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SİMGE VE KISALTMALAR 

 

AOPP  : İleri oksidasyon protein ürünleri 

CAT  : Katalaz 

ER  : Endoplazmik retikulum 

H2O2  : Hidrojen peroksit 

HSP  : Işı şok proteini 

NAFLD : Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı 

NASH  : Non-alkolik steatohepatit 

ROS  : Reaktif oksijen türleri 

VA  : Vanilik asit 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Günümüzde kronik karaciğer hastalığının en yaygın nedenlerinden biri olan non-alkolik 

yağlı karaciğer hastalığı (NAFLD), hastalık ile ilişkilendirilebilecek düzeyde alkol tüketmeyen 

hastaların karaciğerinde yağ birikmesi olarak tanımlanan, histolojik olarak ve/veya 

görüntüleme yöntemleri ile teşhis edilebilen hepatik bir hastalıktır (1,2). NAFLD, basit 

yağlanma, non-alkolik steatohepatit (NASH), hepatik fibroz, hepatik siroz ve hepatoselüler 

karsinom gibi geniş bir karaciğer hastalık spektrumunu kapsamaktadır (2). NAFLD’nin 

prevelansı giderek artmaktadır (3) ve 2030 yılına kadar dünya çapında karaciğer nakli için ana 

endikasyon olması beklenmektedir (4). 

 Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, ateroskleroz ve kardiyovasküler hastalık riskini 

arttırmaktadır (5). Obezite, insülin direnci, tip 2 diabetes mellitus ve dislipidemi, bu hastalık 

spektrumuyla ilişkili metabolik durumlardır (3). 

 Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, karaciğerde trigliserit birikmesiyle seyreder ve bu 

yüzden insan HepG2 hücreleri serbest yağ asitleri ile muamele edilerek deneysel NAFLD 

modeli oluşturulmaktadır (6). HepG2 hücrelerinin birçok biyolojik özelliği hepatositlere 

benzediği için, bu hücreler karaciğer protein sentezinin araştırılmasında da kullanılmaktadır (7). 

 Hem sağlıklı bireylerde hem de NAFLD hastalarının karaciğerlerinde trigliseritlerin 

yapısında en fazla bulunan yağ asitleri palmitat ve oleattır. Bu nedenle palmitat ve oleat in vitro 

steatozu indüklemek için yaygın olarak kullanılan yağ asitleridir (8,9). Palmitat doza bağımlı 

bir şekilde sitotoksik etki göstermektedir (10).  

 Karaciğerde, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER) stresi NAFLD gelişimini 

etkilemektedir (11). Proteinlerin reaktif oksijen türleri (ROS) tarafından oksidasyonu ileri 
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oksidasyon protein ürünlerinin (AOPP) oluşmasına yol açar (12). AOPP birçok hastalıkta 

yaygın olarak ölçülen oksidatif stres belirteçlerinden biridir (13). 

Çoğu organizmada bol olan ısı şok proteini (HSP) 70 şaperon olarak görev yaparak, 

yeni sentezlenmiş proteinlerin katlanmasında, hasarlı ya da yanlış katlanan proteinlerin tekrar 

katlanmasında ve aynı zamanda şaperon aracılıklı protein yıkımında rol alırlar (14,15). 

Hücrelerin fiziksel veya kimyasal strese maruz kalması durumunda HSP70 ekspresyonu 

artmaktadır (16). 

 Katalaz (CAT) hidrojen peroksit (H2O2)’in detoksifiye edilmesinde görevli antioksidan 

bir enzimdir (17). Endojen şekilde üretilen H2O2, oksidatif stresi indükleyerek, çeşitli hücre 

tiplerinde NAFLD patofizyolojisinde rol oynayan mitokondriyal disfonksiyona neden olabilir 

(11,18). CAT ise, H2O2 konsantrasyonu yükseldiğinde artan aktivite göstererek NAFLD’nin 

daha şiddetli hale gelmesini önleyebilir (19).  

 Vanilik asit (4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit) (VA), yenilebilir bitkiler ve 

meyvelerden elde edilen fenolik bir bileşiktir ve antioksidan (20), antibakteriyel, 

antimikrobiyal, anti-filaryal ve hepatoprotektif özelliklere sahiptir (21). VA’nın deneysel 

yağlanma modellerinde, lipit birikimini ve hepatotoksik/inflamatuar belirteçleri azalttığı 

bildirilmektedir (22).  

 Vanilik asidin hücre canlılığına ve palmitat ile oluşturulmuş yağlanmaya etkisini 

araştıran tek bir çalışma bulunmaktadır ancak bu çalışmada sadece 0-20 µM arası VA 

konsantrasyonları kullanılmıştır. Literatürde VA’nın palmitat ile oluşturulmuş yağlanma 

modelinde HSP70 ve AOPP düzeylerine ve CAT aktivitesine etkisini inceleyen bir çalışma 

bulunmamaktadır. Bu açıdan çalışmamız bir ilki teşkil etmektedir. 

Çalışmamızın amacı, palmitat ile yağlanma oluşturulan insan kaynaklı hepatoma 

hücrelerinde VA’nın hücre canlılığına, hücre içi yağlanmaya, oksidatif strese ve HSP70 protein 

düzeylerine etkisini araştırmaktır. 
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GENEL BİLGİLER 

 

NON-ALKOLİK YAĞLI KARACİĞER HASTALIĞI 

 Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, anlamlı alkol tüketimi öyküsü olmayan hastaların 

karaciğerlerinde trigliseritlerin birikmesiyle karakterizedir ve basit yağlanma, NASH, fibrozis 

ve siroza kadar çeşitli aşamaları içermektedir (19,23). 

 Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, dünya genelinde kronik karaciğer hastalığının en 

sık nedenlerinden biridir ve karaciğer ile ilişkili morbidite ve mortalitenin ana nedenidir (24). 

Görülme sıklığı; ırk, yaş, cinsiyet, vücut ağırlığı ve başka hastalıklara bağlı olarak 

değişmektedir. İleri yaş, erkek cinsiyet ve obezite görülme sıklığını arttırmaktadır (25-28). 

Obezite, insülin direnci, metabolik sendrom, tip 2 diabetes mellitus, polikistik over sendromu, 

sigara kullanımı, obstrüktif uyku apnesi, sedanter yaşam tarzı, genetik faktörler gibi durumlar 

NAFLD’nin görülme sıklığını arttırmaktadır (29). 

 Günümüzde NAFLD patogenezi tam olarak aydınlatılamamakla birlikte, öne sürülen 

mekanizmalardan biri çift vuruş hipotezidir. Karaciğerde yağ birikimi ve insülin direncinin 

mekanizmaları ilk vuruşu temsil eder (19). İnsülin direncinin neden olduğu hiperinsülinemi, 

yağ dokusundan artan lipoliz nedeniyle karaciğere serbest yağ asitlerinin akışının artması, 

karaciğerde de novo lipogenezin artışı, serbest yağ asidi oksidasyonunun azalması, hepatik 

VLDL (Çok düşük yoğunluklu lipoprotein) salgılanmasının azalması karaciğerde yağlanma ile 

sonuçlanır (18). İkinci vuruş ise yağlanmaya bağlı olarak gelişen durumları tanımlamaktadır. 

Mitokondriyal uzun zincirli yağ asitlerinin β-oksidasyonu artar. Hepatositlerde β-oksidasyon 

aşırı arttığında ROS üretilir (19,30). ROS, mitokondriyal solunum zinciri enzimlerinin 

inhibisyonu, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenazın inaktivasyonu, membran sodyum 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/morbidity
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kanallarının inaktivasyonu, lipit peroksidasyonu, sitokin üretimi ve Fas Ligand indüksiyonu 

gibi patolojilere yol açarak hepatosellüler hasar ve fibrozise yol açabilir (31). 

 Son yıllarda çift vuruş hipotezinin yetersiz kalması nedeniyle NAFLD patogenezinde 

çoklu vuruş hipotezi öne sürülmüştür. Bu hipotez; oksidatif stres, inflamasyon, ER stresi, 

insülin direnci, adipoz dokudan salgılanan hormonlar, bağırsak mikrobiyotası, besin faktörleri, 

genetik ve epigenetik gibi birçok faktörün patogenezde yer aldığını öne sürer (Şekil 1) (18,32). 

 

 

Şekil 1. Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığının patogenezi (18) 

FFA: Serbest yağ asidi; TG: Trigliserit; VLDL: Çok düşük yoğunluklu lipoprotein; ER: Endoplazmik retikulum; 

NASH: Non-alkolik steatohepatit 

 

 Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığında karaciğerde serbest yağ asitlerinin, serbest 

kolesterolün ve diğer lipit metabolitlerin birikimi lipotoksisiteye yol açar. Bunun sonucunda 

katlanmamış protein cevabı aktive olarak ER stresine yol açar (18,32,33). NAFLD’de, 

katlanmamış protein cevabını indükleyen faktörler arasında hiperglisemi, mitokondriyal hasar, 

hiperkolesterolemi, fosfatidilkolin tükenmesi ve oksidatif stres bulunur (32). 

 İnsülin direnci, adipoz dokusu üzerine negatif olarak etki ederek adiposit 

disfonksiyonuna neden olup, adipokinlerin ve pro-inflamatuar sitokinlerin salınımını indükler 
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(32). Adipoz dokudan salgılanan bir hormon olan adiponektin, yağ asidi oksidasyonunu 

düzenleyen ve hem yağ dokusunda hem de karaciğerde lipit birikimini önlemeyi sağlayan bir 

adipokindir. Serum adiponektin düzeylerinin NAFLD olmayan hastalarda daha düşük olduğu 

gösterilmiştir (34). 

 Yüksek yağlı diyet gibi diyetsel faktörler ve metabolik değişiklikler bağırsak 

mikrobiyotasını ve bağırsak geçirgenliğini etkileyebilir (35). Lipopolisakkaritler gibi bağırsak 

kaynaklı mikrobiyal ürünlerin artan bağırsak geçirgenliği, inflamazom aktivasyonuna, ER 

stresine ve inflamatuvar kaskadların aktivasyonuna katkıda bulunur (36). 

 Non-alkolik yağlı karaciğer hastaları için öncelikle diyet ve egzersiz önerilmektedir 

(37). Ek olarak, insülin duyarlılığını artıran ilaçlar (metformin ve tiazolidindionlar gibi), kilo 

kaybı ilaçları (orlistat ve sibutramin gibi) ve morbid obez hastalar için bariatrik cerrahi, son 

evre sirozu için karaciğer nakli (38), ve karaciğeri sekonder hasarlardan korumak için 

antioksidanlar (39) önerilmektedir (37). Ancak NAFLD veya NASH için spesifik bir tedavi 

bulunmamaktadır ve yeni tedavi arayışları sürmektedir. 

 

HepG2 Hücreleri Ve Deneysel Non-alkolik Yağlı Karaciğer Hastalığı Modeli 

 Palmitik ve oleik asitler, hem sağlıklılarda hem de NAFLD’li hastalarda karaciğer 

trigliseritlerinde en fazla bulunan yağ asitleridir. Bu nedenle NAFLD hastalığının 

araştırılmasında; deneysel olarak palmitat ve oleik asit ile oluşturulan yağlanma modelleri 

kullanılmaktadır (6). 

 HepG2 hücreleri, primer hücre kültürlerine alternatif olarak, çoğaltma kapasitesi sürekli 

ve geniş olan, kararlı bir fenotipe sahip ve aynı hücrelerin bir araştırma boyunca kullanılmasını 

sağlayan ölümsüzleştirilmiş hücre hatlarıdır. HepG2 gibi ölümsüzleştirilmiş hücre hatlarına 

örnek bir modelin kültivasyonunu standardize etmek daha basit ve kolaydır (40). HepG2 

hücreleri; çeşitli karaciğer fonksiyonlarını taklit eden, karaciğerde protein sentezinin 

incelenmesinde kullanılan ve ticari olarak satılan insan kaynaklı karaciğer hepatoma 

hücreleridir (7). Deneysel NAFLD oluşturmak için yaygın olarak kullanılmaktadır ve bu 

hücreler ile elde edilen sonuçların primer hepatositlere benzediği bildirilmektedir (40,41). 

 

OKSİDATİF STRES  

 Oksidatif stres, hücrelerde ve dokularda pro-oksidan oluşumu ile biyolojik sistemin 

antioksidan savunması arasındaki dengenin pro-oksidanlar lehine bozulması olarak 

tanımlanmaktadır (42,43). 
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 Oksidatif stres, kanser, nörolojik bozukluklar, ateroskleroz, hipertansiyon, 

iskemi/reperfüzyon, diyabet, akut solunum sıkıntısı sendromu, idiyopatik pulmoner fibrozis, 

kronik obstrüktif akciğer hastalığı ve astım dahil olmak üzere birçok patolojik durum ile 

ilişkilidir (44). Oksidatif stres, NAFLD patogenezinde de önemli rol oynar (45). 

 Oksidatif strese düşük maruziyet redoks sinyalizasyonu için faydalıdır, buna karşın 

yüksek maruziyet redoks sinyalinin bozulmasına neden olur ve protein, lipit ve DNA 

(Deoksiribo nükleik asit) gibi önemli biyomoleküllere zarar verir (17,46). Artmış redoks 

durumu ile ilgili diğer olaylar özellikle mitokondriyal hasara bağlı olarak, ATP (Adenozin 

trifosfat) düzeyinde azalma, azalmış mitokondriyal protein sentezi ve NAFLD’nin 

patogenezinde önemli bir bileşen olan bozulmuş mitokondriyal β-oksidasyondur (46). 

 Reaktif oksijen türlerinin üretimi büyük ölçüde bir oksijen molekülüne bir elektron 

verilmesi sonucu süperoksit üretimi ile başlar. Süperoksit, süperoksit dismutaz enzimi 

tarafından hızlı bir şekilde H2O2’ ye dismutasyona uğrar. Oluşan H2O2; CAT, glutatyon 

peroksidaz ve peroksiredoksin gibi peroksidazlarla hızlı bir şekilde elimine edilebilir (47). 

ROS’un ana endojen hücre içi kaynakları mitokondri, ER ve peroksizomlar olsa da, süperoksit 

anyon radikalleri, ksantin oksidaz ve sitokrom P450 metabolizması gibi enzimatik aktivitenin 

bir sonucu olarak da üretilir (48). 

 Azot bazlı radikaller ve azot dioksit, nitrik oksit radikalleri ve peroksinitrit gibi radikal 

olmayanları içeren reaktif azot türleri, indüklenebilir nitrik oksit sentaz ve nikotinamid adenin 

dinükleotit fosfat oksidaz yoluyla nitrik oksit ve süperoksitten oluşur (49). ROS ve reaktif azot 

türlerinin oluşumu ve glutatyon tükenmesi NAFLD’nin gelişmesi için kritik başlangıç 

olaylarıdır (50). Ayrıca tüm endojen hücre içi ROS kaynaklarının NAFLD’de hastalığın 

ilerlemesine katkıda bulunduğu görülmektedir ve NAFLD’de ana ROS kaynağının 

mitokondriyal oksidasyondaki artış olduğuna inanılmaktadır (51). 

 

İleri Oksidasyon Protein Ürünleri 

Reaktif oksijen türleri tarafından indüklenen protein oksidasyonu, proteinlerin ana 

omurgası ya da yan zincirinde kovalent modifikasyonlara yol açar (52). Proteinlerin kovalent 

modifikasyonuna yol açan başlıca moleküler mekanizmalar metal katalizli protein oksidasyonu 

nedeniyle protein karbonil oluşumu, protein tiyol gruplarının kaybı, nitrotirozin ve AOPP
 

oluşumu olarak sıralanabilir (12). Proteinlerdeki oksidatif değişiklikler, enzimatik 

aktivitelerinin ve bağlanma aktivitelerinin inhibe edilmesi, proteoliz duyarlılığının artması, 

reseptör aracılıklı endositozun bozulması ve immünojenitede değişiklikler gibi çeşitli 

fonksiyonel sonuçlara yol açabilir (53). 
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 1996 yılında yeni oksidatif stres biyobelirteci olarak tanımlanan AOPP, ilk olarak 

Witko-Sarsat ve ark. (54) tarafından kronik üremik hastaların plazmasında gösterilmiştir ve 

oksidan aracılıklı protein oksidasyonunun göstergesi olan plazma ditirozin ve ileri glikasyon 

son ürünleri (AGE)-pentosidin plazma konsantrasyonları ile korele olduğu bildirilmiştir. AOPP 

in vivo oksidatif stresi değerlendirmek için yararlı bir belirteçtir (53). AOPP, oksidan-

antioksidan dengesizliği, glikol oksidasyon işlemleri ve bir arada varolan inflamasyon dahil 

olmak üzere birçok durumda oluşturulabilir (55,56). AOPP’lerin primer kaynağı oksitlenmiş 

insan albüminidir (56,57). Çünkü hücre dışı sıvılar sadece küçük miktarlarda antioksidan 

enzimler içerir ve bu nedenle plazma proteinleri ROS tarafından oksidasyona eğilimlidir. 

Albüminin, ROS’a karşı oldukça savunmasız olduğu ve diyaliz hastalarının, karaciğer sirozu 

ve akut kronik karaciğer yetmezliğine sahip hastaların plazmasında yüksek düzeylerde albümin 

karbonil gruplarının bulunduğu bildirilmiştir (58). AOPP’nin oluşumu geri dönüşsüzdür ve 

proteolitik enzimler tarafından kolayca hidrolize edilemezler veya C vitamini, glutatyon gibi 

antioksidanlar tarafından indirgenemezler (56,59). Ayrıca, AOPP, fagositleri aktive etme ve 

interlökin-6, tümör nekroz faktörü-α ve interlökin-1β gibi sitokinlerin üretimini indükleyen pro-

inflamatuar mediatörlerdir (60). 

 Protein oksidasyonu, Alzheimer hastalığı, kanser, gebelik, obezite ve siroz gibi çeşitli 

hastalıklarda önemli bir faktör olarak kabul edilmektedir (61,62). Aynı zamanda AOPP’nin 

artışı, oksidatif stres ile yakından ilişkili olan diyabet, üremi ve kardiyovasküler hastalıklar gibi 

hastalıklarda da görülmektedir (56). Literatürde NAFLD ve NASH tanısı konulan hastalarda 

AOPP düzeylerinin yüksek olduğu bulunmuştur (61,62). 

 

Katalaz enzimi 

 İnsanlarda, sıçanlarda ve farelerde ifade edilen memeli CAT, molekül ağırlığı 240-kDa 

olan hem içeren tetramerik bir enzimdir (63-65). CAT hem H2O2 katabolizmasında hem de 

metanol, etanol gibi eksojen substratların oksidasyonunda işlev görür. İnflamasyon, mutajenez 

ve karsinogenezde, apopitoza karşı korunmada özel bir rol üstlenir. CAT aktivitesinin azalması, 

pnömoni, tüberküloz, ateroskleroz, diyabet, sarılık, kanser, nörodejeneratif hastalıklar, nefrit 

gibi birçok hastalıkla ilişkilidir (66). 

 İnsan vücudundaki en önemli intraselüler antioksidanlardan olan CAT (19,67) 

peroksizomlarda bulunur ve iki H2O2 molekülünü, iki su molekülü ve bir oksijene (2H2O2 → 

2H2O + O2) parçalar (68,69). Shin ve ark. (19), CAT eksikliğinin lipit birikimini hızlandırarak 

farelerde steatoza neden olduğunu göstermiştir. Bu, CAT’ın, NASH’lı hastaların 
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karaciğerlerinde antioksidan olarak koruyucu bir rol oynadığını ve oksidatif stresin önemli bir 

terapötik veya önleyici hedef olduğunu göstermektedir (19).  

Katalaz ekspresyonu, en yüksek seviyelerde karaciğer, böbrek ve kanda, en düşük 

seviyelerde bağ dokusu ve beyinde gerçekleşir (19,68). Ho ve ark. (70), CAT’ın antioksidan 

aktivitesinin derecesi, doku tipine bağlı olduğunu ve CAT’ın, H2O2’yi karaciğerden 

uzaklaştırmada önemli bir role sahip olduğunu bildirmişlerdir. Bu nedenle CAT’ın NAFLD ve 

NASH’da çok önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir.  

 

ISI ŞOK PROTEİNLERİ 

 Isı şok proteinleri veya stres proteinleri, tüm organizmalarda ve bütün hücrelerde 

bulunur (71). HSP’lerin ısı şoku, soğuk, UV ışığına maruz kalma, yara iyileşmesi, dokuda 

yeniden şekillenme gibi çok çeşitli stresler tarafından indüklendikleri bilinmektedir (72).  

 Isı şok proteinleri moleküler ağırlıklarına göre sınıflandırılmış geniş bir protein ailesini 

oluştururlar (73). HSP’ler, sitozolün yanı sıra, ER, kloroplastlar, mitokondri ve çekirdek gibi 

diğer organellerde bulunur, bu da protein homeostazında farklı ve dinamik roller oynadıklarını 

gösterir. HSP’lerin çoğu üyesi yeni sentezlenmiş proteinlerin ve/veya hücre içi strese bağlı 

hasarlanmış proteinlerin 3 boyutlu katlanması gibi önemli şaperon fonksiyonları gösterir (72).  

 Işı şok proteinleri protein düzeylerinin, ateroskleroz, konjestif kalp yetmezliği, ateş, 

enfeksiyon ve yaşlanma gibi durumlarda, Alzheimer hastalığı, malign hastalıklar ve otoimmün 

hastalıklarda değiştiği bildirilmiştir (74). 

 

ISI ŞOK PROTEİNİ 70 

 Işı şok proteini 70 proteini, 70 kDa ağırlığında bir moleküler şaperondur. İnsan HSP70 

gen ailesi, amino asit dizisi, ekspresyon düzeyi ve hücre içi lokalizasyonu ile birbirinden farklı 

en az sekiz gen ürünü içerir. HSP70-5 (diğer adıyla Bip veya Grp78) ve HSP70-9’un 

lokalizasyonu, sırasıyla ER ve mitokondriyal matriksin lümeni ile sınırlıdır, geri kalan altı 

HSP70 proteini ise esas olarak sitozol ve nükleus içinde bulunur (75). 

 Işı şok proteini 70, membranlar boyunca protein translokasyonunun sürdürülmesi, 

hücrenin kısımları arasında proteinlerin taşınması, protein agregasyonunun önlenmesi ve 

çözünmesi, ribozomlarda üretilen yeni polipeptit zincirlerinin katlanması, yanlış katlanmış 

proteinlerin bozulması ve yeniden katlanması, klatrin kaplı veziküllerin kaplanması ve 

düzenleyici proteinlerin kontrolü ve Fe/S (demir/sülfür) kümelerinin sentezinin 

kolaylaştırılması gibi çok çeşitli hücresel işlemlerde rol alır (75,76). 
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 Işı şok proteini 70 ayrıca anti-apopitotiktir ve bazı durumlarda HSP70 fonksiyonunun 

inhibe edilmesi, tümör hücrelerinin ölümünü indüklemektedir (77).  

 Işı şok proteini 70’in, sağlıklı bireylerin periferik dolaşımında mevcut olduğu ve 

hamilelik, yaşlanma ve çeşitli patofizyolojik koşullarla seviyelerinin değiştiği tespit edilmiştir 

(78). Kronik hepatit, karaciğer sirozu ve hepatoselüler karsinomda HSP70 düzeylerinin yüksek 

olduğu bildirilmiştir (79,80). Zhang ve ark. (81) obez farelerde karaciğer HSP70 mRNA 

(mesajcı Ribonükleik asit) ekspresyonun önemli ölçüde arttığını aynı zamanda palmitat ile 

oluşturulmuş yağlı karaciğer modelinde HSP70 mRNA ekspresyonunun ve protein düzeyinin 

arttığını bildirmişlerdir (81). 

 

VANİLİK ASİT 

 Vanilinin okside bir formu olan dihidroksibenzoik asitten elde edilen VA, yenilebilir 

bitki ve meyvelerde bulunan fenolik bir bileşiktir ve bir tadlandırıcı ajan olarak kullanılır 

(82,83,84). Ferulik asidin vanilin’e iki aşamalı biyolojik dönüşümünün ara ürünüdür (85). 

Angelica sinensis’in bitki köklerinde yüksek oranda bulunur (83) ve aynı zamanda şarap, sirke 

ve argan yağının bir bileşenidir (22). VA ayrıca kafeik asidin metabolik bir yan ürünü olması 

nedeniyle sıklıkla kahve, çikolata, çay ve vanilya aromalı şekerleme tüketen insanların 

idrarında bulunur (86). 

 

 

Şekil 2. Vanilik asidin yapısı (84) 

 

 Vanilik asit, geleneksel Çin tıbbında diyabet, hemorajik iltihap, hipertansiyon, ülser ve 

ateş için kullanılır (21). Antimalariyal (87) ve antibakteriyel özellikte olmasının yanı sıra yılan 

zehiri aktivitesinin inhibe edilmesi, hepatoprotektif özellikler (88) ve hipertansif sıçanlarda 

kardiyoprotektif etkiler gibi çeşitli tıbbi özelliklerle ve farmakolojik aktivitelerle 

ilişkilendirilmiştir (21,83). VA ayrıca, üriner problemleri tedavi etmek için geleneksel tıpta 

yaygın olarak kullanılan bir bileşiktir (21). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lesage-Meessen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8987621
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 Hsu ve Yen tarafından yapılan bir çalışma (89), VA’nın 3T3-L1 adipositlerinde hücre 

içi trigliserit düzeyinin azalmasına neden olduğu gösterilmiştir. VA, immün aracılı karaciğer 

inflamasyonunu baskılayarak hepatoprotektif etki gösterir (90). 

 Vanilik asidin NAFLD ile ilişkisini araştıran çalışma sayısı az olmakla beraber, bir 

çalışmada hepatotoksisiteyi ve yağ birikimini azalttığı, in vivo ve in vitro olarak yağ asidi 

oksidasyonunu aktive ettiği bildirilmiş olup obeziteye bağlı NAFLD gelişimini önlemek için 

kullanılabileceği önerilmiştir (22). 

  



11 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

Bu çalışma Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Dekanlığı Bilimsel Araştırmalar Etik 

Kurulu tarafından 01.10.2018 tarihinde TÜTF-BAEK 2018/328 protokol kodu ve 16/06 karar 

no ile onaylandı (Ek 1). 

 

Deneylerde Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Akrilamid (Merck) 

Amonyum persülfat (Merck) 

Antibiyotik-Antimikotik (Thermo) 

Bradford reaktifi (Abcam) 

Bromofenol blue (Merck) 

Dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma) 

Eagle’ın Minimum Esansiyel Medyumu (EMEM)-fenol red içeren (Wisent) 

EMEM-Fenol red içermeyen (Wisent) 

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma) 

Fetal sığır serumu (FBS) (Thermo) 

Gliserol (Sigma) 

Glisin (Sigma) 

Hidrojen peroksit (Merck) 

HSP70 antikoru (Abcam) 

İsopropanol (Honeywell) 

Kemilüminesans substrat (Thermo) 

Metanol (Merck) 
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N,N-Metilenbis-akrilamid (Merck) 

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

Oil Red O (Sigma) 

Paraformaldehit (Sigma) 

Poliviniliden diflorid (PVDF) membran (Roche) 

Potasyum iyodür (Merck) 

Pre-stained protein ladder (Thermo) 

Proteaz inhibitör kokteyli (Sigma) 

Sekonder antikorlar (Abcam) 

Sığır serum albumini (Sigma) 

Sığır serum albumini (yağ asidi içermeyen) (GoldBio) 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) (Sigma) 

Sodyum klorür(Sigma) 

Sodyum palmitat (Sigma) 

Trizma base (Sigma) 

Tuzlu fosfat tamponu (PBS) tablet (Thermo) 

Tübülin antikoru (Abcam) 

Tween 20 (Sigma) 

Vanilik asit (Sigma) 

Yağsız süt tozu (Sigma) 

2-merkaptoetanol (Sigma)  

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

% 0.25 Tripsin-EDTA (Thermo) 

 

Deneylerde Kullanilan Plastik ve Cam Laboratuvar Malzemeleri 

Balon joje (Isolab) 

Beher (Isolab) 

Flask (25 cm2 ve 75 cm2)(Nest) 

Hücre kazıyıcı (Biosorfa) 

Mezür (Isolab) 

Mikroplaka (6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu)(SPL) 

Quartz küvet (Hellma) 

Steril otomatik pipet uçları (20, 200 ve 1000 μL )(Isolab) 

Steril santrifüj tüpü (15 ve 50 mL) (Isolab) 
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Steril serolojik pipetler (5, 10 ve 25 mL) (Isolab) 

Steril şırınga filtre (Biosorfa) 

 

Analizlerde Kullanılan Aletler  

Biyogüvenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020) 

Biyokimya otoanalizörü (Beckman Coulter AU5800) 

Çalkalayıcı (Cleaver Scientific CW23) 

Dikey elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Omnipage Mini Vertical System) 

Faz kontrast invert mikroskop (Olympus CKX 53) 

Güç kaynağı (Cleaver Scientific) 

Homojenizatör (Next Advance Bullet Blender Storm) 

Isı kontrollü UV-VİS spektrofotometre (Shimadzu UV 1700A) 

Isıtmalı manyetik karıştırıcı (Daihan Scientific WiseStir) 

Karbondioksitli inkübatör (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371) 

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

Mikrobiyolojik inkübatör (Thermo Scientific Heratherm IMC-18) 

Mikroplaka okuyucu (Biotek µQuant) 

Otomatik pipetler (Eppendorf ve Capp) 

pH metre (İnolab) 

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

Sıvı azot tankı (Air Liquide GT21) 

Su banyosu (GFL 1083) 

Western blotting sistemi (Cleaver Scientific Semi Dry Blotter) 

-80 °C Derin dondurucu (Heraeus HERAfreeze) 

 

Hücre Kültürü  

Çalışmada Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Hücre Kültürü Laboratuvarı’nda bulunan 

sıvı azot tankında depoladığımız HepG2 hücreleri kullanılmıştır. HepG2 hücrelerinin sıvı azot 

tankında saklanması için kullanılan sıvı azot Trakya Üniversitesi Teknoloji Araştırma ve 

Geliştirme Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden satın alındı. Deneylerde kullanılan 12-20. 

pasajlar arasındaki hücreler 75 cm2 flaskların içinde, %10 FBS ve %1 antibiyotik-antimikotik 

içeren EMEM ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de inkübatörde yaşatıldı. Tüm uygulamalar 

biyogüvenlik kabini içerisinde steril malzemeler kullanılarak yapıldı. Hücrelerin besiyeri 3 

günde bir değiştirildi ve %80-90 hücre yoğunluğuna ulaşıldığında 1:4 oranında pasajlandı. 
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Vanilik Asidin Hücre Canlılığına Etkisi 

HepG2 hücrelerinde VA’nın hücre canlılığına etkisi MTT hücre canlılığı testi ile 

gösterildi (91). 96 kuyucuklu plakalarda her bir kuyucuğa 104 adet hücre ekildi. VA besiyerinde 

çözüldü ve hücreler 24 saat boyunca 20, 40, 100, 200, 500, 1000, 1500 ve 2000 µM 

konsantrasyonlarda VA ile inkübe edildi. İnkübasyon sonrası besiyeri uzaklaştırıldı. 

Devamında 10 µl PBS’de hazırlanmış 5 mg/mL MTT ve 100 µl fenol red içermeyen besiyeri 

eklenerek 4 saat süreyle inkübe edildi. İnkübasyon sonrası MTT içeren besiyeri uzaklaştırılarak 

kuyucuklarda oluşan formazan 200 µl DMSO 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 (92). Ölçülen 

absorbanslar kontrol grubunun ortalamasına bölünürek sonuçlar aynı plakadaki kontrol 

grubunun yüzdesi olarak verildi. 

 

Palmitat ile NAFLD Modeli Oluşturulması ve NAFLD oluşturulan HepG2 

Hücrelerinde Vanilik Asidin Hücre Canlılığına Etkisi 

Yukarıda belirtilen şekilde aynı sayıda hücre ve aynı yöntem ile MTT hücre canlılığı 

testi yapıldı (91,92). HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan VA dozlarından kontrol 

grubuna göre %80’in altında hücre canlılığına neden olan 1500 ve 2000 µM VA 

konsantrasyonları ve hücre canlılığına diğer düşük dozlara benzer şekilde etki eden 40 µM 

konsantrasyonu çalışmadan çıkarıldı. 20, 100, 200, 500, 1000 µM konsantrasyonlarında VA, 1 

mM palmitat ile aynı anda hücrelere uygulandı. Sodyum palmitat steril su ile çözüldü (93) ve 

0.7 mM yağ asidi içermeyen sığır serum albumini ile konjuge edildi (94). Devamında hücrelere 

24 saat süreyle uygulandı. Kontrol grubuna ise sadece 0.7 mM albumin içeren besiyeri 

uygulandı. 

 

Vanilik Asidin Hücre İçi Yağlanmaya Etkisinin Gösterilmesi  

Trigliserit Ölçümü 

Hücreler 25 cm2 flasklara ekildi. 20, 100, 200, 500, 1000 µM konsantrasyonlarında VA, 

1 mM palmitat ile aynı anda 24 saat boyunca hücrelere uygulandı. Kontrol grubuna ise 0.7 mM 

yağ asidi içermeyen sığır serum albumini içeren besiyeri uygulandı. Deneysel prosedür sonrası 

soğuk PBS ile yıkanan hücreler, daha sonra %1 proteaz inhibitörü ve %0.1 Triton X-100 içeren 

PBS tamponu ile kazındı. Numuneler uygun cam bilyeler kullanılarak homojenize edildi ve 

10.000 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Elde edilen süpernatantların hücre içi trigliserit 

düzeyleri, biyokimya otoanalizörünün orijinal kitleri kullanılarak ölçüldü. Lowry ve ark. 
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(95)’nın yöntemine göre protein ölçümü yapılarak, trigliserit değerleri protein düzeylerine 

oranlandı ve kontrol grubunun ortalamasına oranlanarak kontrol grubunun katı olarak verildi. 

 

Oil Red O Boyama 

Hücreler 6 kuyucuklu mikroplakalara ekildi. 20, 100, 200, 500, 1000 µM 

konsantrasyonlarında VA, 1 mM palmitat ile aynı anda 24 saat boyunca hücrelere uygulandı. 

Kontrol grubuna ise 0.7 mM yağ asidi içermeyen sığır serum albumini içeren besiyeri 

uygulandı. Deneysel prosedür sonrası hücreler PBS ile yıkandı, %10 paraformaldehit ile fikse 

edildi. Devamında %60 isopropanol ile yıkanıp, %60 isopropanol içeren oil red O ile inkübe 

edildi. İnkübasyon sonrası boya uzaklaştırılarak distile su ile yıkandı ve faz kontrast invert 

mikroskobu altında mikroskop görüntü yansıtıcı kullanılarak fotoğraflandı (96). 

 

Katalaz Aktivitesi Ölçümü 

Supernatant elde edilmesi dahil tüm aşamalar yukarıda trigliserit ölçümünde anlatıldığı 

şekilde yapıldı. CAT aktivitesi ölçümü Aebi ve ark. (97)’nın yöntemine göre substrat olarak 

H2O2 kullanılarak ve 240 nm’de absorbanstaki azalma ölçülerek yapıldı. Aynı homojenattan 

protein düzeyleri ticari Optiblot Bradford reaktifi kullanılarak ölçüldü. CAT aktivitesi sonuçları 

protein düzeylerine oranlandı ve kontrol grubunun ortalamasına oranlanarak kontrol grubunun 

katı olarak verildi. 

 

AOPP Düzeyi Ölçümü 

Katalaz aktivitesi için elde edilen homojenat kullanıldı. Witko-Sarsat ve ark. (54)’nın 

metoduna göre çalışıldı. Aynı homojenattan protein düzeyleri ticari Optiblot Bradford reaktifi 

kullanılarak ölçüldü ve AOPP düzeyi sonuçları protein düzeylerine oranlandı ve kontrol 

grubunun ortalamasına oranlanarak kontrol grubunun katı olarak verildi. 

 

SDS PAGE Elektroforezi ve Western Blot Yöntemleri 

Deneysel prosedür sonrası hücreler soğuk PBS ile yıkandı. Hücreler 90˚C sıcaklıkta %1 

SDS ve 50 mM EDTA içeren 10 mM Tris (pH:8) tamponu ile homojenize edildi. Protein 

düzeyleri ticari Optiblot Bradford reaktifi kullanılarak ölçüldü. 15 ug protein %4-8 SDS-PAGE 

jel elektroforezi ile ayrıldı. Proteinler jelden yarı-ıslak western blot sistemi kullanılarak PVDF 

membrana aktarıldı. %5 yağsız süt tozu ile bir saat inkübe edilen membranlar gece boyu +4 

°C’de HSP70 primer antikoru (1:10000 dilüsyon) ile inkübe edildi. Ardından primer antikor ile 

uyumlu sekonder antikor (1:10000 dilüsyon) ile inkübe edilen membranlardaki spesifik 
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proteinler kemilüminesans substrat ile görüntülendi. Ardından membranlar stribing yapıldı ve 

membranlar yükleme kontrolü olarak tübülinin primer antikoru (1:10000 dilüsyon) ile inkübe 

edilerek prosedür tekrarlandı. Western blot membranlarının kemilüminesans görüntülenmesi 

için Trakya Üniversitesi Teknoloji Araştırma ve Geliştirme Uygulama ve Araştırma 

Merkezi’nden hizmet satın alındı. Elde edilen protein bantlarına ait yoğunluklar Image-J 

programı (98) kullanılarak hesaplandı ve her bir protein sonucu aynı numunenin tübülin 

protein düzeyine oranlandı. Her bir grup için sonuçlar aynı deneydeki kontrol grubuna 

oranlanarak kontrol grubunun katı olarak verildi. 

 

İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME 

İstatistiksel analizler için SPSS 20 programı (Lisans no: 10240642) kullanıldı. Deney 

parametrelerinin karşılaştırılması için Tek Yönlü Varyans Analizi ve gruplar arası karşılaştırma 

için Tukey ve Tamhane testi kullanıldı. Sonuçlar ortalama±standart sapma olarak ifade edildi 

ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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BULGULAR 

 

Düşük konsantrasyonlarda 24 saat süreyle uygulanan VA’nın HepG2 hücrelerinde hücre 

canlılığına etkisi Şekil 3’de görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama 

sonrası hücre canlılıkları; kontrol grubunda %100±4, 20 µM VA uygulanan hücrelerde 

%105±8, 40 µM VA uygulanan hücrelerde %111±10, 100 µM VA uygulanan hücrelerde 

%101±10, 200 µM VA uygulanan hücrelerde %98±13 bulundu. 20, 40, 100 ve 200 µM VA 

hücre canlılığını kontrole göre anlamlı olarak değiştirmedi (tümü için p>0.05). 

 

 

Şekil 3. Vanillik asidin düşük konsantrasyonlarda hücre canlılığına etkisi. 

 

Yüksek konsantrasyonlarda 24 saat süreyle uygulanan VA’nın HepG2 hücrelerinde 

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

sonrası hücre canlılıkları; kontrol grubunda %100±6, 500 µM VA uygulanan hücrelerde 

%95±6, 1000 µM VA uygulanan hücrelerde %92±6, 1500 µM VA uygulanan hücrelerde 
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%88±9, 2000 µM VA uygulanan hücrelerde %83±7 bulundu. 500 ve 1000 µM VA hücre 

canlılığını kontrole göre anlamlı olarak değiştirmedi (her ikisi için p>0.05). 1500 ve 2000 µM 

VA hücre canlılığını kontrole göre anlamlı olarak azalttı (her ikisi için p<0.05). 2000 µM VA 

uygulanan hücrelerde hücre canlılığı 500 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak 

azaldı (p<0.05). 

 

 

Şekil 4. Vanillik asidin yüksek konsantrasyonlarda hücre canlılığına etkisi. 

 

Vanilik asidin HepG2 hücrelerinde palmitat ile oluşturulan yağlanmada hücre 

canlılığına etkisi Şekil 5’de görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama 

sonrası hücre canlılıkları; kontrol grubunda %100±4, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde 

%43±4; 1 mM palmitat ile birlikte 20 µM VA uygulanan hücrelerde %45±4, 100 µM VA 

uygulanan hücrelerde %49±6, 200 µM VA uygulanan hücrelerde %48±5, 500 µM VA 

uygulanan hücrelerde %52±4, 1000 µM VA uygulanan hücrelerde %43±5 bulundu. Palmitat 

uygulanan tüm hücrelerde hücre canlılığı kontrole göre anlamlı olarak azaldı (tümü için 

p<0.05). 500 µM VA uygulanan hücrelerde hücre canlılığı, sadece palmitat uygulanan 

hücrelere ve palmitat ile birlikte 20 µM ve 1000 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı 

olarak arttı (tümü için p<0.05). 
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Şekil 5. Vanillik asidin palmitat ile oluşturulan yağlanmada hücre canlılığına 

etkisi. 

PA: Palmitat; VA: Vanilik asit. 

 

Vanilik asidin palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde trigliserit 

düzeylerine etkisi Şekil 6’da görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama 

sonrası trigliserit düzeyleri kontrol grubunun ortalamasına bölünerek kontrolün katı olarak 

verildi. Trigliserit düzeyleri kontrol grubunda 1.00±0.04, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde 

1.95±0.06; 1 mM palmitat ile birlikte 20 µM VA uygulanan hücrelerde 1.73±0.03, 100 µM VA 

uygulanan hücrelerde 1.77±0.04, 200 µM VA uygulanan hücrelerde 1.73±0.14, 500 µM VA 

uygulanan hücrelerde 1.73±0.04, 1000 µM VA uygulanan hücrelerde 1.93±0.04 bulundu. 

Palmitat uygulanan tüm hücrelerde trigliserit düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak arttı (tümü 

için p<0.05). 500 µM VA uygulanan hücrelerde trigliserit düzeyleri, sadece palmitat uygulanan 

hücrelere ve palmitat ile birlikte 1000 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak düşüktü 

(her ikisi için p<0.05). 1000 µM VA uygulanan hücrelerde trigliserit düzeyleri, palmitat ile 

birlikte 20 ve 100 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak yüksekti (her ikisi için 

p<0.05). 
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Şekil 6. Vanillik asidin palmitat ile oluşturulan yağlanmada trigliserit düzeylerine 

etkisi. 

PA: Palmitat; VA: Vanilik asit. 

 

HepG2 hücrelerinde yağlanmayı göstermek için oil red O ile boyanan hücreler 

Şekil 7’de görülmektedir. Mikroskopik inceleme sonrası palmitat uygulanan hücrelerde 

kontrole göre yağlanma artışı görüldü. 

 

.
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     KONROL                              PALMİTAT            20 µM VA + PALMİTAT     100 µM VA + PALMİTAT 

                 

 

 

 

 

 

 

 

  200 µM VA + PALMİTAT   500 µM VA + PALMİTAT    1000 µM VA + PALMİTAT 

         Şekil 7: HepG2 hücrelerinde vanilik asidin yağlanma üzerine etkisi (Oil Red O boyama, 400X büyütme) (VA; Vanilik asit) 
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Vanilik asidin palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde AOPP düzeylerine 

etkisi Şekil 8’de görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası AOPP 

düzeyleri kontrol grubunun ortalamasına bölünerek kontrolün katı olarak verildi. AOPP 

düzeyleri kontrol grubunda 1.00±0.16, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde 2.82±0.07; 1 mM 

palmitat ile birlikte 20 µM VA uygulanan hücrelerde 2.67±0.12, 100 µM VA uygulanan 

hücrelerde 2.69±0.16, 200 µM VA uygulanan hücrelerde 2.77±0.05, 500 µM VA uygulanan 

hücrelerde 2.53±0.11, 1000 µM VA uygulanan hücrelerde 2.99±0.10 bulundu. Palmitat 

uygulanan tüm hücrelerde AOPP düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak arttı (tümü için 

p<0.05). 500 µM VA uygulanan hücrelerde AOPP düzeyleri, sadece palmitat uygulanan 

hücrelere ve palmitat ile birlikte 1000 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak düşüktü 

(her ikisi için p<0.05). 1000 µM VA uygulanan hücrelerde AOPP düzeyleri, palmitat ile birlikte 

20 ve 100 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak yüksekti (her ikisi için p<0.05). 

 

 

Şekil 8. Vanillik asidin palmitat ile oluşturulan yağlanmada ileri oksidasyon 

protein ürünleri düzeylerine etkisi. 

AOPP: İleri oksidasyon protein ürünleri; PA: Palmitat; VA: Vanilik asit. 

 

Vanilik asidin palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde CAT aktivitesine 

etkisi Şekil 9’da görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası CAT 

aktivitesi kontrol grubunun ortalamasına bölünerek kontrolün katı olarak verildi. CAT 

aktiviteleri kontrol grubunda 1.00±0.06, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde 0.62±0.07; 1 mM 

palmitat ile birlikte 20 µM VA uygulanan hücrelerde 0.70±0.07, 100 µM VA uygulanan 
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hücrelerde 0.71±0.07, 200 µM VA uygulanan hücrelerde 0.81±0.06, 500 µM VA uygulanan 

hücrelerde 0.83±0.06, 1000 µM VA uygulanan hücrelerde 0.72±0.07 bulundu. Palmitat 

uygulanan tüm hücrelerde CAT aktiviteleri kontrole göre anlamlı olarak azaldı (tümü için 

p<0.05). 200 ve 500 µM VA uygulanan hücrelerde CAT aktiviteleri, sadece palmitat uygulanan 

hücrelere göre anlamlı olarak yüksekti (her ikisi için p<0.05). 

 

 

Şekil 9. Vanillik asidin palmitat ile oluşturulan yağlanmada katalaz aktivitelerine 

etkisi. 

PA: Palmitat; VA: Vanilik asit. 

 

Vanilik asidin palmitat ile yağlanma oluşturulan HepG2 hücrelerinde HSP70 

düzeylerine etkisi Şekil 10’da görülmektedir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama 

sonrası HSP70 düzeyleri; 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde kontrolün 1.49±0.17 katı, 1 mM 

palmitat ile birlikte 20 µM VA uygulanan hücrelerde kontrolün 1.36±0.13 katı, 100 µM VA 

uygulanan hücrelerde kontrolün 1.05±0.23 katı, 200 µM VA uygulanan hücrelerde kontrolün 

0.72±0.18 katı, 500 µM VA uygulanan hücrelerde kontrolün 0.67±0.14 katı, 1000 µM VA 

uygulanan hücrelerde kontrolün 0.98±0.08 katı bulundu. Tek başına 1 mM palmitat uygulanan 

hücrelerde HSP70 düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak arttı (p<0.05). 100, 200, 500 ve 1000 

µM VA uygulanan hücrelerde HSP70 düzeyleri, sadece palmitat uygulanan hücrelere göre 

anlamlı olarak düşüktü (tümü için p<0.05). 200 ve 500 µM VA uygulanan hücrelerde HSP70 

düzeyleri, palmitat ile birlikte 20 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak düşüktü (her 

ikisi için p<0.05). 
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Şekil 10. Vanillik asidin palmitat ile oluşturulan yağlanmada ısı şok proteini 70 

düzeylerine etkisi. 

HSP70: Isı şok proteini 70; PA: Palmitat; VA: Vanilik asit. 

 

Çalışmada elde edilen hücre canlılığı yüzdeleri, trigliserit düzeyleri, AOPP düzeyleri, 

CAT aktivitesi ve HSP70 protein düzeylerine ait tüm sonuçlar Tablo 1’de görülmektedir. 
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Tablo 1. Çalışmada elde edilen hücre canlılığı yüzdeleri, trigliserit düzeyleri, ileri protein oksidasyon ürünleri düzeyleri, katalaz aktivitesi ve ısı 

şok proteini 70 protein düzeylerine ait tüm sonuçlar 

HÜCRE 

CANLILIĞI 

(% KONTROL) 

 

V
A

’n
ın

 d
ü

şü
k

 

k
o

n
sa

n
tr

a
sy

o
n

la
r
d

a
 h

ü
c
re

 

c
a

n
lı

lı
ğ

n
a

 e
tk

is
i 

 KONTROL 20 µM VA 40 µM VA 100 µM VA 200 µM VA 

1 93,59 92,94 99,23 87,29 79,23 

2 93,75 97,78 101,49 89,71 88,26 

3 97,78 101,98 101,82 96,17 89,07 

4 101,82 103,91 110,37 98,75 94,88 

5 102,30 106,49 110,69 102,30 99,56 

6 102,46 109,24 119,89 107,62 107,46 

7 102,62 109,88 120,21 113,92 113,92 

8 105,69 118,43 125,37 114,89 114,08 

V
A

’n
ın

 y
ü

k
se

k
 

k
o

n
sa

n
tr

a
sy

o
n

la
r
d

a
 h

ü
c
re

 

c
a

n
lı

lı
ğ

n
a

 e
tk

is
i 

 KONTROL 500 µM VA 1000 µM VA 1500 µM VA 2000 µM VA 

1 92,70 89,43 83,41 75,28 72,54 

2 95,24 89,75 85,52 80,03 78,55 

3 96,92 89,75 88,58 82,88 80,56 

4 97,98 92,49 90,48 86,37 81,40 

5 100,51 93,76 95,55 88,69 83,30 

6 102,73 97,45 96,61 94,39 86,37 

7 103,05 102,84 96,92 98,51 91,22 

8 110,86 102,94 97,88 100,73 93,55 

V
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 

 
KONTROL 1 mM palmitat 

1 mM palmitat + 

20 µM VA 

1 mM palmitat + 

100 µM VA 

1 mM palmitat + 

200 µM VA 

1 mM palmitat + 

500 µM VA 

1 mM palmitat + 

1000 µM VA 

1 92,83 37,03 40,16 42,24 41,72 46,41 35,46 

2 96,48 39,11 42,76 42,76 42,24 48,50 38,07 

3 97,52 40,16 43,29 44,33 44,33 50,07 40,16 

4 99,09 42,76 43,81 46,94 45,89 52,15 42,24 

5 100,65 44,33 44,85 47,46 49,02 52,67 44,85 

6 103,26 44,85 45,37 53,19 50,59 55,28 45,89 

7 104,30 45,37 49,02 56,84 53,72 56,32 46,94 

8 105,87 47,46 51,63 57,89 54,24 57,89 48,50 
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Tablo 1 (Devam). Çalışmada elde edilen hücre canlılığı yüzdeleri, trigliserit düzeyleri, ileri protein oksidasyon ürünleri düzeyleri, katalaz 

aktivitesi ve ısı şok proteini 70 protein düzeylerine ait tüm sonuçlar 

Trigliserit Düzeyleri 

(KONTROLÜN KATI) 

 
KONTROL 1 mM palmitat 

1 mM palmitat + 

20 µM VA 

1 mM palmitat + 

100 µM VA 

1 mM palmitat + 

200 µM VA 

1 mM palmitat + 

500 µM VA 

1 mM palmitat + 

1000 µM VA 

1 1,03 1,93 1,72 1,73 1,60 1,68 1,97 

2 0,94 1,97 1,70 1,76 1,63 1,72 1,88 

3 1,00 2,01 1,73 1,82 1,83 1,78 1,95 

4 1,02 1,86 1,77 1,78 1,86 1,74 1,91 

VA’nın palmitat ile oluşturulan 

yağlanmada AOPP düzeylerine 

etkisi 

(KONTROLÜN KATI) 

 
KONTROL 1 mM palmitat 

1 mM palmitat + 

20 µM VA 

1 mM palmitat + 

100 µM VA 

1 mM palmitat + 

200 µM VA 

1 mM palmitat + 

500 µM VA 

1 mM palmitat + 

1000 µM VA 

1 1,22 2,82 2,52 2,55 2,84 2,61 3,02 

2 0,93 2,88 2,82 2,79 2,72 2,41 3,09 

3 0,85 2,85 2,68 2,86 2,74 2,63 2,98 

4 0,99 2,72 2,66 2,55 2,80 2,47 2,85 

VA’nın palmitat ile oluşturulan 

yağlanmada CAT aktivitelerine 

etkisi 

(KONTROLÜN KATI) 

 KONTROL 1 mM palmitat 
1 mM palmitat + 

20 µM VA 

1 mM palmitat + 

100 µM VA 

1 mM palmitat + 

200 µM VA 

1 mM palmitat + 

500 µM VA 

1 mM palmitat + 

1000 µM VA 

1 1,02 0,54 0,66 0,81 0,86 0,86 0,77 

2 0,92 0,70 0,68 0,67 0,77 0,90 0,63 

3 1,06 0,66 0,65 0,73 0,75 0,76 0,71 

4 1,00 0,59 0,80 0,64 0,86 0,80 0,78 

VA’nın palmitat ile oluşturulan 

yağlanmada HSP70 düzeylerine 

etkisi 

(KONTROLÜN KATI) 

 KONTROL 1 mM palmitat 
1 mM palmitat + 

20 µM VA 

1 mM palmitat + 

100 µM VA 

1 mM palmitat + 

200 µM VA 

1 mM palmitat + 

500 µM VA 

1 mM palmitat + 

1000 µM VA 

1 1,00 1,64 1,21 0,85 0,63 0,59 0,89 

2 1,00 1,31 1,41 1,01 0,59 0,59 1,04 

3 1,00 1,52 1,44 1,30 0,92 0,83 1,00 

 

VA: Vanilik asit; AOPP: İleri oksidasyon protein ürünleri; CAT: Katalaz; HSP70: Isı şok proteini 70
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TARTIŞMA 

 
 Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, dünyada en sık görülen karaciğer hastalığıdır ve 

aşırı alkol tüketmeyen hastaların karaciğerinde yağ birikmesi olarak tanımlanır (2). Artan 

diyabet ve obezitenin NAFLD prevelansını arttırması nedeniyle siroz ve son dönem karaciğer 

hastalığı görülme sıklığının da gittikçe artması beklenmektedir. Artmış morbidite ve mortalite, 

sağlık maliyetleri ve sağlığa bağlı yaşam kalitesinin düşmesi NAFLD’yi zorlu bir hastalık 

haline getirmektedir ve bu hastalığın daha derinlemesine araştırılması gerektirmektedir (99). 

 Hepatik steatozun in vitro olarak incelenmesi için, insan HepG2 hücrelerinin serbest yağ 

asitleri ile muamele edilmesiyle bir yağlanma modeli oluşturulmuştur (6). İnsan vücudundaki 

temel yağ asitleri olan palmitik asit ve oleik asit, in vitro steatozu indüklemek için yaygın olarak 

kullanılan yağ asitleridir (8). 

 Vanilik asit tatlandırıcı olarak kullanılan benzoik asit türevidir, immun aracılı karaciğer 

inflamasyonuna baskılayıcı etkisi ve hepatoprotektif etkisi olduğu gösterilmiştir (100). 

 Literatürde VA’nın HepG2 hücrelerinde hücre canlılığına etkisini gösteren tek bir 

çalışma bulunmaktadır. Jung ve ark. (22) 0-20 μM arası konsantrasyonlarda 48 saat süreyle 

uygulanan 20 μM konsantrasyonda VA’nın hücre canlılığını anlamlı olarak azalttığını 

bildirmiştir. Çalışmamızda ise HepG2 hücrelerine öncelikle 20-2000 μM konsantrasyonları 

arası VA 24 saat boyunca uygulanarak VA’nın hücre canlılığı üzerine etkisi araştırıldı. 20-1000 

μM arası konsantrasyonlarda VA HepG2 hücrelerinde hücre canlılığını anlamlı olarak 

değiştirmezken, 1000 μM üzeri VA konsantrasyonları hücre canlılığını anlamlı olarak azalttı 

ve bu sebeple palmitat ile yağlanmaya karşı 1000 μM’a kadar VA konsantrasyonları uygulandı. 

HepG2 hücrelerinde deneysel NAFLD modeli oluşturmak için palmitat yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Çalışmamızda literatürle uyumlu olarak palmitat uygulanan gruplarda hücre 
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canlılığı azaldı, hücre içi trigliserit düzeyi ise arttı. Palmitat uygulamasının hücre içi lipit 

içeriğini arttırdığı mikroskopik olarak oil red O boyama ile de görüldü (8,101). Bu bulgularımız 

HepG2 hücrelerinde palmitat ile oluşturulan hücresel NAFLD modelinin başarılı olarak 

gerçekleştiğini ve 1mM palmitat dozunun bu modeli oluşturmak için yeterli olduğunu 

göstermektedir.  

Jung ve ark. (22) 0-10 μM arası konsantrasyonlarda 24 saat süreyle uygulanan VA’nın 

10 μM konsantrasyonda yağlanmayı anlamlı olarak azalttığını bildirmişlerdir. Çalışmamızda 

ise sadece 500 μM VA uygulamasının yağlanmayı anlamlı olarak azalttığı görülmüştür. 

 Oksidatif stres, hepatosit içinde aşırı ROS üretimi veya azalmış antioksidan 

savunmaların bir sonucu olarak ortaya çıkar ve hastalığın gelişmesinde en önemli nedenler 

arasındadır (51). Oksidatif stres bozulmuş mitokondriyal β-oksidasyona neden olur. β-

oksidasyonun bozulması hepatositler içinde yağ asitlerinin birikmesine ve ROS’un mitokondri 

tarafından aşırı üretilmesi lipit peroksidasyonuna neden olabilir. Bu hepatik steatoz ve 

NASH’ın indüksiyonunda önemli bir rol oynayabilir (46). Antioksidan sistemler oksidatif stres 

ile başa çıkmak için gereklidir. CAT oksidatif stres seviyesini değerlendirmek için kullanılan 

antioksidan bir enzimdir (49). Aerobik hücrelerin çoğunda bulunan CAT, H2O2’nin ayrışmasını 

katalizleyerek hücreyi oksidatif strese karşı korur (102). 

 Literatürde yağlı karaciğerde CAT ekspresyonu veya aktivitesi ile ilgili çelişkili 

sonuçlar bulunmaktadır. Perlemuter ve ark. (103) NAFLD hastalarının karaciğer CAT 

aktivitelerinin kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek olduğunu bunun inflamasyon ve 

fibrogenezde rol oynayan oksidatif stresi yansıtıyor olabileceğini bildirmişlerdir. Kumar ve ark. 

(104) NAFLD’li hastalarda oksidatif stresin varlığını CAT ve diğer bazı antioksidan enzimler 

ile göstermiş ve NAFLD’li hastalarda sağlıklı bireylere kıyasla eritrosit CAT aktivitesinin 

anlamlı derecede azaldığını bildirmişlerdir. Jain ve ark. (105) HepG2 hücreleri ile yaptıkları bir 

çalışmada, kontrol gruplarına kıyasla palmitat ile tedavi edilen grupta, CAT ve diğer çeşitli 

antioksidan biyobelirteçlerin mRNA ekspresyonunda azalma olduğunu göstermişlerdir. 

Murakami ve ark. (106) yüksek yağlı diyet ile NAFLD modeli oluşturulan farelerde, 

karaciğerdeki oksidatif stresi, azalmış CAT aktivitesi ile göstermişlerdir. Literatürde 

NAFLD’de VA’nın CAT aktivitesi üzerine etkisini inceleyen bir çalışmaya rastlamadık. 

Çalışmamızda palmitat uygulanan hücrelerde kontrole kıyasla CAT aktivitesinin azalmış 

olduğu görüldü. Palmitat ile birlikte VA uygulanan hücrelerde palmitat grubuna kıyasla CAT 

aktivitesinde doza bağlı bir şekilde artış olduğu, özellikle 200 μM ve 500 μM VA uygulanan 

hücrelerde CAT aktivitesinde anlamlı artış olduğu gözlenmiştir. Bu bulgu, 200 μM ve 500 μM 
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konsantrasyonlarında VA’nın HepG2 hücrelerini oksidatif strese karşı koruyucu etkisinin 

olduğunu göstermektedir. 

 İleri oksidasyon protein ürünleri, oksidanların plazma proteinleriyle reaksiyonu sonucu 

oluşan, birçok hastalıkta yaygın olarak ölçülen bir oksidatif stres belirtecidir (13). Çiftçi ve ark. 

(62) NAFLD’li bireylerin serum AOPP düzeyinin sağlıklı bireylere göre anlamlı olarak artmış 

olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmamızda da kontrole kıyasla palmitat ile yağlanma oluşturulan 

hücrelerde AOPP düzeyleri artmıştır. Bu bulgumuz Çiftçi ve ark. (62)’nın çalışması ile 

uyumludur. VA uygulanan hücrelerde ise sadece palmitat uygulanan hücrelere göre AOPP 

düzeylerinde azalma gözlenmesine rağmen sadece 500 μM VA grubunda anlamlı azalma 

saptanmıştır. Ayrıca 1000 μM VA uygulanan hücrelerde AOPP düzeyi 20 μM ve 100 μM VA 

uygulananlara göre anlamlı olarak artmıştır. Bu bulgu 1000 μM üzerindeki konsantrasyonların 

oksidatif stresi önlemediğinin bir göstergesidir. 

 Isı şok proteinleri ailesinin 70 kDa’lık üyesi olan HSP70 (107), prokaryotlardan 

ökaryotlara kadar çeşitli hücre tiplerinin sitozol ve subselüler kompartmanlarında (örneğin, 

çekirdek, mitokondri) bulunur. HSP70’in intrasellüler sitoprotektif etkisi ve şaperon özelliği 

bulunmaktadır. Isı stresi, iskemi reperfüzyon, ağır metallere maruz kalma ve oksidatif stres gibi 

faktörler HSP70 ekspresyonunu indükleyebilir (108). 

 Zhang ve ark. (81) yüksek yağlı diyet ile beslenmiş farelerde ve HepG2 hücrelerinde 

palmitat ile oluşturulmuş NAFLD modelinde HSP70 mRNA ekspresyonunun ve protein 

düzeyinin belirgin bir şekilde arttığını, HSP70’in aşırı ekspresyonunun, lipojenik genlerin 

mRNA ekspresyonlarında ve trigliserit ve total kolesterol sentezinde artışa neden olduğunu, 

böylece, HSP70’in HepG2 hücrelerinde hepatik steatozu desteklediğini bildirmişlerdir. Zhang 

ve ark. (81) ayrıca HSP70’i kodlayan HSPA1A geninin aşırı ekspresyonunun HepG2 

hücrelerinde lipit birikimini desteklediğini, bu genin bloke edilmesinin ise lipit birikiminin ve 

lipojenik genlerin ekspresyonlarının azalmasına neden olduğunu bilmişlerdir. Çalışmamızda da 

benzer şekilde sadece palmitat uygulanan hücrelerde HSP70 protein düzeyi kontrole göre 

yüksekti. Ayrıca VA uygulanan hücrelerde, sadece palmitat uygulanan hücrelere kıyasla 

özellikle 200 μM ve 500 μM konsantrasyonlarında VA’nın HSP70 protein düzeylerini anlamlı 

olarak azalttığı gözlenmiştir. Bu bulgumuz, 200 μM ve 500 μM konsantrasyonlarında VA’nın 

HepG2 hücrelerini oksidatif strese karşı koruyucu etkisinin olduğunu düşündürmektedir. 

Bilindiği üzere NAFLD patogenezinde artan serbest yağ asidi ve kolestrol kaynaklı lipit 

birikimi lipotoksisiteye yol açmakta ve ardından ER stresi ve oksidatif stres ile ilişkili 

mekanizmalar aktive edilmektedir (32). Literatürde VA’nın NAFLD veya başka hastalıklarda 

HSP70 düzeylerine etkisini inceleyen bir çalışmaya rastlamadık. Çalışmamızda 200 μM ve 500 



30 
 

μM VA ile tedavi edilen hücrelerde, palmitat ile tedavi edilen hücrelere kıyasla HSP70 protein 

düzeyleri azaldı. 

Sonuç olarak çalışmamız VA’nın, karaciğer hepatoma hücrelerinde hücre canlılığını 

arttırdığını, hücre içi yağlanmayı, oksidatif stresi ve HSP70 protein düzeyini azalttığını 

gösterdi. Bu açılardan VA, NAFLD’nin önlenmesi için faydalı olabilir. 
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SONUÇLAR 

 

 Bu çalışmada deneysel NAFLD modeli oluşturulan HepG2 hücrelerinde farklı 

konsantrasyonlarda vanilik asidin, hücre canlılığına, hücre içi yağlanmaya, oksidatif strese ve 

HSP70 protein düzeylerine etkisini göstermeyi amaçladık. Vanilik asidin hücre canlılığına 

etkisini MTT testiyle, yağlanma üzerine etkisini trigliserit ölçümü ve oil Red O boyama ile, 

CAT aktivitesine etkisini Aebi ve ark. (97)’nın metoduna göre, AOPP düzeyleri Witko-Sarsat 

ve ark. (54)’nın metoduna göre ve HSP70 protein düzeylerini Western Blot yöntemiyle ölçtük. 

Çalışmamızda elde edilen sonuçlar şunlardır: 

1. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 20 µM, 40 µM, 100 µM, 200 µM, 500 

µM ve 1000 µM VA hücre canlılığını kontrole göre anlamlı olarak değiştirmedi. 1500 

µM ve 2000 µM VA hücre canlılığını kontrole göre anlamlı olarak azalttı. 2000 µM VA 

uygulanan hücrelerde hücre canlılığı 500 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı 

olarak azaldı. 

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

olarak azalttı, palmitat ile birlikte 500 µM VA uygulanan hücrelerde hücre canlılığı, 

sadece palmitat uygulanan hücrelere ve palmitat ile birlikte 20 µM ve 1000 µM VA 

uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak arttı.  

3. 1mM palmitat trigliserit düzeylerini kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttırdı, 

palmitat ile birlikte 500 µM VA uygulanan hücrelerin trigliserit düzeyleri, sadece 

palmitat uygulanan hücrelere ve palmitat ile birlikte 1000 µM VA uygulanan hücrelere 

göre anlamlı olarak azalırken, 1000 µM VA uygulanan hücrelerin trigliserit düzeyleri, 

palmitat ile birlikte 20 µM ve 100 µM VA uygulanan hücrelerin trigliserit düzeylerine 

göre anlamlı olarak yüksekti.  
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4. Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinin oil Red O ile boyanmasının kontrole göre 

fazla olduğu gözle görüldü. Palmitat ile birlikte uygulanan VA konsantrasyonlarının 

sadece palmitat uygulanan hücrelere göre oil Red O ile boyanmayı gözle görünür 

şekilde azalttı. 

5. Palmitat uygulanan hücrelerde CAT aktivitesi kontrole göre anlamlı olarak azaldı, 

palmitat ile birlikte 200 µM ve 500 µM VA uygulanan hücrelerin CAT aktiviteleri, 

sadece palmitat uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak arttı. 

6. Palmitat uygulanan hücrelerde AOPP düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak 

yüksekti. Palmitat ile birlikte 500 µM VA uygulanan hücrelerde AOPP düzeyleri, 

sadece palmitat uygulanan hücrelere ve palmitat ile birlikte 1000 µM VA uygulanan 

hücrelere göre anlamlı olarak düşüktü. 1000 µM VA uygulanan hücrelerde AOPP 

düzeyleri, palmitat ile birlikte 20 µM ve 100 µM VA uygulanan hücrelere göre anlamlı 

olarak yüksekti. 

7. Palmitat uygulanan hücrelerde HSP70 düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak arttı, 

palmitat ile birlikte uygulanan 100 µM, 200 µM, 500 µM ve 1000 µM VA 

konsantrasyonları hücrelerin HSP70 düzeylerini, sadece palmitat uygulanan hücrelere 

göre anlamlı olarak azalttı. Palmitat ile birlikte 200 µM ve 500 µM VA uygulanan 

hücrelerde HSP70 düzeyleri, palmitat ile birlikte 20 µM VA uygulanan hücrelere göre 

anlamlı olarak düşüktü. 

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

kaynaklı hepatoma hücrelerinde, hücre canlılığını ve CAT aktivitesini arttırdığını, yağlanmayı, 

AOPP ve HSP70 protein düzeylerini azalttığını gösterdi. 
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ÖZET 

 

Bu çalışmanın amacı palmitat ile non-alkolik yağlı karaciğer modeli oluşturulan HepG2 

hücrelerinde vanilik asidin hücre canlılığına, yağlanmaya, oksidatif strese ve ısı şok proteini 70 

düzeylerine etkisini araştırmaktır. 

Non-alkolik yağlı karaciğer modeli oluşturmak için HepG2 hücreleri 1 mM palmitat ile 

24 saat inkübe edildi. Hücre canlılığı 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium 

bromür testi ile ölçüldü. Yağlanma; trigliserit düzeyleri ticari kitler ile ölçülerek ve oil red O 

boyama ile mikroskopik olarak gösterildi. İleri oksidasyon protein ürünleri, ve katalaz aktivitesi 

spektrofotometrik olarak ölçüldü. Isı şok proteini 70 düzeyleri western blot yöntemi ile ölçüldü. 

1500 ve 2000 µM vanilik asit HepG2 hücrelerinde canlılığı anlamlı olarak azalttı 

(p<0.05) ve bu sebeple 0-1000 µM arası vanilik asidin non-alkolik yağlı karaciğer modelinde 

etkisi araştırıldı. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 1 mM palmitat hücre canlılığını ve 

katalaz aktivitesini anlamlı olarak azalttı ve trigliserit, ileri oksidasyon protein ürünleri ve ısı 

şok proteini 70 düzeylerini anlamlı olarak arttırdı (tümü için p<0.05). 1 mM palmitat uygulanan 

hücreler ile karşılaştırıldığında 1 mM palmitat ile birlikte uygulanan 500 µM vanilik asit; hücre 

canlılığını ve katalaz aktivitesini anlamlı olarak arttırırken trigliserit, ileri oksidasyon protein 

ürünleri ve ısı şok proteini 70 düzeylerini anlamlı olarak azalttı (tümü için p<0.05). 1 mM 

palmitat uygulan hücreler ile karşılaştırıldığında 1 mM palmitat ile birlikte uygulanan 200 µM 

vanilik asit ısı şok proteini 70 düzeylerini anlamlı olarak azalttı (p<0.05). 

Sonuç olarak çalışmamız; palmitat ile non-alkolik yağlı karaciğer modeli oluşturulan 

HepG2 hücrelerinde vanilik asidin, özellikle 500 µM konsantrasyonda, hücre canlılığını 
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arttırdığını ve yağlanmayı, oksidatif stresi ve ısı şok proteini 70 düzeylerini ise azalttığını 

gösterdi. 

 

Anahtar Kelimeler: Vanilik asit (VA), Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı (NAFLD), Isı şok 

proteini 70 (HSP70), İleri Oksidasyon Protein Ürünleri (AOPP), Katalaz (CAT). 
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EFFECT OF VANILLIC ACID ON OXIDATIVE STRESS AND HSP 70 

PROTEIN LEVELS IN PALMITATE-INDUCED STEATOSIS IN 

HUMAN-DERIVED HEPATOMA CELLS 

 

SUMMARY 

 

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

steatosis, oxidative stress and heat shock protein 70 levels in palmitate-induced non-alcoholic 

fatty liver disease model in HepG2 cells. 

To induce non-alcoholic fatty liver disease model, HepG2 cells were incubated with 1 

mM palmitate for 24 hours. Cell viability was measured by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyl-2H-tetrazolium bromide assay. Steatosis was shown by measuring triglyceride levels 

with commercial kits and by microscopically with oil red O staining. Advanced oxidation 

protein products and catalase activity were measured spectrophotometrically. Heat shock 

protein 70 levels were measured by western blot. 

1500 ve 2000 µM vanillic acid significantly decreased the viability of HepG2 cells and 

therefore effect of vanillic acid on non-alcoholic fatty liver disease were investigated at the 

vanilic acid concentrations between 0-1000 µM. When compared with control group, 1 mM 

palmitate significantly decreased cell viability and catalase activity and significantly increased 

triglyceride, advanced oxidation protein products and heat shock protein 70 levels (p<0.05 for 

all). When compared with 1 mM palmitate incubated cells, 500 µM vanillic acid incubated with 

1 mM palmitate significantly increased cell viability and catalase activity and significantly 

decreased triglyceride, advanced oxidation protein products and heat shock protein 70 levels 
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(p<0.05 for all). When compared with 1 mM palmitate incubated cells, 200 µM vanillic acid 

incubated with 1 mM palmitate significantly decreased heat shock protein 70 levels (p<0.05). 

As a result, our study showed that vanillic acid, especially at 500 µM concentration, 

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

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

 

Key Words: Vanillic acid (VA), Non-alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), Heat Shock 

Protein 70 (HSP70), Advanced oxidation protein products (AOPP), Catalase (CAT) 
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