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SİMGE VE KISALTMALAR 

 

HDL : Yüksek dansiteli lipoprotein 

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

NAFLD : Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı 

PBS : Tuzlu fosfat tamponu 

PON : Paraoksonaz 

RA : Rosmarinik asit 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı (NAFLD), tüm dünyadaki görülme sıklığı 

yaklaşık %25 civarında olan en önemli sağlık sorunlarından biridir. NAFLD alkol kullanım 

alışkanlığı bulunmayan bireylerde, farklı derecelerde karaciğer yağlanması varlığı ile 

karakterize bir hastalıktır (1). NAFLD hastalarında hepatositlerin içine trigliserit infiltrasyonu 

artmaktadır (2). 16 karbonlu doymuş bir yağ asidi olan palmitat karaciğerde trigliseritlerin 

yapısında bulunur ve hem sağlıklı bireylerde hem de NAFLD hastalarının karaciğerlerinde en 

fazla bulunan yağ asitlerinden biridir (3). 

HepG2 hücreleri, insan kaynaklı hepatoma hücreleridir ve bu hücreler hepatositlere 

benzerlikleri sebebiyle serbest yağ asitleri ile deneysel NAFLD modeli oluşturmak için 

sıklıkla kullanılmaktadır. HepG2 hücrelerinde 1 mM palmitat ile oluşturulan yağlanmanın, 

karaciğerde yağ birikimine bağlı karaciğer hücresindeki akut ve toksik etkilerin 

araştırılmasında kullanılabilecek bir hücresel NAFLD modeli olduğu bildirmiştir (4).  

Rosmarinik asit (RA), doğada biberiye, adaçayı ve perilla biftek otu gibi bitkilerde 

bulunan, antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri gösterilmiş bir polifenoldür (5). 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı multisistemik bir hastalıktır ve metabolik 

sendrom ile ilişkilidir. Aynı zamanda NAFLD’nin ateroskleroz ile ilişkili olduğu da 

gösterilmiştir (6,2). Paraoksonaz (PON)1 ve PON3 dolaşımda yüksek dansiteli lipoprotein 

(HDL)’ye bağlı olarak bulunan antioksidan ve anti-aterojenik enzimlerdir ve her iki enzim de 

esas olarak karaciğerde sentez edilir (7). Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığında RA’nın 

yağlanma üzerine etkisini araştıran tek bir çalışma bulunmakla birlikte Balachander ve ark. 

(8), çalışmamızdan farklı olarak oleik asit ile oluşturulan kronik NAFLD modelinde, RA’nın
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hücre içi yağlanmayı azalttığını bildirmişlerdir. Ancak akut ve toksik NAFLD modeli olan 

palmitat ile oluşturulan NAFLD modelinde yağlanmaya ve hücre canlılığına etkisini araştıran 

bir çalışmaya rastlamadık. Aynı zamanda literatürde RA’nın PON1 ve PON3 enzimleri 

üzerine etkisini araştıran bir çalışma da bulunmamaktadır. 

Çalışmamızın amacı, palmitat ile deneysel NAFLD modeli oluşturulan HepG2 

hücrelerinde RA’nın, hücre canlılığına, yağlanmaya, PON1 ve PON3 protein düzeylerine 

etkisini araştırmaktır. 
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GENEL BİLGİLER 

 

NON-ALKOLİK YAĞLI KARACİĞER HASTALIĞI 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı görüntüleme yöntemleri veya histolojik olarak 

karaciğer yağlanmasının gösterildiği ancak bununla ilişkilendirilebilecek düzeyde bir alkol 

kullanım alışkanlığının bulunmadığı karaciğer yağlanmalarını tanımlamaktadır (1). Yağ 

birikimi ile karakterize basit karaciğer yağlanması, karaciğerde yağlanma ile birlikte 

inflamasyon ve balonlaşmanın görüldüğü non-alkolik steatohepatit ve karaciğer fibrozis ile 

seyreden siroz NAFLD’de görülebilen histopatolojik lezyonlardır (9). 

 

Etyopatogenezi 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı gelişim mekanizmalarında birbiri ile benzer iki 

hipotez ortaya atılmıştır (10,11). Çift vuruş hipotezinde primer olarak meydana gelen 

yağlanma ve buna bağlı olarak karaciğer hasarı, inflamasyon ve fibrozis geliştiği öne 

sürülmüştür (10). Çoklu vuruş hipotezinde ise yağ birikimi, oksidatif stres, inflamasyon, 

endoplazmik retikulum stresi, yağ dokusu disfonksiyonu, genetik faktörler ve barsak 

mikrobiyatası gibi birçok faktörün NAFLD gelişiminde rolü olduğu bildirilmektedir (11). 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı karaciğer parankiminde yüksek seviyede 

trigliserit ve serbest yağ asidi birikimiyle karakterizedir (12,13). NAFLD hastalarında 

özellikle yağ dokusundaki artmış lipoliz ve karaciğerde de novo yağ asidi sentezinin artması 

karaciğerde trigliserit birikimini arttırmaktadır (Şekil 1) (14). 
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Hem sağlıklı hem de non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı olan bireylerin 

karaciğerlerindeki trigliseritlerin yapısında en fazla bulunan yağ asitleri 16 karbonlu doymuş 

yağ asidi olan palmitat ve 18 karbonlu doymamış yağ asidi olan oleattır (3).  

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığında yağ birikimini azaltmak için karaciğer lipid 

oksidasyonu ile kompanzasyona uğraşır (15). Mitokondriyal disfonksiyon, demir 

metabolizması bozuklukları, barsak-karaciğer uygunsuz yanıtı, insulin direnci, endotel 

disfonksiyonu ve endoplazmik retikulum stresi, reaktif oksijen türlerini ve pro-oksidanları 

arttırıp antioksidanların ise azalmasına yol açarak oksidatif stresin oluşumunda rol oynar (16). 

Karaciğer hücreleri diğer sekretuvar hücreler gibi endoplazmik retikulumdan zengindir 

ve NAFLD’de endoplazmik retikulum stresi artar ve bu artış yağlanma, lipotoksisite, insülin 

direnci, inflamasyon ve apopitotik hücre ölümü ile ilişkilidir (17). 

 

ApoB100: Apolipoprotein B100; ER: Endoplazmik retikulum; VLDL: Çok düşük dansiteli lipoprotein. 

Şekil 1. Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığında karaciğerde yağlanma mekanizması 

(14) 

 

Artmış yağ asidi düzeyleri ve lipotoksisite, insülin direnci, periferik yağ dokusu 

disfonksiyonu ve barsak kaynaklı endotoksinler NAFLD’de inflasmasyonun gelişiminde rol 

oynayan başlıca faktörlerdir. İnflamasyon özellikle basit karaciğer yağlanmasından non-

SERBEST YAĞ ASİDİ ↑ 

TRİGLİSERİT ↑ 

YAĞ 
DAMLACIKLARI ↑ 

VLDL 
↑↓ 

ApoB100 
↑↓ 

(ER STRESİ) 

YAĞ ASİDİ 
OKSİDASYONU ↑↓ 

(OKSİDATİF STRES) 
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alkolik steatohepatit gelişimi için önemlidir ve ayrıca kronik inflamatuvar durum 

hepatoselüler karsinom gelişiminde rol oynabilir (18).  

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığında kronik karaciğer hasarının defektif onarımına 

bağlı fibrozis gelişir. Esas olarak hepatik stellat hücre kaynaklı miyofibroblast birikimi ve 

fibrogenesis ile karakterizedir (19).  

 

Görülme Sıklığı 

Gelişmiş toplumlarda ve batı tarzı diyet ile beslenen kişilerde daha çok görülen 

NAFLD’nin görülme sıklığı dünya genelinde yaklaşık % 25’tir ve görülme sıklığı giderek 

artmaktadır (20). Bu hastalığın, Amerikan toplumundaki görülme sıklığı erkeklerde %30-40, 

kadınlarda ise %10-20 olarak tespit edilmiştir (20,21). NAFLD hastalığının görülme sıklığı 

obez kişilerde artmakla birlikte %75 civarında olduğu bildirilmektedir (22). 

 

Klinik Bulgular ve Tanı 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalarının çoğu asemptomatiktir. Tanı genelde aşırı alkol 

tüketimi olmadığı durumlarda, karaciğer enzim yüksekliği ya da başka sebeple yapılan 

karaciğer görüntülemesiyle konmaktadır. NAFLD hastalarında halsizlik, yorgunluk ve üst 

kadranda rahatlıksızlık durumu mevcuttur, en sık yakınma sebepleri ise halsizliktir (23). 

Hastaların fizik muayenesinin çoğunda hepatomegaliye rastlanmaktadır (24).  

 

Risk Faktörleri ve Diğer Hastalıklarla İlişkisi  

Metabolik sendrom, obezite, tip 2 diyabet ve dislipidemi NAFLD için major risk 

faktörleri olarak bilinmektedir (20). Obezitede yaş ve diyabetten bağımsız olarak vücut kitle 

indeksi ile karaciğerdeki yağlanma derecesinin ilişkili olduğu gösterilmiştir (25,26). Aynı 

zamanda polikistik over sendromunun, hipotiroidinin, obstrüktif uyku apnesinin, 

hipopitüitarizmin, hipogonadismin ve pankreato-duodenal rezeksiyonun da NAFLD riskini 

arttırdığı bildirilmektedir (20).  

İnsülin direncine bağlı olarak hem karaciğere serbest yağ asidi girişinde artış hem de 

karaciğerin çok düşük dansiteli lipoprotein sekresyonunda azalma olması nedeniyle 

hepatositler içerisinde yağ birikimi artar. NAFLD hastalarının büyük çoğunluğunda insülin 

direnci de bulunmaktadır. Karaciğer hastalığı ilerledikce, hepatosit hasarı ve fibrozis 

artacağından insülinin karaciğer tarafından yıkımı da azaldığından, hem hiperinsülinemi 

görülür hem de insülin direnci artar (26).   
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Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, sadece karaciğer ile sınırlı bir hastalık gibi 

görünse de aslında birçok ekstrahepatik organ ve düzenleyici yolağın etkilendiği 

multisistemik bir hastalıktır (2,21). NAFLD’de karaciğerden başka en çok etkilenen dokular 

kan damarları, kalp ve böbrektir.  

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, aterojenik dislipidemi için bağımsız risk 

faktörüdür ve NAFLD’nin ateroskleroz ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (2,6). NAFLD 

hastalarında en sık görülen ölüm nedeni karaciğer hastalıklarından çok kardiyovasküler 

hastalıklara bağlı olarak ortaya çıkmaktadır (27). 

 

Tedavi 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalarında, yaşam değişikliklerinden bariatrik cerrahiye 

kadar farklı tedavi yaklaşımları bulunmakla birlikte ilk tedavi seçeneği olarak diyet ve 

egzersiz önerilmektedir (28). İnsülin duyarlılığını arttıran ilaçlar, vitamin E, pentoxifylline ve 

lipid düşürücü ilaçlar da tedavide kullanılabilmekle birlikte halen yeni ve güncel tedavi 

yaklaşımlarına ihtiyaç vardır (1). 

 

  PALMİTATLA OLUŞTURULAN DENEYSEL NON-ALKOLİK YAĞLI 

KARACİĞER HASTALIĞI MODELİ  

HepG2 hücreleri ticari olarak satılan insan kaynaklı karaciğer hepatoma hücreleridir. 

HepG2 hücreleri birçok yönden biyolojik olarak hepatositlere benzemektedir ve bu hücreler 

karaciğer protein sentezinin araştırılması için uygun hücrelerdir (29). NAFLD hastalığının 

araştırılmasında; palmitat ve oleik asit ile oluşturulan yağlanma modelleri kullanılmaktadır 

(4,30-33). Gomez-Lechon ve ark. (4), hem primer insan hepatositleri hem de HepG2 hücreleri 

kullanarak yaptığı çalışma sonucunda; HepG2 hücresinin deneysel yağlanma modellerinde 

primer insan hepatositleri ile benzer davranışlar gösterdiğini, HepG2 hücrelerinde palmitat ile 

oluşturulan yağlanma modelinin karaciğerde yağ birikimine bağlı karaciğer hücresindeki akut 

ve toksik etkilerin araştırılmasında, oleat ve palmitat karışımı (oleat/palmitat 2:1 oranında) ile 

oluşturulan yağlanma modelinin ise kronik karaciğer yağlanmasının etkilerinin 

araştırılmasında kullanılabilecek hücresel NAFLD modelleri olduğunu ve tek başına palmitat 

ile oluşturulan NAFLD modelinin daha sitotoksik olduğunu bildirilmiştir. 
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ROSMARİNİK ASİT 

Rosmarinik asit, L-fenilalanin ve L-tirozin aminoasitlerinden sentezlenen kafeik asitin 

ve 3,4 dihidroksifenillaktik asitin esteri fenolik asittir (Şekil 2) (34). RA, birçok bitkide 

bulunan doğal bir madde olmakla birlikte biberiye, adaçayı ve perilla biftek otu en fazla 

oranda bulunduğu bitkilerdendir (5). 

Rosmarinik asidin antioksidan, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuvar, anti-kanser, 

hepatoprotektif ve kardiyoprotektif etkileri olduğu gösterilmiştir (35). Bununla birlikte 

RA’nın antitrombotik ve böbrek hücrelerini koruyucu etkisi olduğu bildirilmiştir (36,37). 

 

 

Şekil 2. Rosmarinik asidin kimyasal yapısı (38) 

 

Ağız yoluyla alınan RA barsaklardan emilerek kan yoluyla esas olarak böbrek, 

akciğer, dalak, kalp ve karaciğer olmak üzere ayrıca beyin, deri, kas ve kemik dokulara da 

dağılır, karaciğer tarafından metabolize edilerek böbrekler yoluyla vücuttan atılır (35). 

Rosmarinik asit reaktif oksijen ve nitrojen türlerini ve peroksinitriti temizleyerek 

antioksidan etki gösterir (35). Yapılan in vitro çalışmalarda RA antioksidan etkisinin 

quercetin ile kıyaslanabilecek düzeyde olduğu, HepG2 hücre hattında tert-butil hidroperoksit 

ile oluşturulan oksidatif hasara karşı koruyucu etkisinin olduğu (39) ve L02 hepatosit hücre 

hattında hidrojen peroksit ile oluşturulan hücre hasarına karşı koruyucu etkisinin olduğu 

bildirilmiştir (40). 
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Rosmarinik asit, lipoksijenazları ve siklooksijenazları inhibe ederek anti-inflamatuar 

etki gösterir. Ayrıca hücresel yollar ve pro-inflamatuar sitokinler üzerine güçlü bir inhibe 

edici etkiye sahiptir (41). RA’nın mevsimsel alerjik rinitte reaktif oksijen türlerini ve 

inflamatuvar yanıtı azaltarak etkili olduğu görülmüştür (42). 

Rosmarinik asidin aynı zamanda gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karşı 

antimikrobiyal etkisi de vardır (43) ve kardiyoprotektif etkisi olduğuna dair deneysel 

çalışmalar da bulunmaktadır (35).  

 

PARAOKSONAZLAR 

 İnsanlarda 7. kromozomda tanımlanabilen PON enzim ailesinin; PON1, PON2 ve 

PON3 olmak üzere üç üyesi vardır. Bu üç proteinin aminoasit kalıntısı arasında en az %60 

benzerlik bulunmaktadır. İlk olarak organofosfatlardan biri olan paraoksonun PON1 

tarafından hidroliz edildiğinin saptanması nedeniyle bu enzim ailesine PON adı verilmiştir. 

PON enzimleri organofosfat hidrolizi yaptıkları için A tipi esterazlardır (44, 45). 

PON1 ve PON3 enzimleri karaciğer ve böbrekte sentezlenirken, PON2 enzimi ise 

neredeyse tüm dokularda sentezlenmektedir ve tüm PON enzimleri en fazla miktarda 

karaciğerde sentezlenmektedir. PON2 enzimi hücre içi bir enzim iken, PON1 ve PON3 

dolaşıma geçerek HDL yapısında taşınmaktadır. PON enzimlerinin tümü antioksidan 

özelliktedir, inflamasyona karşı savaşırlar ve anti-aterojenik özellik gösterdikleri 

gösterilmiştir (7). Bu açıdan dolaşımda HDL yapısında bulunan PON1 ve PON3’ün HDL’nin 

antioksidan ve anti-aterojenik etkilerinden sorumlu enzimlerdendir. PON1 dolaşımda HDL, 

LDL ve makrofajları oksidasyondan korur, lipid peroksidasyonunu engeller (46). PON3  

enziminin de okside LDL oluşumunu azalttığı gösterilmiştir. (47). 

Paraoksonaz 1 ve PON3 enzimleri birçok yönden ortak özelliklere sahip olsa da farklı 

aktivitelere sahiptirler. PON1 enzimi paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi gösterirken, PON3 

enziminin ise arilesteraz aktivitesi çok düşük düzeyde ve paraoksonaz aktivitesi ise yoktur. 

Bununla birlikte tüm PON enzimlerinin birer laktonaz olduğu da gösterilmiştir (48). PON1 ve 

PON3 enzimleri arasındaki bir diğer farklılık da gen ve protein ekspresyonlarının 

düzenlenmesindeki farklılıklardır. PON1 enzimi okside lipidler tarafından düzenlenirken, 

PON3 enziminin ise düzenlenmediği gösterilmiştir (47). Aynı zamanda farklı farmakolojik 

maddeler tarafından gen ve protein ekspresyonlarının farklı şekilde düzenlendiği de 

gösterilmiştir (49). 
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Ateroskleroz ve koroner kalp hastalıkları başta olmak üzere diabetes mellitus ve 

komplikasyonları, karaciğer hastalıkları, inflamatuvar barsak hastalıkları, metabolik sendrom, 

obezite, kanser ve yaşlanma gibi birçok önemli hastalıkla PON enzimleri arasında ilişkisi 

bulunmuştur (50).  
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

Bu çalışma Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Dekanlığı Bilimsel Araştırmalar Etik 

Kurulu tarafından 29.03.2017 tarihinde TÜTF-BAEK 2017/95 protokol kodu ve 06/05 karar 

no ile onaylandı (Ek 1). Trigliserit ölçümleri için Trakya Üniversitesi Sağlık Araştırma ve 

Uygulama Merkezi Merkez Laboratuvarı Biyokimya Birimi’nden hizmet satın alındı. Western 

blotting yönteminde kemilüminesans görüntüleme, Trakya Üniversitesi Teknoloji Araştırma 

ve Geliştirme Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden hizmet satın alınarak yapıldı. Diğer tüm 

deneyler Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı 

Laboratuvarları’nda yapıldı. 

 

DENEYLERDE KULLANILAN KİMYASAL MADDELER 

Eagle'ın minimum esansiyel mediumu fenol red içeren (Wisent) 

Eagle'ın minimum esansiyel mediumu fenol red içermeyen (Wisent) 

Fetal Sığır Serumu (Thermo) 

Antibiyotik-Antimikotik (Thermo) 

% 0.25 Tripsin-EDTA solüsyonu (Thermo) 

RA (Sigma) 

3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromür (MTT) (Sigma) 

Tuzlu fosfat tamponu (PBS) tablet (Thermo) 

Dimetil sülfoksit (Sigma) 

Glisin (Sigma) 

Sodyum klorür (Sigma)   
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Sodyum hidroksit (Sigma) 

Sodyum palmitat (Sigma) 

Sığır serum albumini-yağ asidi içermeyen (GoldBio) 

Radyoimmünopresipitasyon lizis tamponu (Santa Cruz) 

Triton X-100 (Sigma) 

Proteaz inhibitör kokteyli (Sigma) 

Bakır sülfat (Sigma) 

Folin ayıracı (Merck) 

Oil Red O (Sigma) 

Paraformaldehit (Sigma) 

İsopropanol (Honeywell) 

Akrilamid (Merck) 

N,N-Metilenbis-akrilamid (Merck) 

N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (Sigma) 

2-merkaptoetanol (Sigma) 

Amonyum persülfat (Sigma) 

Sodyum dodesil sülfat (Sigma) 

Bromofenol blue (Merck) 

Gliserol (Sigma) 

Tween 20 (Sigma) 

Trizma Base (Sigma) 

Yağsız süt tozu (Sigma) 

Metanol (Merck) 

Pre-stained Protein Standard (Thermo) 

Magicmark XP Western Protein Standard (Thermo) 

Poliviniliden diflorid membran (Bio-Rad) 

PON1 primer antikoru (Abcam) 

PON3 primer antikoru (Abcam) 

Sekonder antikor (Abcam) 

Kemilüminesans substrat (Thermo) 

 

ANALİZLERDE KULLANILAN CİHAZLAR VE SARF MALZEMELER 

Biyogüvenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020) 
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Karbondioksitli inkübatör (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371) 

Faz kontrast invert mikroskop (Olympus CKX 53) 

Sıvı azot tankı (Air Liquide GT21) 

Mikrobiyolojik inkübatör (Thermo Scientific Heratherm IMC-18) 

Santrifüjler (DLAB DM0412), (Nüve NF048), (Heraeus multifuge 3 S-R) 

Isıtmalı manyetik karıştırıcı (Daihan Scientific WiseStir) 

Homojenizatör (Next Advance Bullet Blender Storm) 

Mikroplaka okuyucu (Biotek µQuant) 

Dikey elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Omnipage Mini Vertical System) 

Western blotting sistemi (Cleaver Scientific Semi Dry Blotter) 

Güç kaynağı (Cleaver Scientific) 

Çalkalayıcı (Cleaver Scientific CW23) 

-80 °C derin dondurucu (Heraeus HERAfreeze) 

Biyokimya otoanalizörü (Beckman Coulter AU5800) 

Kemilüminesans görüntüleme sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System) 

Mikroskop görüntü yansıtıcı (Isolab 613.31.001) 

Hassas terazi (Sartorius) 

Vorteks (VELP) 

pH metre (Inolab) 

Su banyosu (GFL 1083) 

Otomatik pipetler (Eppendorf) 

75 cm2 flask (Nest) 

25 cm2 flask (Nest) 

6 kuyucuklu plaka (SPL) 

96 kuyucuklu plaka (SPL) 

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

Steril otomatik pipet uçları (Isolab) 

Steril şırınga filtre (Biosorfa) 

Hücre kazıyıcı (Biosorfa) 

Steril santrifüj tüpü 15 ve 50 ml (Isolab) 

Beher (Isolab) 

Balon joje (Isolab) 

Mezür (Isolab) 
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TEMEL HÜCRE KÜLTÜRÜ UYGULAMALARI 

Bu çalışmada kullanılan HepG2 hücreleri Doktor Öğretim Üyesi Gülben Sayılan 

Özgün tarafından temin edildi. Hücreler ticari satıcısı olan American Type Culture Collection 

tarafından da önerilen koşullar olan %10 fetal sığır serumu içeren Eagle'ın minimum 

esansiyel mediumu ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de inkübatörde yaşatıldı (51). Ayrıca 

hücrelerin mediumuna mikroorganizmaların üremesini engellemek için %1 antibiyotik-

antimikotik eklendi. Hücrelere tüm uygulamalar yatay hava akışlı biyogüvenlik kabini 

içerisinde yapıldı. Deneylerde 10-20 hücre pasajları kullanıldı. Hücreler 75 cm2 flasklarda 

çoğaltıldı. Hücrelerin haftada iki kez mediumu değiştirildi ve %90 hücre yoğunluğuna 

ulaşıldığında 1:4 veya 1:6 oranında pasajlandı. 

 

ROSMARİNİK ASİTİN HEPG2 HÜCRELERİNDE HÜCRE CANLILIĞINA 

ETKİSİ 

Rosmarinik asitin HepG2 hücrelerinde hücre canlılığına etkisi MTT testi ile gösterildi 

(52,53). 96 kuyucuklu plakalara 104 hücre ekildi. RA mediumda çözüldü ve hücreler 24 saat 

boyunca 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 µM konsantrasyonlarda RA ile inkübe 

edildi. 24 saat sonra medium alınarak yerine 10 µl PBS içerisinde çözülmüş MTT (5 mg/mL) 

ve 100 µl fenol red içermeyen Eagle'ın minimum esansiyel mediumu konuldu ve 4 saat 

inkübe edildi. MTT içeren medyum alınarak oluşan formazan 200 µl dimetil sülfoksit ve 25 

µl Sorenson tamponu (0.1 M glisin ve 0.1 M sodyum klorür; 0.1 M sodyum hidroksit ile 

pH:10.5’e ayarlandı) ile çözüldü ve oluşan renk mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik 

olarak 570/630 nm’de ölçüldü. Ölçülen absorbanslar aynı plakadaki kontrol grubunun 

ortalamasına bölünürek, sonuçlar kontrol grubunun yüzdesi olarak verildi. 

 

PALMİTAT İLE HEPG2 HÜCRELERİNDE YAĞLANMA OLUŞTURULMASI 

Yağlanma oluşturmak için HepG2 hücreleri 1 mM palmitat ile 24 saat inkübe edildi. 

(4,54-56). Sodyum palmitat steril su ile 70 °C’de çözüldü (32,57) ve insan serum 

konsantrasyonları ile benzer konsanstrasyonda, mediumda çözülmüş, 0.7 mM yağ asidi 

içermeyen sığır serum albumini ile en az 3 saat konjuge edilerek (31) hücrelere 24 saat 

süreyle uygulandı. Kontrol grubuna ise sadece 0.7 mM albumin içeren medium uygulandı. 
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PALMİTAT İLE YAĞLANMA OLUŞTURULAN HEPG2 HÜCRELERİNDE 

ROSMARİNİK ASİTİN HÜCRE CANLILIĞINA ETKİSİNİN GÖSTERİLMESİ 

HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulandığında kontrol grubuna göre %80 ve üzeri 

hücre canlılığının görüldüğü 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 µM RA konsantrasyonları 1 mM 

palmitat ile aynı anda hücrelere uygulandı. RA’nın palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 

hücrelerinde, hücre canliliğina etkisi yukarıda anlatıldığı şekilde MTT hücre canlılık testi ile 

gösterildi (52,53). 

 

ROSMARİNİK ASİTİN HÜCRE İÇİ YAĞLANMAYA ETKİSİNİN 

GÖSTERİLMESİ 

Trigliserit Ölçümü 

Trigliserit ölçümleri için hücreler 25 cm2 flasklara ekildi. HepG2 hücrelerine 24 saat 

süreyle uygulandığında kontrol grubuna göre %80 ve üzeri hücre canlılığının görüldüğü 5, 10, 

25, 50, 100 ve 200 µM RA konsantrasyonları 1 mM palmitat ile aynı anda hücrelere 

uygulandı. Deneysel prosedür sonrası PBS ile yıkanan hücreler, daha sonra %1 proteaz 

inhibitörü ve %0.1 Triton X-100 içeren PBS tamponu ile kazındı. Cam bilyeler kullanılarak 

homojenize edildikten sonra homojenat 10.000 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Üst kısımdaki 

süpernatant deneylerde kullanıldı. Hücre içi trigliserit düzeyleri otoanalizörün orijinal kitleri 

kullanılarak ölçüldü. Lowry ve ark. (58) yöntemine göre protein ölçümü yapılarak sonuçlar 

proteine oranlandı ve kontrol grubunun ortalamasına oranlanarak kontrol grubunun katı olarak 

verildi. 

 

Oil Red O Boyama 

Oil Red O ile boyama için hücreler 6 kuyucuklu plakalara ekildi. HepG2 hücrelerine 

24 saat süreyle uygulandığında kontrol grubuna göre %80 ve üzeri hücre canlılığının 

görüldüğü 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 µM RA konsantrasyonları 1 mM palmitat ile aynı anda 

hücrelere uygulandı. 24 saat sonunda hücreler PBS ile yıkandı, %10 paraformaldehit ile fikse 

edildi. Fiksasyon sonrası %60 isopropanol ile yıkanıp %60 isopropanol içeren oil red O (stok 

%0.35 (w/v) oil red O %100 isopropanolda çözünen) ile inkübe edildi ve distile su ile 

yıkanarak faz kontrast invert mikroskobu altında mikroskop görüntü yansıtıcı kullanılarak 

fotoğraflandı  (56).  
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ROSMARİNİK ASİTİN HEM UYGULAMA YAPILMAMIŞ HEM DE 

PALMİTAT İLE YAĞLANMA OLUŞTURULAN HEPG2 HÜCRELERİNDE 

PARAOKSONAZ-1 VE PARAOKSONAZ-3 PROTEİN EKSPRESYONUNA 

ETKİLERİNİN GÖSTERİLMESİ 

Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde, hücre canlılığının azalmasını 

ve hücre içi trigliserit düzeylerinin artışını en fazla önleyen 100 ve 200 µM RA 

konsantrasyonlarının hem yağlanma oluşturarak hem de yağlanma oluşturmadan PON1 ve 

PON3 protein ekspresyonlarına etkileri incelendi. Protein ekspresyonu deneyleri için hücreler 

75 cm2 flasklara ekildi. Deneysel prosedür sonrası PBS ile yıkanan hücreler, ticari 

radyoimmünopresipitasyon lizis tamponu ile birlikte verilen proteaz inhibitör kokteyli, fenil 

metil sulfonil florid ve sodyum ortovanadat çözeltilerinden %1 içeren 

radyoimmünopresipitasyon lizis tamponu ile kazındı. Cam bilyeler kullanılarak homojenize 

edildikten sonra homojenat 10.000 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Üst kısımdaki süpernatant 

deneylerde kullanıldı. Protein ölçümü Lowry ve ark.(58) yöntemine göre yapıldı. Laemmli 

yöntemine (59) göre %4-12 poliakrilamid jel hazırlanarak, 20 µg protein dikey sodyum 

dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrıldı. Jeller yarı ıslak aktarım sistemi ile 

poliviniliden diflorid membrana aktarıldı. Membranlar %5 süt tozu ile 1 saat bloklandı, 

primer antikorlar (PON1 ve PON3 için 1:1000, Tübülin 1:10000 dilüsyon) ile gece boyu 4 

°C’de inkübe edildi. Ardından 1 saat sekonder antikor (1:10000 dilüsyon) ile inkübe edilen 

antikorlar, kemilüminesans substrat kullanılarak görüntülendi. Her bir protein için band 

yoğunluğu Image J programı kullanılarak hesaplandı (60). PON1 ve PON3 proteinleri aynı 

numunenin yükleme kontrolü olarak kullanılan tübülin protein düzeyine oranlandı ve sonuçlar 

aynı membrandaki kontrole oranlanarak kontrolün katı olarak verildi. 

 

İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME 

İstatistiksel analizler SPSS 20 programı (Lisans no: 10240642) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Deney parametrelerinin karşılaştırılması için Tek Yönlü Varyans Analizi ve 

gruplar arası karşılaştırma için Tukey ve Tamhane testleri kullanıldı. Sonuçlar 

ortalama±standart sapma (Ort±SS) olarak ifade edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 
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BULGULAR 

 

Rosmarinik asidin HepG2 hücrelerinde hücre canlılığına etkisi Şekil 3’de 

görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle RA uygulanması sonrası hücre canlılıkları; 

kontrol grubunda %100±3, 5 µM RA uygulanan hücrelerde %96±6, 10 µM RA uygulanan 

hücrelerde %106±8, 25 µM RA uygulanan hücrelerde %107±6, 50 µM RA uygulanan 

hücrelerde %122±9, 100 µM RA uygulanan hücrelerde %131±8, 200 µM RA uygulanan 

hücrelerde %119±8, 300 µM RA uygulanan hücrelerde %77±7, 400 µM RA uygulanan 

hücrelerde %73±5 ve 500 µM RA uygulanan hücrelerde %68±6 bulundu. 

5, 10 ve 25 µM RA hücre canlılığını kontrole göre anlamlı olarak değiştirmedi (tümü 

için p>0.05). 50, 100 ve 200 µM RA hücre canlılığını kontrole, 5, 10 ve 25 µM RA’ya göre 

anlamlı olarak arttırdı (tümü için p<0.05). 200 µM RA hücre canlılığını 100 µM RA göre 

anlamlı olarak azalttı (p<0.05). 300, 400 ve 500 µM RA hücre canlılığını kontrole, 5, 10, 25, 

50, 100 ve 200 µM RA’ya göre anlamlı olarak azalttı (tümü için p<0.05). 
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Şekil 3. Rosmarinik asidin HepG2 hücrelerinde hücre canlılığına etkisi 
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Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde RA’nın hücre canlılığına etkisi 

Şekil 4’de görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası hücre 

canlılıkları; kontrol grubunda %100±6, sadece 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde %54±4; 

1 mM palmitat ile birlikte 5 µM RA uygulanan hücrelerde %54±6, 10 µM RA uygulanan 

hücrelerde %55±6, 25 µM RA uygulanan hücrelerde %59±6, 50 µM RA uygulanan 

hücrelerde %66±6, 100 µM RA uygulanan hücrelerde %75±7 ve 200 µM RA uygulanan 

hücrelerde %83±5 bulundu. 

 

 

Şekil 4. Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde rosmarinik asidin 

hücre canlılığına etkisi 

 

1 mM palmitat uygulanan tüm hücrelerde hücre canlılığı kontrole göre anlamlı olarak 

azaldı (tümü için p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 50 µM RA uygulaması, hücre canlılığını 

sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5 ve 10 µM RA uygulamalarına göre 

anlamlı olarak arttırdı (tümü için p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 100 µM RA uygulaması, 

hücre canlılığını sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5, 10 ve 25 µM RA 

uygulamalarına göre anlamlı olarak arttırdı (tümü için p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 200 
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µM RA uygulaması, hücre canlılığını sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5, 

10, 25 ve 50 µM RA uygulamalarına göre anlamlı olarak arttırdı (tümü için p<0.05). 

Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde RA’nın trigliserit düzeylerine 

etkisi Şekil 5’de görülmektedir ve sonuçlar kontrol grubunun ortalamasına oranlanarak 

kontrolün katı şeklinde verildi. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası 

düzeyleri; kontrol grubunda 1.00±0.07, sadece 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde 

2.54±0.06; 1 mM palmitat ile birlikte 5 µM RA uygulanan hücrelerde 2.55±0.04, 10 µM RA 

uygulanan hücrelerde 2.47±0.12, 25 µM RA uygulanan hücrelerde 2.44±0.15, 50 µM RA 

uygulanan hücrelerde 2.27±0.05, 100 µM RA uygulanan hücrelerde 1.94±0.17 ve 200 µM RA 

uygulanan hücrelerde 1.77±0.27 bulundu. 

 

 

Şekil 5. Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde rosmarinik asidin 

trigliserit düzeylerine etkisi 

 

1 mM palmitat uygulanan tüm hücrelerde trigliserit düzeyleri kontrole göre anlamlı 

olarak arttı (tümü için p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 50 µM RA uygulaması, trigliserit 

düzeylerini sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5 µM RA uygulamalarına 

göre anlamlı olarak azalttı (her ikisi için p<0.05). 1 mM palmitat ile birlikte 100 µM RA 
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uygulaması, trigliserit düzeylerini sadece 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile birlikte 5, 10 

ve 25 µM RA uygulamalarına göre anlamlı olarak azalttı (tümü için p<0.05). 1 mM palmitat 

ile birlikte 200 µM RA uygulaması, trigliserit düzeylerini sadece 1 mM palmitat ve 1 mM 

palmitat ile birlikte 5, 10 ve 25 µM RA uygulamalarına göre anlamlı olarak azalttı (tümü için 

p<0.05). 

Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde RA’nın yağlanma üzerine 

etkisi mikroskopik olarak oil red O boyama ile incelendi ve mikroskopi resimleri Şekil 6’da 

görülmektedir. 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde oil red O ile boyanma kontrole göre fazla 

olduğu görüldü. 1 mM palmitat ile birlikte uygulanan RA konsantrasyonlarının oil red O ile 

boyanmayı azalttığı ve bu azalmanın özellikle yüksek konsantrasyonlarda daha belirgin 

olduğu görüldü. 
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Şekil 6. Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde rosmarinik asidin yağlanma üzerine etkisi (Oil Red O boyama, 

400X büyütme)  
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Rosmarinik asidin HepG2 hücrelerinde PON1 ve PON3 düzeylerine etkisi Şekil 7’de 

görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası PON1 protein düzeyleri; 

100 µM RA uygulanan hücrelerde kontrolün 1.11±0.13 katı, 200 µM RA uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1.07±0.07 katı olarak bulundu. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle 

uygulama sonrası PON3 protein düzeyleri; 100 µM RA uygulanan hücrelerde kontrolün 

1.12±0.16 katı, 200 µM RA uygulanan hücrelerde ise kontrolün 1.25±0.28 katı olarak 

bulundu. 100 µM ve 200 µM RA uygulanan ve kontrol hücreleri arasında PON1 ve PON3 

düzeyleri açısından anlamlı fark yoktu (tümü için p>0.05). 

 

 

PON: Paraoksonaz. 

Şekil 7. Rosmarinik asidin HepG2 hücrelerinde paraoksonaz 1 ve 3 düzeylerine 

etkisi 

 

Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde rosmarinik asidin PON1 ve 

PON3 protein düzeylerine etkisi Şekil 8’de görülmektedir. PON1 düzeyleri, sadece 1 mM 

palmitat uygulanan hücrelerde kontrolün 0.94±0.05 katı; 1 mM palmitat ile birlikte 100 µM 

RA uygulanan hücrelerde kontrolün 1.01±0.10 katı ve 200 µM RA uygulanan hücrelerde 

kontrolün 0.92±0.05 katı bulundu. PON3 düzeyleri ise, sadece 1 mM palmitat uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1.03±0.11 katı; 1 mM palmitat ile birlikte 100 µM RA uygulanan 

hücrelerde kontrolün 0.95±0.08 katı ve 200 µM RA uygulanan hücrelerde kontrolün 

1.04±0.17 katı bulundu. 1 mM palmitat, 1 mM palmitat ile birlikte 100 µM ve 200 µM RA 
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uygulanan ve kontrol hücreleri arasında PON1 ve PON3 protein düzeyleri açısından anlamlı 

fark yoktu (tümü için p>0.05).  

 

 

PON: Paraoksonaz. 

Şekil 8. Palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde rosmarinik asidin 

paraoksonaz 1 ve 3 düzeylerine etkisi 

 

 Çalışmada elde edilen tüm hücre canlılığı, trigliserit düzeyleri, PON1 protein düzeyi 

ve PON3 protein düzeyi sonuçları Tablo 1’de verilmiştir. 
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Tablo 1. Çalışmada elde edilen tüm sonuçlar 

 KONTROL 5 µM RA 10 µM RA 25 µM RA 50 µM RA 100 µM RA 200 µM RA 300 µM RA 400 µM RA 500 µM RA 

HÜCRE 

CANLILIĞI 
(% KONTROL) 

 

R
A

’n
ın

 h
ü

c
r
e 

c
a

n
lı

lı
ğ

n
a

 e
tk

is
i 1 95,46 84,61 93,44 95,71 106,98 115,64 111,80 64,85 67,58 59,71 

2 96,22 90,33 99,83 101,60 114,38 125,06 112,00 71,27 68,13 61,14 
3 98,07 94,95 104,12 106,81 118,92 127,25 114,19 75,24 68,47 62,83 
4 100,08 95,54 105,72 107,15 121,36 129,02 114,94 77,90 70,25 68,71 
5 100,76 97,31 106,64 108,16 123,13 133,56 116,78 78,86 72,64 69,55 
6 102,02 100,00 106,98 108,58 123,72 135,07 120,82 81,59 76,60 70,23 
7 103,20 102,19 109,92 110,26 129,18 139,95 129,63 82,96 78,65 73,51 
8 104,21 104,63 120,52 117,07 137,17 141,55 134,14 87,13 80,09 75,02 

         KONTROL 1 mM palmitat 
1 mM palmitat + 

5 µM RA 

 

1 mM palmitat + 

10 µM RA 

1 mM palmitat + 

25 µM RA 

1 mM palmitat + 

50 µM RA 

1 mM palmitat + 

100 µM RA 

1 mM palmitat + 

200 µM RA 

R
A

’n
ın

 

p
a

lm
it

a
t 

il
e
 

y
a
ğ

la
n

m
a

d
a

 

h
ü

c
r
e
 c

a
n

lı
lı

ğ
n

a
 

e
tk

is
i 

1 89,60 47,99 46,59 48,37 48,12 60,24 64,45 72,11 
2 93,43 50,41 48,12 48,88 52,33 61,39 70,45 79,77 
3 98,53 51,56 48,37 49,65 54,88 62,67 71,22 82,32 
4 100,06 52,84 52,46 55,26 59,35 64,84 74,41 82,71 
5 100,32 55,78 54,50 56,80 60,11 65,35 75,05 85,39 
6 102,74 56,67 59,99 57,31 61,39 67,52 79,26 86,28 
7 106,06 57,31 60,11 61,01 65,35 72,24 81,94 86,92 
8 109,25 58,97 63,94 63,31 66,75 76,83 85,26 88,07 

           

TRİGLİSERİT DÜZEYLERİ 

(KONTROLÜN KATI) 

 KONTROL 1 mM palmitat 
1 mM palmitat + 

5 µM RA 

 

1 mM palmitat + 

10  µM RA 

1 mM palmitat + 

25 µM RA 

1 mM palmitat + 

50 µM RA 

1 mM palmitat + 

100 µM RA 

1 mM palmitat + 

200 µM RA 

1 0,93 2,51 2,58 2,34 2,34 2,20 2,05 1,41 
2 0,93 2,45 2,58 2,40 2,29 2,25 2,11 1,46 
3 0,98 2,51 2,52 2,60 2,29 2,25 2,11 1,89 
4 1,04 2,54 2,55 2,65 2,53 2,33 1,76 1,89 
5 1,04 2,60 2,49 2,39 2,59 2,27 1,76 1,94 
6 1,10 2,60 2,55 2,45 2,59 2,33 1,86 2,05 

           

PON1 PROTEİN 

DÜZEYİ 

(KONTROLÜN KATI) 

R
A

’n
ın

 

e
tk

is
i 

 KONTROL 100 µM RA 200 µM RA 
1 1,00 0,94 1,17 
2 1,00 1,18 1,00 
3 1,00 1,23 1,04 
4 1,00 1,10 1,08 

          

R
A

’n
ın

 

p
a
lm

it
a

t 
il

e
 

y
a
ğ
la

n
m

a
d

a
 

e
tk

is
i 

 KONTROL 1 mM palmitat 
1 mM palmitat + 

100 µM RA 

1 mM palmitat + 

200 µM RA 

1 1,00 0,89 0,91 0,86 
2 1,00 0,95 0,99 0,96 
3 1,00 1,01 1,15 0,95 
4 1,00 0,93 0,99 0,91 

           

PON3 PROTEİN 

DÜZEYİ 

(KONTROLÜN KATI) 

R
A

’n
ın

 

e
tk

is
i 

 KONTROL 100 µM RA 200 µM RA 
1 1,00 1,08 0,93 
2 1,00 1,29 1,53 
3 1,00 0,91 1,10 
4 1,00 1,20 1,44 

          

R
A

’n
ın

 

p
a

lm
it

a
t 

il
e
 

y
a

ğ
la

n
m

a
d

a
 

e
tk

is
i 

 KONTROL 1 mM palmitat 
1 mM palmitat + 

100 µM RA 

1 mM palmitat + 

200 µM RA 

1 1,00 1,07 0,93 0,97 
2 1,00 1,09 1,05 0,86 
3 1,00 1,11 0,87 1,25 
4 1,00 0,87 0,93 1,06 

       RA: Rosmarinik asit; PON: Paraoksonaz. 
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TARTIŞMA 

 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, tüm dünyada yaklaşık olarak dört kişiden birinde 

görülen ve sıklığı gittikçe artan önemli bir sağlık sorunudur (20). NAFLD, sadece karaciğer 

ile sınırlı bir hastalık gibi görünse de aslında birçok ekstrahepatik organ ve düzenleyici 

yolağın etkilendiği multisistemik bir hastalıktır ve metabolik sendrom ile ilişkilidir. NAFLD; 

diabetes mellitus, kalp ve böbrek hastalıkları riskini arttırır (2,21). Aynı zamanda NAFLD, 

aterojenik dislipidemi için bağımsız risk faktörüdür ve ateroskleroz ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (2,6).  

Hem Dünya Gastroentroloji Örgütü hem de Amerikan Gastroenteroloji Derneği; 

NAFLD kılavuzlarında, tedavide ilk önce diyet ve egzersizi önermekle birlikte antioksidan 

tedavinin, özellikle E vitamininin de bu hastalarda tedaviye eklenebileceğini bildirmektedir 

(28,1). RA, antioksidan etkileri olduğu gösterilmiş bitkisel kaynaklı bir polifenoldür. 

Membran stabilizasyonu ve oksidatif hasara karşı koruma sağlar ve serbest radikalleri 

temizler (61). 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalarında en sık görülen ölüm nedeni karaciğer 

hastalıklarından çok kardiyovasküler hastalıklara bağlı olarak görülmektedir. Hem NAFLD ve 

hem de kardiyovasküler hastalık patogenezinde oksidatif stresin rol oynaması antioksidan 

sistemleri gündeme getirmektedir (27). PON1 ve PON3 enzimleri esas olarak karaciğerde 

sentezlenen antioksidan enzimlerdir. Bu enzimler dolaşımda HDL’nin yapısında yer alarak 

ateroskleroz gelişiminin önlenmesinde görev alırlar (7). 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığında hepatositlerin içine trigliserit infiltrasyonu 

artmaktadır (2). 16 karbonlu doymuş bir yağ asidi olan palmitat hem sağlıklı bireylerde hem 
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de NAFLD hastalarının karaciğerlerindeki trigliseritlerin yapısında en fazla bulunan yağ 

asitlerindendir (3). HepG2 hücreleri ticari olarak satılan insan kaynaklı karaciğer hepatoma 

hücreleridir ve hepatositlere birçok biyolojik özellikleri benzedikleri için, bu hücreler 

karaciğer protein sentezinin araştırılması için uygun hücrelerdir (29). Gomez-Lechon ve ark. 

(4), hem primer insan hepatositleri hem de HepG2 hücreleri ile yaptığı çalışmada, HepG2 

hücresinin deneysel yağlanma modellerinde primer insan hepatositleri ile benzer davranışlar 

gösterdiğini ve HepG2 hücrelerinde palmitat ile yağlanma modelinin, karaciğerde yağ 

birikimine bağlı karaciğer hücresindeki akut ve toksik etkilerin araştırılmasında 

kullanılabilecek hücresel NAFLD modeli olduğunu bildirmişlerdir. 

Bu çalışmanın amacı palmitat ile hücresel NAFLD modeli oluşturulan insan kaynaklı 

hepatoma hücrelerinde RA’nın, hücre canlılığına, yağlanmaya, PON1 ve PON3 protein 

düzeylerine etkisini araştırmaktır. 

Rosmarinik asidin HepG2 hücrelerinde hücre canlılığı üzerine etkisi ile ilgili 

literatürde çelişkili sonuçlar bulunmaktadır. Adomako-Bonsu ve ark. (38), HepG2 hücrelerine 

5 saat süreyle uygulanan RA’nın 700 µM’a kadar toksik olmadığını ve 2800 µM 

konsantrayonda %25 toksisiteye neden olduğunu, Wu ve ark. (62), HepG2 hücrelerine 24 

veya 48 saat süreyle uygulanan 160 µM RA’nın toksik olmadığını bildirmişlerdir. Diğer 

yandan Ma ve ark. (63), HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan yaklaşık 35 µM 

RA’nın hücre canlılığını azalttığını bildirmişlerdir. Bu sebeple çalışmamızda öncelikle 500 

µM’a kadar RA konsantrasyonları 0.7 mM sığır serum albumini içeren medium içinde HepG2 

hücrelerine 24 saat boyunca uygulanarak RA’nın hücre canlılığı üzerine etkisi araştırıldı. 50, 

100 ve 200 µM RA HepG2 hücrelerinde hücre canlılığını anlamlı olarak arttırırken, 300 µM 

ve üzeri RA konsantrasyonları hücre canlılığını anlamlı olarak azalttı ve bu sebeple palmitat 

ile yağlanmaya karşı 200 µM’a kadar RA konsantrasyonları uygulandı. 

HepG2 hücrelerinde palmitat ile oluşturulan hücresel NAFLD modelinde hücre 

canlılığının azaldığı, hücre içi yağlanmanın ise arttığı bilinmektedir. Çalışmamızda literatürle 

uyumlu olarak palmitat uygulması hücre canlılığını anlamlı olarak azaltırken, hücre içi 

trigliserit düzeyini ise anlamlı olarak arttırdı ve palmitat uygulamasının hücre içi lipid 

içeriğini arttırdığı mikroskopik olarak da görüldü. Bu bulgularımız HepG2 hücrelerinde 

palmitat ile hücresel NAFLD modelinin oluştuğunu kanıtlamaktadır. 

Palmitat ile oluşturulan hücresel NAFLD modelinde RA’nın hücre canlılığı veya hücre 

içi yağlanma üzerine etkisini araştıran bir çalışmaya literatürde rastlamadık ancak farklı bir 

deneysel modelde RA’nın HepG2 hücrelerinde doza bağlı olarak tert-butil hidroperoksit ile 
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oluşturulan hücre ölümünü azalttığı bildirilmiştir (38,64). Çalışmamızda 50, 100 ve 200 µM 

RA, palmitatın sebep olduğu hücre ölümünü anlamlı olarak azalttı.  

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığında RA’nın yağlanma üzerine etkisini araştıran 

tek bir çalışma bulunmaktadır ve 2018 yılında yayınlanan bu çalışmada Balachander ve ark. 

(8), HepG2 hücrelerinde 1 mM oleik asit ile oluşturulan karaciğer yağlanmasında 20 µM 

RA’nın hücre içi trigliserit düzeylerini azalttığını bildirmişlerdir. Çalışmamızda 50, 100 ve 

200 µM RA, palmitatın sebep olduğu trigliserit düzeylerindeki artışı anlamlı olarak azalttı 

ancak 25 µM ve daha düşük RA konsantrasyonlarında ise anlamlı fark yoktu ve RA’nın 

yağlanmayı özellikle yüksek dozlarda azalttığı mikroskopik olarak oil red-O boyama ile de 

görüldü. Çalışmamız, HepG2 hücrelerinde serbest yağ asidi ile oluşturulan yağlanmada 

RA’nın hücre içi trigliserit düzeylerini azaltması bakımından Balachander ve ark. (8) ile 

benzer olsa da, trigliserit düzeyini azaltmada etkin RA konsantrasyonları bakımından farklılık 

teşkil etmektedir ve bu farklılık oleik asit ve palmitat ile oluşturulan hücresel NAFLD 

modelleri arasındaki farktan kaynaklanmış olabilir. Çünkü Gomez-Lechon ve ark. (4), HepG2 

hücrelerinde palmitat ile yağlanma modelinin, karaciğerde yağ birikimine bağlı karaciğer 

hücresindeki akut ve toksik etkilerin araştırılmasında; oleik asit ile oluşturulan yağlanma 

modelinin ise tek başına palmitata göre daha az toksik etkiler gösterdiğini ve kronik karaciğer 

yağlanmasının araştırılmasında kullanılabilecek hücresel NAFLD modelleri olduğunu 

bildirmiştir. Bu açıdan palmitat ile oluşturulan deneysel model daha akut ve toksik bir model 

olduğundan düşük RA konsantrasyonları yetersiz kalmış olabilir. 

Desai ve ark. (65), pediatrik non-alkolik yağlanmada PON1 protein düzeyinin arttığını 

bildirmişlerdir. Çalışmamızda HepG2 hücrelerine palmitat uygulaması PON1 protein 

ekspresyonlarını değiştirmedi. Desai ve ark. (65)’dan farklı olarak PON1 düzeylerinin 

değişmemesinin nedeni palmitat ile oluşturulan hücresel NAFLD modelinin kısa süreli akut 

bir model olması olabilir. Diğer yandan çalışmamızdaki hücresel NAFLD modelinde NAFLD 

hastalarından farklı olarak yağ asidi olarak sadece palmitat uygulaması yapıldı ve bu da Desai 

ve ark. (65) ile çalışmamız arasındaki farklı PON1 sonuçlarına sebep olabilir. Çünkü 

çalışmamızı destekler nitelikte, Kudchodkar ve ark. (66) diyetsel tripalmitinin sıçanlarda 

PON1 aktivitesini değiştirmediğini, Boshtam ve ark. (67) ise HDL’nin palmitik asit içeriği ile 

PON1 aktiviteleri arasında fark olmadığını bildirmişlerdir. Literatürde NAFLD’nin PON3 

üzerine etkisini araştıran bir çalışma ise bulunmamakta olup bu çalışma ile HepG2 

hücrelerinde palmitatın PON1 enziminin yanında PON3 enzimini de değiştirmediği ilk kez 

gösterilmiştir.   
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Literatürde RA’nın PON1 veya PON3 enzimleri üzerine etkisini araştıran bir çalışma 

bulunmamaktadır. Çalışmamızda hücre canlılığını ve hücre içi yağlanma üzerine en etkili 

dozlar olan 100 ve 200 µM RA’nın hem direkt olarak HepG2 hücrelerinde hem de HepG2 

hücrelerinde palmitat ile oluşturulan hücresel NAFLD modelinde PON1 ve PON3 protein 

ekspresyonları üzerine anlamlı etkisi yoktu. Bu bulgular ışığında RA’nın ne tek başına 

uygulandığında, ne de palmitat ile birlikte uygulandığında HepG2 hücrelerinde PON1 ve 

PON3 protein düzeyleri üzerine anlamlı etkisi olmadığını söylebiliriz.  

Sonuç olarak çalışmamız, RA’nın insan kaynaklı hepatoma hücrelerinde palmitat ile 

oluşturulan hücresel NAFLD modelinde hücre canlılığını arttırdığını, yağlanmayı azalttığını, 

ancak PON1 ve PON3 protein düzeylerinin değiştirmediğini gösterdi. Hücre canlılığını 

arttırması ve yağlanmayı azaltması sebebiyle RA, NAFLD’nin önlenmesinde ya da 

bulgularının azaltılmasında etkili olabilir.  
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SONUÇLAR 

 

Bu çalışmada palmitat ile NAFLD modeli oluşturulan insan kaynaklı hepatoma 

hücrelerinde RA’nın, hücre canlılığına, yağlanmaya, PON1 ve PON3 protein 

ekspresyonlarına etkisini göstermeyi amaçladık. Bu amaçla MTT hücre canlılığı testi ile 

HepG2 hücrelerinde 24 saat uygulandığında %80 ve üzeri canlılığın görüldüğü toksik 

olmayan RA konsantrasyonları 24 saat süreyle 1 mM palmitat ile NAFLD modeli oluşturulan 

HepG2 hücrelerine tedavi olarak palmitat ile aynı anda uygulanmış ve bu hücre canlılığına 

etkisi MTT testi, yağlanma üzerine etkisi ise trigliserit ölçümü ve Oil Red-O boyama ile 

gösterildi. Palmitat ile NAFLD modelinde hücre canlılığını en fazla arttıran ve yağlanmayı en 

fazla azaltan RA konsantrasyonları, 24 saat süreyle tek başlarına veya 1 mM palmitat ile 

HepG2 hücrelerine uygulanarak PON1 ve PON3 protein düzeyleri western blot yöntemiyle 

ölçüldü. Çalışmamızda elde edilen sonuçlar şunlardır: 

1. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan RA; 50 µM, 100 µM ve 200 µM 

konsantrasyonlarında hücre canlılığını anlamlı olarak arttırdı, 5 µM, 10 µM ve 25 

µM konsantrasyonlarında hücre canlılığını anlamlı olarak değiştirmedi ve 300 µM, 

400 µM ve 500 µM konsantrasyonlarında hücre canlılığını anlamlı olarak azalttı. 

2. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 1 mM palmitat hücre canlılığını 

anlamlı olarak azalttı, palmitat ile eş zamanlı uygulan RA; 50 µM, 100 µM ve 200 

µM konsantrasyonlarında hücre canlılığını anlamlı olarak arttırken, 5 µM, 10 µM 

ve 25 µM konsantrasyonlarında hücre canlılığını anlamlı olarak değiştirmedi. 

3. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 1 mM palmitat trigliserit düzeylerini 

anlamlı olarak arttırdı, palmitat ile eş zamanlı uygulan RA; 50 µM, 100 µM ve 
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200 µM konsantrasyonlarında trigliserit düzeylerini anlamlı olarak azaltırken, 5 

µM, 10 µM ve 25 µM konsantrasyonlarında trigliserit düzeylerini anlamlı olarak 

değiştirmedi. 

4. 24 saat süreyle 1 mM palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde oil red O ile 

boyanmanın kontrole göre fazla olduğu görüldü. 1 mM palmitat ile birlikte 

uygulanan RA konsantrasyonlarının oil red O ile boyanmayı azalttığı ve bu 

azalmanın özellikle daha yüksek konsantrasyonlarda belirgin olduğu görüldü. 

5. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 100 µM ve 200 µM RA, PON1 ve 

PON3 protein düzeylerini anlamlı olarak değiştirmedi. 

6. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat ile 

birlikte eşzamanlı uygulanan 100 µM ve 200 µM RA, PON1 ve PON3 protein 

düzeylerini anlamlı olarak değiştirmedi. 

Sonuç olarak bulgularımız, RA’nın palmitat ile NAFLD modeli oluşturulan insan 

kaynaklı hepatoma hücrelerinde, hücre canlılığını arttırdığını, yağlanmayı azalttığını, ancak 

PON1 ve PON3 protein ekspresyonlarını değiştirmediğini gösterdi. 
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ÖZET 

 

Bu çalışmanın amacı, palmitat ile non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı modeli 

oluşturulan insan kaynaklı hepatoma hücrelerinde rosmarinik asidin, hücre canlılığına, 

yağlanmaya, paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein ekspresyonlarına etkisini araştırmaktır. 

 Deneysel yağlanma modeli oluşturmak için; HepG2 hücreleri 1 mM palmitat ile 24 

saat inkübe edildi. Tedavi olarak palmitat ile aynı anda hücre kültürü medyumuna HepG2 

hücrelerine toksik olmayan rosmarinik asit konsantrasyonları eklendi. Hücre canlılığı 3-(4,5-

Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromür testi ile değerlendirildi. Yağlanmanın 

değerlendirilmesi için hücre içi trigliserit düzeyleri ölçüldü ve hücreler Oil-Red O ile boyandı. 

Paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein düzeyleri western blot yöntemiyle ölçüldü. 

 1 mM palmitat hücre canlılığında anlamlı bir azalmaya ve trigliserit düzeylerinde 

anlamlı bir artşa yol açtı ancak paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein düzeylerini anlamlı 

olarak değiştirmedi. Palmitat ile oluşturulan deneysel non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı 

modelinde rosmarinik asit 50 µM, 100 µM ve 200 µM konsantrasyonlarda, hücre canlılığını 

anlamlı olarak arttırdı ve trigliserit düzeylerini anlamlı olarak azalttı. Oil-Red O ile boyanan 

hücrelerin mikroskopik incelenmelerinde hücrelerin trigliserit düzeylerindeki değişimleri ile 

benzer bulgular görüldü. Palmitat ile oluşturulan non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı 

modelinde hücre canlılığını en fazla arttırması ve yağlanmayı en fazla azaltması nedeniyle 

seçilen 100 µM ve 200 µM rosmarinik asit hem palmitat uygulanmayan hem de palmitat 

uygulanan hücrelerde paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein düzeylerini anlamlı olarak 

değiştirmedi. 

Sonuç olarak çalışmamız, rosmarinik asidin palmitat ile non-alkolik yağlı karaciğer 

hastalığı modeli oluşturulan insan kaynaklı hepatoma hücrelerinde, hücre canlılığını 
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arttırdığını, yağlanmayı azalttığını, ancak paraoksonaz-1 ve paraoksonaz-3 protein 

ekspresyonlarını değiştirmediğini gösterdi. 

 

Anahtar Kelimeler: Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, rosmarinik asit, palmitat, 

paraoksanaz-1, paraoksonaz-3. 
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EFFECT OF ROSMARINIC ACID ON PARAOXONASE-1 AND 

PARAOXONASE-3 PROTEIN EXPRESSIONS IN PALMITATE-

INDUCED STEATOSIS IN HUMAN-DERIVED HEPATOMA CELLS 

 

SUMMARY 

 

The aim of this study is to investigate the effect of rosmarinic acid on cell viability, 

steatosis, paraoxonase-1 and paraoxonase-3 protein expressions in palmitate-induced non-

alcoholic fatty liver disease model in human-derived hepatoma cells. 

 To induce experimental steatosis model; HepG2 cells were incubated with 1 mM 

palmitate for 24 hours. For the treatment, non-toxic rosmarinic acid concentrations were 

added to cell culture medium simultaneously with the palmitate. Cell viability was evaluated 

by 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide assay. To evaluate 

steatosis, intracellular triglyceride levels were measured and cells were stained with Oil-Red 

O. Paraoxonase-1 ve paraoxonase-3 protein levels were measured by western blotting. 

 1 mM palmitate caused a significant decrease on cell viability and a significant 

increase on triglyceride levels but it did not significantly change paraoxonase-1 ve 

paraoxonase-3 protein levels. Rosmarinic acid at 50 µM, 100 µM and 200 µM concentrations 

significantly increased cell viability and significantly decreased triglyceride levels in 

palmitate-induced non-alcoholic fatty liver disease model. The similar findings with the 

triglyceride levels of cells were shown in microscopic examination cells which were stained 

with Oil-Red O. 100 µM and 200 µM rosmarinic acid concentrations, which are choosen 

because of they are the most increasing cell viability and the most decreasing steatosis in 
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palmitate-induced non-alcoholic fatty liver disease model, did not significantly change 

paraoxonase-1 ve paraoxonase-3 protein levels neither non-treated cells or treated cells with 

palmitate. As a result, our study showed that rosmarinic acid increases cell viability and 

decreases steatosis but it dose not change paraoxonase-1 ve paraoxonase-3 protein 

expressions in palmitate-induced non-alcoholic fatty liver disease model in human-derived 

hepatoma cells. 

 

Key words: Non-alcoholic fatty liver disease, rosmarinic acid, palmitate, 

paraoxonase-1, paraoxonase-3. 
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