi i¢in p<0,05). 1 mM palmitat ile birlikte uygulanan 10 uM, 25 uM ve 50 uM D-
Carvone hiicre canliligini, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak arttirdi
(tiimii i¢in p<0,05). 1 mM palmitat ile birlikte uygulanan 10 ve 25 uM D-Carvone hiicre
canliligini, 1 mM palmitat ile birlikte 100 uM, 250 uM ve 500 uM D-Carvone uygulanan

hiicrelere gore anlamli olarak arttirdi (tlimii igin p<0,05).
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Sonuglar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama * standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

istatistiksel analiz icin Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma icin Tukey testi kullanild.
*: Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

T:1mM palmitat ile karsilastirildiginda p<0.05.

¥: 1 mM palmitat + 100 uM carvone ile karsilastirildiginda p<0.05.

§:1 mM palmitat + 250 uM carvone ile karsilastirildiginda p<0.05.

|1: 1 mM palmitat + 500 uM carvone ile karsilastinldiginda p<0.05.

Sekil 4. D-Carvone’un palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde hiicre canlihgina

etkisi

Sekil 5’de D-Carvone’un palmitat uygulanan AMLI12 hiicrelerinde trigliserid
diizeylerine etkisi goriilmektedir. 24 saat boyunca D-Carvone ve 1 mM palmitat uygulanan
AMLI12 hiicrelerinde trigliserid diizeyleri; kontrol grubunda 1,00+0,11 olup, sadece 1 mM
palmitat uygulanan hiicrelerde kontroliin ortalamasinin 3,14+0,22 kati, 1 mM palmitat ile
birlikte 10 pM D-Carvone uygulanan hiicrelerde kontroliin ortalamasinin 1,89+0,72 kati, 25
uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde kontroliin ortalamasinin 1,60+0,52 kati, 50 uM D-
Carvone uygulanan hiicrelerde kontroliin ortalamasimin 1,93+0,63 kati, 100 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelerde kontroliin ortalamasinin 2,68+0,41 kati, 250 uM D-Carvone uygulanan
hiicrelerde kontroliin ortalamasinin 2,85+0,37 kati ve 500 pM D-Carvone uygulanan
hiicrelerde kontroliin ortalamasinin 3,21+0,72 kat1 olarak bulundu.

1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 100 uM D-Carvone, 250 uM D-Carvone
ve 500 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde trigliserid diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak artt1 (tiimii ig¢in p<0,05). AML12 hiicrelerinde 1 mM palmitat ile ayni1 anda 10
uM D-Carvone, 25 uM D-Carvone ve 50 uM D-Carvone uygulamalari, trigliserid diizeylerini
1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 500 uM D-Carvone uygulamalarina gore anlamli

olarak azaltt1 (timi i¢in p<0,05). Ayn1 zamanda, 1 mM palmitat ile birlikte 25 uM D-Carvone
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uygulanan hiicrelerde trigliserid diizeyi, 1 mM palmitat ile birlikte 250 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak azdi (p<0,05).
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Sonuglar ortalama * standart sapma olarak ifade edildi (n=4).

istatistiksel analiz icin Tek Yonlii Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma icin Tukey testi kullanilds.
*: Kontrol ile karsilastinldiginda p<0.05.

T:1mM palmitat ile karsilastirildiginda p<0.05.

¥:1 mM palmitat + 250 uM carvone ile karsilastirildiginda p<0.05.

§:1 mM palmitat + 500 uM carvone ile karsilastirildiginda p<0.05.

Sekil 5. D-Carvone’un palmitat uygulanan AMLI12 hiicrelerinde trigliserid

diizeylerine etkisi

Hiicre canlilign ve trigliserid diizeyleri 6l¢timleri sonrasinda palmitat ile olusturulan
hepatoksisitede en etkili oldugunu gordiigimiiz 10 uM ve 25 uM D-Carvone ilerleyen
deneylerde kullanildi.

Sekil 6’da D-Carvone’un palmitat uygulanan AMLI2 hiicrelerinde Nile red ile
boyanma tizerine etkisi goriilmektedir. 24 saat boyunca D-Carvone ve 1 mM palmitat
uygulanan AMLI2 hiicrelerinde Nile red ile yapilan boyama sonrasi ortalama floresan
yogunluklari; kontrol grubunda 7283437, sadece 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde
17310+£737; 1 mM palmitat ile birlikte 10 pM D-Carvone uygulanan hiicrelerde 12636+1506
ve 25 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde 11687+640 olarak bulundu.

I mM palmitat uygulamasi1 tim gruplarda Nile red ile boyanmay1 kontrole gore
anlamli olarak arttirdi (timii i¢in p<0,05). 10 uM D-Carvone ve 25 uM D-Carvone
uygulamasi 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde Nile red ile boyanmada anlamli azalmaya

yol act1 (her ikisi i¢in p<0,05).
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§onuclar ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz icin Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastirma icin Tukey testi

kullamldi.
*:Kontrol ile karsilastarildiginda p<0.05.
T: 1 mM palmitatile karsil ldiginda p<0.05.

Sekil 6. D-Carvone’un palmitat uygulanan AMLI12 hiicrelerinde Nile red ile

boyanma iizerine etkisi

Sekil 7°de D-Carvone’un 1 mM palmitat uygulanan AMLI12 hiicrelerinde protein
karbonil diizeylerine etkisi gosterilmistir. 24 saat siireyle D-Carvone ve 1 mM palmitat
uygulanan AMLI12 hiicrelerinde kontrole gore protein karbonil diizeyleri; 1 mM palmitat
uygulanan hiicrelerde kontroliin 2,58+0,26 kati, | mM palmitat ile birlikte 10 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelerde kontroliin 1,89+0,49 kati, 1 mM palmitat ile birlikte 25 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelerde kontroliin 1,73+0,27 kat1 olarak bulundu.

Protein karbonil dﬁzeylerini, 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 10 uM D-
palmitat ile birlikte 25 uM D-Carvone uygulamasi protein karbonil diizeylerini 1 mM palmitat

uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltt1 (p<0,05).
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Sonuclar ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

istatistiksel analiz icin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastirma icin Tukey testi
kullamldi.

*:Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

7: 1 mM palmitatile karsilastirildiginda p<0.05.

Sekil 7. D-Carvone’un palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde protein karbonil

diizeyleri iizerine etkisi

Sekil 8’de D-Carvone’un 1 mM palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde HO1 protein
diizeylerine etkisi gosterilmistir. 24 saat siireyle D-Carvone ve 1 mM palmitat uygulanan
AMLI12 hiicrelerinde HO1 protein diizeyleri; 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde kontroliin
1,31+0,07 kati, | mM palmitat ile birlikte 10 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde kontroliin
0,95+0,08 kati ve 1 mM palmitat ile birlikte 25 pM D-Carvone uygulanan hiicrelerde
kontroliin 0,78+0,14 kat1 olarak bulundu.

Hem oksijenaz 1 protein diizeyleri, | mM palmitat uygulanan hiicrelerde kontrole gore
anlamli olarak yiiksekti (p<0,05). 10 uM D-Carvone ve 25 uM D-Carvone uygulamasi 1 mM
palmitat uygulanan hiicrelerde HO1 protein diizeylerinde anlamli azalmaya yol agt1 (her ikisi
icin p<0,05).
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Sonuclar ortalama = standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

Istatistiksel analiz icin Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma icin Tukey testi
kullamldi.

*:Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

7: 1 mM palmitatile karsilastirildiginda p<0.05.

HO1: Hem oksijenaz 1
Sekil 8. D-Carvone’un palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde hem oksijenaz 1

protein diizeyleri iizerine etkisi

Sekil 9°da D-Carvone’un 1 mM palmitat uygulanan AMLI12 hiicrelerinde ATF4
protein diizeylerine etkisi goOsterilmistir. 24 saat siireyle D-Carvone ve 1 mM palmitat
uygulanan AMLI12 hiicrelerinde ATF4 diizeyleri; 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde
kontroliin 22,14+4,36 kat1, 10 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde kontroliin 9,77+2,81 kati
ve 25 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde kontroliin 10,82+0,99 kat1 olarak bulundu.

Aktive edici transkripsiyon faktorii 4 protein diizeyleri, 1 mM palmitat uygulanan tim
gruplarda kontrole gore anlaml olarak artt1 (tlimii i¢in p<0,05). 10 uM D-Carvone ve 25 pM
D-Carvone uygulamasi 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde ATF4 protein diizeylerinde

anlaml1 azalmaya yol act1 (her ikisi igin p<0,05).

25



~
+ h

D-Carvone (uM)| - - | 10
Palmitat(1mM)| - | + | +

[aTFs(eo100)  |=—>| W -

| o Tibiilin (-52 kDa) 3| 0 S o

30,00
25,00 I
§ 220,00 22,14
% g
=
® :5
g '_2 15,00 - s
3 & .
= I
= 10,00
* 9,77 10.32
500 ——m————— — A— =
1,00
0,00 -
D-Carvone (uM) - - 10 25
Palmitat (1 mM) - + + +

Sonuclar ortalama = standart sapma olarakifade edildi (n=3).

Istatistiksel analiz icin Tek Yénlii Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma icin Tukey testi
kullamldi.

*: Kontrol ile karsilastirnnldiginda p<0.05.

7: 1 mM palmitatile karsilastirildiginda p<0.05.

ATF4: Aktive edici transkripsiyon faktori 4
Sekil 9. D-Carvone’un palmitat ile hepatotoksisite olusturulan AMLI12

hiicrelerinde aktive edici transkripsiyon faktorii 4 diizeyleri iizerine

etkisi

Sekil 10’da D-Carvone’un 1 mM palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde NLRP3
protein diizeylerine etkisi goOsterilmistir. 24 saat silireyle D-Carvone ve 1 mM palmitat
uygulanan AMLI12 hiicrelerinde NLRP3 diizeyleri; 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde
kontroliin 1,56+0,09 kati, 1 mM palmitat ile birlikte 10 uM D-Carvone uygulanan hiicrelerde
kontroliin 1,12+0,16 kat1 ve 1 mM palmitat ile birlikte 25 uM D-Carvone uygulanan
hiicrelerde kontroliin 0,94+0,24 kat1 olarak bulundu.

NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren protein 3 diizeyleri, 1 mM palmitat
uygulanan hiicrelerde kontrole gore anlamli olarak artt1 (timi i¢in p<0,05). 10 uM D-Carvone
ve 25 uM D-Carvone uygulamasi 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde NLRP3 protein

diizeylerinde anlaml1 azalmaya yol act1 (her ikisi i¢in p<0,05).
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Sonuclar ortalama = standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

Istatistiksel analiz icin Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilasarma icin Tukey testi
kullamildi.

*:Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

¥: 1 mM palmitatile karsilastrildiginda p<0.05.

NLRP3: NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren protein 3
Sekil 10. D-Carvone’un palmitat ile hepatotoksisite olusturulan AML12
hiicrelerinde NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain iceren protein

3 diizeyleri iizerine etkisi

Tablo 1'de ¢alismamiza ait hiicre canliligi, yaglanma, protein karbonil, HO1, ATF4, NLRP3

protein diizeyleri 6l¢limlerine ait sonuglar goriilmektedir.
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Tablo 1. Calismamiza ait tiim sonuclar

D-Carvone’un hiicre canlihigina etkisi

Kontrol 10 uM D-Carvone 25 uM D-Carvone 50 uM D-Carvone 100 uM D-Carvone 250 uM D-Carvone 500 uM D-Carvone 1000 uM D-Carvone
1.tekrar 100 110,78 114,76 97,26 90,27 85,76 86,22 71,00
2.tekrar 100 104,34 109,48 108,97 102,24 84,08 81,77 71,78
3.tekrar 100 104,97 97,48 83,80 89,48 81,15 79,02 68,37
Palmitatin hiicre canhihigina etkisi
HUCRE Kontrol 0.25 mM palmitat 0.5 mM palmitat 0.75 mM palmitat 1 mM palmitat
CANLILIGI 1.tekrar 100 80,98 71,41 64,37 59,28
(% Kontrol) 2.tekrar 100 83,18 76,24 66,48 57,75
3.tekrar 100 73,06 70,29 65,89 59,74
D-Carvone’un palmitat ile birlikte uygulandiginda hiicre canhligina etkisi
Kontrol 1 mM palmitat 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+
10 uM D-Carvone 25 uM D-Carvone 50 uM D-Carvone 100 uM D-Carvone 250 uM D-Carvone 500 uM D-Carvone
1. tekrar 100 53,51 72,34 66,50 61,65 56,91 57,40 60,34
2. tekrar 100 57,80 75,55 72,17 64,90 57,87 58,14 58,71
3. tekrar 100 58,57 72,26 68,77 71,69 62,36 64,05 60,13
S . Kontrol 1 mM palmitat 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+
Tﬁégg{sféglp 10 uM D-Carvone 25 uM D-Carvone 50 uM D-Carvone 100 uM D-Carvone 250 uM D-Carvone 500 uM D-Carvone
1. tekrar 0,85 3,03 2,01 2,12 2,02 2,55 3,35 3,52
(Kontroliin 2. tekrar 1,08 2,92 2,26 1,96 1,18 2,92 2,56 4,07
Kati) 3.tekrar 1,06 3,18 2,45 1,07 2,71 2,16 2,90 2,71
4. tekrar 1,01 3,44 0,84 1,24 1,80 3,09 2,58 2,54
NILE RED Kontrol 1 mM palmitat 1 mM palmitat+ 10 uM D- 1 mM palmitat+ 25 uM D-Carvone
BOYAMA Carvone
(Ortalama 1.tekrar 7276 18053 13848 12302
floresan 2.tekrar 7251 17299 13111 11734
yogunlugu) 3.tekrar 7323 16579 10950 11025
D-Carvone’un palmitat ile birlikte uygulandiginda protein karbonil diizeyine etKisi D-Carvone’un palmitat ile birlikte uygulandiginda HO1 diizeyine etkisi
i 1mM 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ - 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+
I(l)fl?BT(l)EIIIl:L Kontrol palmitat 10 uM D-Carvone 25 uM D-Carvone HO1 Kontrol 1 mM palmitat 10 uM D-Carvone 25 uM D-Carvone
(Kontroliin 1.tekrar 1,00 2,76 2,28 1,83 (Kontroliin 1.tekrar 1,00 1,38 1,02 0,93
Katr) 2.tekrar 1,00 2,70 2,04 1,94 katr) 2.tekrar 1,00 1,23 0,97 0,65
3.tekrar 1,00 2,28 1,35 1,42 3.tekrar 1,00 1,32 0,86 0,76
D-Carvone’un palmitat ile birlikte uygulandiginda ATF4 diizeyine etkisi D-Carvone’un palmitat ile birlikte uygulandiginda NLRP3 diizeyine etKkisi
1mM 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+ NLRP3 - 1 mM palmitat+ 1 mM palmitat+
(K(ﬁn-lt-ll-::liin Kontrol palmitat 10 uM D-Carvone 25 uM D-Carvone (Kontroliin Kontrol 1 mM palmitat 10 uM D-Carvone 25 uM D-Carvone
kati) 1.tekrar 1,00 23,05 8,04 11,52 kati) 1.tekrar 1,00 1,48 0,93 0,73
2.tekrar 1,00 17,40 8,24 9,69 2.tekrar 1,00 1,53 1,20 0,89
3.tekrar 1,00 25,98 13,02 11,27 3.tekrar 1,00 1,66 1,21 1,20

HO1: Hem oksijenaz 1; ATF4: Aktive edici transkripsiyon faktorii 4;. NLRP3: NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren protein 3.
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TARTISMA

Non-alkolik yagl karaciger hastaligi, alkol tiiketimi veya sekonder nedenler
olmaksizin hepatositlerde ektopik yag birikimi ile karakterizedir. NAFLD, diinya ¢apinda en
yaygin goriilen kronik karaciger hastaliklarindan biridir ve goriilme sikligi gittikge
artmaktadir. NAFLD, basit yaglanma, siroz ve hepatoseliiler karsinom gibi 6nemli
komplikasyonlarla iligkilendirilebilen ilerleyici bir hastalik oldugu ic¢in bu artis endise
vericidir. Giliniimiizde, NAFLD'min tedavisi i¢in onaylanmis bir ila¢ bulunmamakta olup,
NAFLD i¢in potansiyel terapotik hedeflerin bulunmasi bir 6ncelik haline gelmistir (96,97).

Carvone, ¢ogunlukla kimyon, nane ve dereotu gibi aromatik tibbi bitkilerin esansiyel
yag ekstraktlarinda bulunan doymamis bir monoterpenoid ketondur. Carvone’un iki izomeri
bulunur. Bunlardan D-Carvone’un farmakolojik o0zellikleri arasinda, antioksidan, anti-
hiperlipidemik, anti-mikrobiyal, fungisidal, anti-kanser, anti-hipertansif, immiinomodiilator
ve anti-inflamatuar etkileri bulunmaktadir (18,84,85).

Doymus yag asitlerinin neden oldugu hepatotoksisite, NAFLD'nin olusumunda ve
patolojik gelisiminde ¢ok oOnemli bir rol oynamaktadir. Hepatotoksisitenin olusumunda
oksidatif stres ve ER stresi temel rol oynayan hiicre i¢i sinyal yolaklaridir. Hepatositlerin
doymus yag asitlerine maruz kalmasi, oksidatif stres ve ER stresini indiikler ve inflamasyonu
arttirir boylelikle, karaciger hiicre hasarmi artirarak, hiicreyi oliime gotiirmektedir. Ayni
zamanda doymus yag asitlerinin, NLRP3’#i aktive ettigi de bildirilmistir (98-99). Palmitat,
gidalarda ve insan viicudunda en fazla bulunan dogal doymus yag asitidir ve deneysel
hepatotoksisiteyi indiiklemek igin yaygin olarak kullanilir (3). Literatiirde hepatotoksisitenin
molekiiler diizeyde arastirildigi calismalarda fare kaynakli hepatosit hiicreleri olan AMLI12

hiicreleri siklikla kullanilmigtir (6-8).
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Palmitata bagli hepatotoksisitede D-Carvone’un etkisi bilinmemektedir. Calismamizda
palmitat ile olusturulan hepatotoksisitede D-Carvone’un hiicre canliligma, yaglanmaya,
oksidatif strese, ER stresi ve inflamazom aktivasyonu {izerine etkisini arastirmayi amagladik.

Literatiirde D-Carvone’un AMLI12 hiicrelerinde hiicre canliligi tizerine etkisini
inceleyen bir ¢aligmaya rastlamadik. Bununla birlikte, HepG2 hiicre hattinda yapilan bir
calismada D-Carvone’un ¢alismadaki en yiiksek doz olan 332 puM’da dahi toksik olmadigi
(100), insan epitelyoma Tip 2 hiicrelerinde, 620 uM D-Carvone’un hiicrelerin %50’sinde
oliime yol agtig1 (101), AGS mide kanseri hiicre hattinda ise 35 pM D-Carvone’un hiicrelerin
%350’sinde oliime yol ac¢tigr (85) bildirilmistir. Literatiirdeki farkli hiicre hatlarindaki farkli
sonuclar sebebiyle Oncelikle caligmamizda 0-1000 pM araligindaki D-Carvone
konsantrasyonlari, AML12 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanarak D-Carvone’un hiicre
canlilif1 lizerine etkisi arastirildi. D-Carvone hiicre canliligini 1000 uM konsantrasyonda
anlamli olarak azaltt1.

AMLI12 hiicrelerinde palmitat uygulamasinin hiicre canliligini azalttig1 gosterilmistir
(37,102). Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda da 0,25-0,5-0,75 ve 1 mM palmitat
uygulamalari hiicre canliligint anlamli olarak azaltti. Bununla birlikte, D-Carvone’un palmitat
ile olusturulan hiicresel hepatotoksisite tizerine etkisi bilinmemekte olup ¢alismamizda 10, 25
ve 50 uM D-Carvone 1 mM palmitat uygulanan AMLI12 hiicrelerinde, hiicre canliligini
anlamli olarak arttirdi. Bu bulgumuz ile D-Carvone’un, AMLI12 hiicrelerinde palmitatin
neden oldugu sitotoksisiteyi Onlemede etkili oldugunu ilk kez gosterdik.

Palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde yaglanmanin arttig1 bilinmektedir (102,103).
Calismamizda literatiirle uyumlu olarak palmitat uygulamasi hiicre i¢i trigliserid diizeyini
anlaml olarak arttirdi. Literatiirde D-Carvone’un palmitat ile olusturulan yaglanma iizerine
etkisini aragtiran bir ¢aligma bulunmamakla birlikte Alsanae ve ark. (84), yiiksek yagl diyetle
beslenen farelerde D-Carvone’un hepatik trigliserid birikimini azalttigin1 bildirmiglerdir.
Caligmamizda 10, 25 ve 50 pM D-Carvone, palmitatin sebep oldugu trigliserid diizeylerindeki
artist anlamli olarak azaltti. Aymi zamanda palmitat ile olusturulan sitotoksisite ve
yaglanmayi en fazla azaltan 10 ve 25 pM D-Carvone’un yaglanmaya etkisini Nile red boyama
ile de gosterdik. Trigliserid sonuglari ile benzer sekilde palmitat uygulamasi AMLI12
hiicrelerinin Nile red ile boyanmasini anlamli olarak arttirdi, 10 ve 25 puM D-Carvone
palmitata bagli Nile red ile boyanmay1 anlamli olarak azaltti. Trigliserid ve Nile red ile
boyanma sonuglarimiz, D-Carvone’un AMLI12 hiicrelerinde palmitat ile olusturulan

yaglanmayi azalttigin1 gdstermektedir.
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Literatiirde palmitat uygulanan hepatositlerde oksidatif stresin arttigi bildirilmistir
(34,37,104). Noriyoshi Ogino ve ark (105), hem palmitat enjekte edilen farelerde hem de
yiiksek yagli diyetle beslenen farelerde karaciger HOI protein diizeylerinin arttigini
bildirmistir. Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda 1 mM palmitat uygulanan AMLI12
hiicrelerinde protein karbonil ve HO1 diizeyleri anlamli olarak artti. Bununla birlikte
calismamizda, D-Carvone, palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde 25 uM konsantrasyonda
protein karbonil diizeyini, 10 ve 25 puM konsantrasyonlarda da HOI1 diizeylerini anlamli
olarak azaltti. Bu bulgularimiz 1s18inda, D-Carvone’un palmitata bagli olusan oksidatif stresi
azalttigini, HO1 deki artis1 oksidatif stresi azaltarak engelledigini sOyleyebiliriz.

Palmitat ile olusturulan hepatotoksisitede palmitatin ATF4 ve NLRP3 diizeylerini
arttirdi@r bildirilmistir (36,98,102,104,106). Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda 1 mM
palmitat uygulanan AML12 hiicrelerinde ATF4 ve NLRP3 diizeyleri anlamli olarak artti.
Bununla birlikte calismamizda, 1 mM palmitat uygulanan AMLI12 hiicrelerinde 10 ve 25 uM
D-Carvone, ATF4 ve NLRP3 diizeylerini anlamli olarak azalttt. ATF4 ve NLRP3
sonuclarimiz, D-Carvone’un AMLI12 hiicrelerinde ER stresi ve inflamazom aktivasyonuna
kars1 koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak calismamiz, D-Carvone’un AMLI12 hiicrelerinde palmitat uygulamasina
bagl olarak artan sitotoksisiteyi, yaglanmayi, oksidatif stresi, ER stresini ve inflamazom
aktivasyonunu azalttigim1i  gosterdi. Bu ¢alisma ile, D-Carvone’un palmitata bagh

hepatotoksisite iizerine faydali etkileri oldugu ilk kez in-vitro olarak gosterilmistir.
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SONUCLAR

Palmitat ile hepatotoksisite olusturulan AML12 hiicrelerinde D-Carvone’un hiicre

canliligina, yaglanmaya, oksidatif strese, ER stresine ve inflamazom aktivasyonu iizerine

etkisini arastirmay1 amacladigimiz bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar sunlardir:

1.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 250
uM ve 500 uM D-Carvone hiicre canliligini kontrole gére anlamli olarak degistirmedi.
24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 250 uM ve 500 uM D-Carvone,
hiicre canliligini 10 uM ve 25 pM D-Carvone uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak
azaltt1.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 1000 uM D-Carvone hiicre
canliligini kontrole, 10 puM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM D-Carvone uygulanan
hiicrelere gore anlamli olarak azaltti.

24 saat boyunca AML12 hiicrelerine uygulanan tiim palmitat konsantrasyonlari, hiicre
canliligini kontrole gore anlamli olarak azaltt.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 0,75 mM palmitat hiicre canliligini
0,25 mM palmitat uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltt.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitat hiicre canliligin1 0,25
ve 0,5 mM palmitat uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltt1.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitat, tiim gruplarda hiicre
canliligin1 kontrole gére anlamli olarak azaltti.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 10 uM, 25
uM ve 50 uM D-Carvone, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelere gore hiicre canliligini

anlamli olarak arttirdi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

24 saat boyunca AML12 hiicrelerine 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 10 uM ve 25
uM D-Carvone, 1 mM palmitat ile birlikte 100 uM, 250 uM ve 500 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelere gore hiicre canliligini anlamli olarak arttirdi.

24 saat boyunca AML12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitat ve 1 mM palmitatla
birlikte uygulanan 100 pM, 250 pM, 500 puM D-Carvone trigliserid diizeylerini
kontrole gore anlamli olarak arttirdi.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 10 uM, 25
uM ve 50 uM D-Carvone trigliserid diizeylerini 1 mM palmitat uygulanan hiicrelere
gore anlamli olarak azaltt1.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 25 uM D-
Carvone trigliserid diizeylerini 1 mM palmitatla birlikte 250 uM D-Carvone
uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak azaltti.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 10 uM, 25
uM ve 50 uM D-Carvone trigliserid diizeylerini 1 mM palmitatla birlikte 500 pM D-
Carvone uygulanan hiicrelere gére anlamli olarak azaltti.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitat, tiim gruplarda Nile
red ile boyanmay1 kontrole gére anlamli olarak arttirdu.

24 saat boyunca AMLI2 hiicrelerine 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 10 uM ve 25
uM D-Carvone Nile red ile boyanmayr 1 mM palmitat uygulanan hiicrelere gore
anlamli olarak azaltti.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitat ve 1 mM palmitatla
birlikte uygulanan 10 uM D-Carvone, protein karbonil diizeyini kontrole gére anlaml
olarak arttird1.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 25 uM D-
Carvone, protein karbonil diizeylerini 1 mM palmitat uygulanan hiicrelere gore
anlamli olarak azaltti.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitat, HO1 diizeyini
kontrole gore anlamli olarak arttirda.

24 saat boyunca AML12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 10
uM ve 25 uM D-Carvone, HO1 diizeylerini 1 mM palmitat uygulanan hiicrelere gore
anlamli olarak azaltti.

24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitat, tiim gruplarda ATF4

diizeylerini kontrole gére anlamli olarak arttird1.
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21. 24 saat boyunca AML12 hiicrelerine 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 10 uM ve 25
uM D-Carvone, ATF4 diizeylerini 1 mM palmitat uygulanan hiicrelere goére anlaml
olarak azaltti.

22. 24 saat boyunca AMLI2 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitat, NLRP3 diizeyini
kontrole gére anlamli olarak arttirdu.

23. 24 saat boyunca AMLI12 hiicrelerine uygulanan 1 mM palmitatla birlikte uygulanan 10
uM ve 25 uM D-Carvone, NLRP3 diizeylerini 1 mM palmitat uygulanan hiicrelere
gore anlamli olarak azaltti.

Bu calisma ile palmitat ile hepatotoksisite olusturulan AMLI2 hiicrelerinde D-
Carvone’un, hiicre canliligini arttirirken, lipid birikimini, oksidatif stresi, endoplazmik

retikulum stresini ve inflamazom aktivasyonunu azalttigini gosterdik.
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OZET

Bu calismanin amaci, palmitat ile hepatotoksisite olusturulan AML12 hiicrelerinde D-
Carvone’un hiicre canliligina, yaglanmaya, oksidatif strese, endoplazmik retikulum stresine
ve inflamazom aktivasyonu tizerine etkisini aragtirmaktir.

AMLI12 hiicrelerine 24 saat siireyle tek bagmma D-Carvone ve palmitat ve 1 mM
palmitat ile birlikte D-Carvone uygulandi. Hiicre canliligi 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolyum bromiir testi ile 6l¢iildii. Hiicre i¢i lipid birikimi trigliserid diizeyi
Olctimii ile spektrofotometrik olarak ve Nile red boyama ile akim sitometrede 6l¢iildii. Protein
karbonil, hem oksijenaz 1, aktive edici transkripsiyon faktor 4 ve NOD benzeri reseptor ailesi
pirin domain igeren protein 3 diizeyleri western blot yontemiyle 6l¢iildii.

1 mM palmitat hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya ve trigliserid diizeylerinde
anlaml1 bir artisa yol agti. 10 uM, 25 uM ve 50 uM D-Carvone, 1 mM palmitat uygulanan
hiicrelerde, hiicre canliligin1 anlaml olarak arttirken, trigliserid diizeylerini anlamli olarak
azaltti. Bundan sonraki deneylerde, palmitata bagli hepatotoksisitede en etkili oldugu
gosterilen 10 uM ve 25 uM D-Carvone kullanildi. 1 mM palmitat AMLI12 hiicrelerinde Nile
red ile boyanmayi, protein karbonil, hem oksijenaz 1, aktive edici transkripsiyon faktor 4 ve
NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren protein 3 diizeylerini anlaml olarak arttirdi.
10 uM ve 25 pM D-Carvone, 1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde Nile red ile boyanmayi,
hem oksijenaz 1, aktive edici transkripsiyon faktdr 4 ve NOD benzeri reseptor ailesi pirin
domain igeren protein 3 diizeylerini anlamli olarak azaltti. Ayn1 zamanda 25 uM D-Carvone,

1 mM palmitat uygulanan hiicrelerde protein karbonil diizeylerini de anlamli olarak azaltti.
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Sonug olarak calismamiz, palmitat ile hepatotoksisite olusturulan AML12 hiicrelerinde
D-Carvone’un, hiicre canliligini arttirirken, lipid birikimini, oksidatif stresi, endoplazmik
retikulum stresini ve inflamazom aktivasyonunu azalttigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: palmitat, D-carvone, AML12, protein karbonil, oksidatif stres,

hem oksijenaz 1, endoplazmik retikulum stresi, inflamazom
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EFFECT OF D-CARVONE ON PALMITATE-INDUCED CELLULAR
HEPATOTOXICITY

SUMMARY

The aim of this study is to investigate the effect of D-Carvone on cell viability,
steatosis, oxidative stress, endoplasmic reticulum stress and inflammasome activation in
palmitate-induced hepatotoxicity in AML12 cells.

AML12 cells were treated with D-Carvone alone, palmitate alone and in combination
D-Carvone with 1 mM palmitate for 24 hours. Cell viability was measured by the 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide  test.  Intracellular lipid
accumulation was measured spectrophotometrically with triglyceride levels measurement, and
by flow cytometry with Nile red staining. Protein carbonyl, heme oxygenase 1, activating
transcription factor 4 and NOD-like receptor family pyrin domain-containing protein 3 levels
were measured by western blot method.

1 mM palmitate caused a significant decrease in cell viability and a significant
increase in triglyceride levels. 10 uM, 25 uM and 50 uM D-Carvone significantly decreased
triglyceride levels while increasing cell viability significantly in 1 mM palmitate-treated cells.
In subsequent experiments, 10 uM and 25 pM D-Carvone were used, which were shown to be
most effective in palmitate-induced hepatotoxicity. 1 mM palmitate significantly increased
staining with Nile red, protein carbonyl, heme oxygenase 1, activating transcription factor 4
and NOD-like receptor family pyrin domain-containing protein 3 in AML12 cells. 10 uM and

25 uM D-Carvone significantly reduced staining with Nile red, heme oxygenase 1, activating
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transcription factor 4 and NOD-like receptor family pyrin domain-containing protein 3 in 1
mM palmitate-treated cells. At the same time, 25 uM D-Carvone significantly reduced protein
carbonyl levels in cells treated with 1 mM palmitate.

In conclusion, our study showed that D-Carvone decreased lipid accumulation,
oxidative stress, endoplasmic reticulum stress and inflammasome activation while increasing
cell viability in palmitate-induced hepatotoxicity in AML12 cells.

Keywords: palmitate, D-carvone, AML12, protein carbonyl, oxidative stress, heme

oxygenase 1, endoplasmic reticulum stress, inflammasome
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