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SİMGE VE KISALTMALAR 

 

EMEM: Eagle'ın minimum esansiyel medyumu 

HO-1: Hem oksijenaz-1 

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide  

NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease 

NF-κB: Nükleer faktör κB  

NRF2: Nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2  

ROT: Reaktif oksijen türleri 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı (NAFLD); alkol veya ilaç kullanımı, viral veya 

otoimmün hastalıklar gibi herhangi bir etiyolojik durum olmadan karaciğerdeki yağ birikimi 

olarak tanımlanmaktadır (1). Palmitat, yapısında 16 karbon içeren, doymuş bir yağ asididir ve 

sağlıklı bireylerin ve NAFLD hastalarının karaciğer dokusunda en fazla miktarda yer alan yağ 

asitlerinden biridir (2). HepG2 hücreleri, kökenini insan karaciğer hepatoma hücrelerinden 

alan, ticari olarak temin edilebilen ve fonksiyonel açıdan hepatositler ile benzerlikleri bulunan 

hücrelerdir (3). HepG2 hücrelerinin serbest yağ asidi ile oluşturulan yağlanma modellerinde, 

primer hepatositler ile benzer özellikler sergilediği belirtilmiş ve palmitat ile oluşturulan 

deneysel yağlanma modelinin, NAFLD’nin akut ve toksik etkilerinin araştırılması için uygun 

bir model olduğu bildirilmiştir (4). 

Ökaliptol, özellikle okaliptüs yapraklarından elde edilen bir terpenoidtir (5). 

Ökaliptolün anti-inflamatuvar, antioksidan, ağrı kesici, antimikrobiyal ve antikanser 

özelliklere sahip olduğu farklı çalışmalarla gösterilmiştir (6,7). 

Oksidanlar ve antioksidanlar arasındaki dengesizlik sonucu oluşan oksidatif stres, 

NAFLD patogenezinde önemli rol oynamaktadır (8). Nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili 

faktör 2 (NRF2), antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu artıran ve 

oksidatif stresin hücresel yanıtını oluşturan önemli bir transkripsiyon faktörüdür (9). NRF2 

uyarıldığında sitoplazmadan nükleusa geçerek antioksidan genlerin transkripsiyonunu başlatır 

(10,11). Hem oksijenaz-1 (HO-1) enzimi hem proteininin metabolizmasında görevli bir 

enzimdir. HO-1’in hücresel savunmada görev aldığı bilinmektedir. HO-1 geninin en önemli 

transkripsiyonel düzenleyicisi NRF2’dir (12).  

https://paperpile.com/c/exNKa1/rrwim
https://paperpile.com/c/exNKa1/aHuZ
https://paperpile.com/c/exNKa1/JLaPL
https://paperpile.com/c/exNKa1/37P6Z
https://paperpile.com/c/exNKa1/3PHR6
https://paperpile.com/c/exNKa1/wFOw
https://paperpile.com/c/exNKa1/hhepO
https://paperpile.com/c/exNKa1/Ub1vN
https://paperpile.com/c/exNKa1/J8awd
https://paperpile.com/c/exNKa1/OvQuf
https://paperpile.com/c/exNKa1/pKWNy
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İnflamasyon; fiziksel hasar, iskemik hasar, enfeksiyon ve toksik maddelere maruz 

kalma gibi doku hasarına yol açan durumlara karşı vücudun verdiği yanıttır (13). Nükleer 

faktör κB (NF-κB) inflamasyonla ilişkili sitokinlerin düzenlenmesinde rol oynayan 

transkripsiyon faktörüdür (14). 

Ökaliptolün palmitatın yol açtığı hepatotoksisite üzerine etkisi bilinmemekte olup, bu 

çalışmanın amacı; ökaliptolün insan kaynaklı hepatoma hücrelerinde palmitat ile oluşturulan 

hücresel hepatotoksisitede hücre canlılığına, yağlanmaya, inflamasyona ve antioksidan 

savunmaya etkisini araştırmaktır. 
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GENEL BİLGİLER 

 

NON-ALKOLİK YAĞLI KARACİĞER HASTALIĞI 

 Karaciğerdeki yağ oranın %5 üzerine çıkması karaciğer yağlanması olarak adlandırılır. 

Alkol, virüsler, ilaçlar ve otoimmün hastalıklar gibi etmenler karaciğer yağlanmasına yol 

açabilir (15). Sınırlı alkol alımının olduğu, viral enfeksiyon veya herhangi bir karaciğer 

hastalığına ait bulgunun bulunmadığı karaciğerde görülen yağlanmaya NAFLD denir (1).  

Türkiye’de NAFLD görülme sıklığının %9,6-42 aralığında olduğu bildirilmiştir (16). 

Çocukluk çağında obezitenin artması ile birlikte NAFLD görülme sıklığı artmaktadır. Türk 

toplumunda obez çocuklarda NAFLD’nin görülme sıklığı %23-62 aralığındadır (17). 

Dünyada NAFLD prevalansının yaklaşık %25 olduğu ve NAFLD’nin en yüksek oranda Orta 

Doğu ve Güney Amerika kıtasında, en düşük oranda ise Güney Afrika kıtasında görüldüğü 

bildirilmiştir (18). 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı olan bireylerin %80’i obezdir. Serbest yağ 

asitleri, beyaz yağ dokusundan ve de novo lipogenez sonucu dolaşıma verilmektedir. 

NAFLD’de karaciğer hasarının gelişiminde beyaz yağ dokusu kaynaklı artmış serbest yağ 

asidi ve kronik inflamasyon önemli rol oynar (19). Bazı besinlerin de NAFLD gelişiminde rol 

oynadığı düşünülmektedir. En çok üzerinde durulan besin ise fruktozdur. Amerika Birleşik 

Devletleri'nde fruktoz içeren içeceklerin tüketimine, paralel olarak NAFLD insidansı ve 

prevalansındaki büyüme 1950'den beri 5 kat artmıştır (20). Fruktoz tüketimindeki artışın; 

barsak mikrobiyotası değişiklikleri, oksidatif stres, inflamatuvar sitokinlerin ve barsak 

geçirgenliğinin artışı ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (21). Şekerlerin, vücutta serbest yağ 

asitlerinin ve trigliseridlerin sentezini arttırarak NAFLD’ye yol açtığı düşünülmektedir. 

https://paperpile.com/c/exNKa1/TNToY
https://paperpile.com/c/exNKa1/rrwim
https://paperpile.com/c/exNKa1/89Viq
https://paperpile.com/c/exNKa1/boRrg
https://paperpile.com/c/exNKa1/Rq29l
https://paperpile.com/c/exNKa1/QeL0O
https://paperpile.com/c/exNKa1/ZxZtr
https://paperpile.com/c/exNKa1/QQcD6


4 

 

Artmış yağ tüketimi ise, serbest yağ asitlerinin girişinde artışa yol açarak NAFLD gelişme 

riskinin artırır. Ayrıca, tek bir besin grubu açısından zengin diyetler, daha yüksek tokluk kan 

şekeri seviyelerine ve dolayısıyla daha yüksek bir insülin sekresyonuna neden olur. İnsülin 

ayrıca de novo lipogenezi uyarır, NAFLD gelişimine ve hepatik trigliserid birikimine neden 

olur (20). 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığının patogenezi günümüzde hala tam olarak 

açıklanabilmiş değildir. NAFLD gelişiminde insülin direncinin önemli bir rolü olduğu 

bildirilmektedir. Karaciğerde yağ birikimine neden olan başlıca faktörler arasında; diyet, 

mikrobiyota, genetik faktörler ve lipojenik transkripsiyon faktörlerinin uyarılması yoluyla de 

novo lipogenez sayılabilir. Yağ birikimi sonucu NF-κB uyarılır. NF-κB’nin uyarılması 

sonucu, tümör nekroz faktörü alfa, interlökin-6 ve interlökin-1β gibi pro-inflamatuar 

sitokinlerin üretimi artar. Ayrıca tümör nekroz faktörü alfa ve interlökin-6 insülin direncinin 

gelişmesinde rol oynamaktadır. Karaciğerdeki lipotoksisiteye bağlı olarak mitokondriyal 

disfonksiyon ve endoplazmik retikulum stresi oluşmaktadır (22). Yağ asitlerinin fazla 

miktarda bulunması sebebiyle artmış yağ asidi oksidasyonuna bağlı olarak reaktif oksijen 

türleri (ROT) artar. Artan ROT, mitokondriyal disfonksiyonda önemli rol oynar (23). 

 Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığının tedavisinde öncelikle diyet ve egzersiz 

önerilmektedir. Medikal tedaviler daha çok metabolik bozukluğu düzeltme üzerine kurulmuş 

olup günümüzde direkt olarak NAFLD tedavisi için onaylanmış bir ilaç yoktur (21). 

   

Palmitat İle Oluşturulan Deneysel Yağlanma Modeli  

 Hücre kültürü çalışmalarının, primer dokulara benzerlikleri, düşük maliyetleri ve 

uygulama kolaylıkları nedeniyle bilimsel araştırmalarda önemi artmıştır. Hücre çalışmaları, 

hayvan ve insan dokularının kullanımıyla ilişkili etik sorunları önler. Hücre çalışmaları; aşı 

üretimi, sitotoksisite testleri, ilaç metabolik yollarının tanımlanması, gen fonksiyonunun 

incelenmesi ve oluşturulması gibi bir çok alanda kullanılmaktadır (24).  

 HepG2 hücreleri, insan karaciğer hepatoma hücrelerinden elde edilmiş, günümüzde 

ticari olarak temin edilebilen ve fonksiyonel açıdan hepatositler ile benzerlikleri bulunan 

hücrelerdir. HepG2 hücreleri ölümsüz hücre hatlarındandır. Çoğalma kapasitesinin yüksek 

olması, fenotip kararlılığı ve aynı hücre hattının araştırma boyunca kullanılabilir olması, 

HepG2 hücrelerinin kullanılmasının temel nedenlerindendir (3). 

Palmitat, 16 karbonlu doymuş bir yağ asidi olup, sağlıklıların ve NAFLD olan 

bireylerin karaciğer dokusundaki trigliseridlerin yapısında en çok bulunan yağ asitlerinden 

https://paperpile.com/c/exNKa1/ZxZtr
https://paperpile.com/c/exNKa1/bKdmG
https://paperpile.com/c/exNKa1/bKdmG
https://paperpile.com/c/exNKa1/bKdmG
https://paperpile.com/c/exNKa1/gLh79
https://paperpile.com/c/exNKa1/gLh79
https://paperpile.com/c/exNKa1/gLh79
https://paperpile.com/c/exNKa1/QQcD6
https://paperpile.com/c/exNKa1/QQcD6
https://paperpile.com/c/exNKa1/QQcD6
https://paperpile.com/c/exNKa1/3A31c
https://paperpile.com/c/exNKa1/3A31c
https://paperpile.com/c/exNKa1/3A31c
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biridir. Bu sebeple palmitat ile oluşturulan deneysel yağlanma modeli NAFLD’nin 

araştırılmasında kullanılmakta olan deneysel modellerden biridir (2). HepG2 hücrelerinin 

palmitat ve palmitat ile oleat karışımı ile oluşturulan yağlanma modellerinde, primer 

hepatositler ile benzer özellikler sergilediği belirtilmiş ve palmitat ile oluşturulan deneysel 

yağlanma modelinin palmitat ile oleat karışımı ile oluşturulan deneysel yağlanma modeline 

göre daha sitotoksik olduğu ve bu sebeple NAFLD’nin akut ve toksik etkilerinin araştırılması 

için uygun bir model olduğu bildirilmiştir (4). 

 

OKSİDATİF STRES VE ANTİOKSİDANLAR 

Fizyolojik koşullarda, ROT tüm aerobik organizmalarda oluşur ve organizma için çok 

sayıda faydalı rolü olduğu bilinmektedir. Fakat, fazla miktardaki ROT da biyomoleküllere 

zarar verme potansiyeline sahiptir (25). Oksidatif stres, ROT gibi oksidanlar ile antioksidanlar 

arasında oluşan bir dengesizlik sonucu oksidanların antioksidanlara göre fazlalığı ile oluşur 

(8,26). Oksidatif stres, biyolojik sistemlere zarar verir ve günümüzde oksidatif stresin 

ateroskleroz, kronik obstrüktif akciğer hastalığı, alzheimer ve kanser gibi bir çok hastalığın 

oluşumunda rol oynadığı gösterilmiştir (27). Ultraviyole ışınları, biyokimyasal reaksiyonlar, 

stres, sigara, iyonize radyasyon ve çeşitli ilaçlar, serbest radikal oluşumuna yol açan faktörlere 

örnek gösterilebilir (8). Hücrede ROT mitokondride, peroksizom ve endoplazmik retikulumda 

üretilir. Aynı zamanda ROT'un sitoplazmik üretimi de gerçekleşir (26). 

Antioksidanlar, moleküllerin oksidasyonunun inhibe edilmesini sağlayan 

moleküllerdir, vücutta serbest radikal oluşumunu önlerler ve temizlenmesini sağlarlar. 

Antioksidanlar, ROT’un zararlı etkisinin ve oksidatif stresin azaltılmasında hayati rol oynar 

(28). Antioksidanlar endojen (enzimatik ve non-enzimatik) ve eksojen olarak sınıflandırılır. 

Süperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimatik antioksidanlara; askorbik asit, 

β-karoten ve α-tokoferol ise non-enzimatik antioksidanlara örnek gösterilebilir (29).  

Nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2, antioksidan ve detoksifikasyon 

enzimlerinin ekspresyonunu artıran ve oksidatif strese karşı hücresel yanıtı oluşturan önemli 

bir transkripsiyon faktörüdür. NRF2 yarılanma ömrü kısa olan bir proteindir. Ubikitinasyon 

ve proteozomal yıkım, NRF2’nin düzenlenmesinde önemli mekanizmalardır. Normal 

koşullarda NRF2 sitoplazmada Kelch-like ECH-associated protein 1 proteinine bağlanmış 

haldedir (9). Kelch-like ECH-associated protein 1, NRF2’yi bazal düzeyde tutmakla görevli 

en önemli moleküldür. Oksidatif stres NRF2 ve Kelch-like ECH-associated protein 1 

arasındaki etkileşimin bozulmasına, NRF2’nin ubikitinasyonunun ve proteozomal 

https://paperpile.com/c/exNKa1/aHuZ
https://paperpile.com/c/exNKa1/aHuZ
https://paperpile.com/c/exNKa1/aHuZ
https://paperpile.com/c/exNKa1/h8EJN
https://paperpile.com/c/exNKa1/h8EJN
https://paperpile.com/c/exNKa1/h8EJN
https://paperpile.com/c/exNKa1/hhepO
https://paperpile.com/c/exNKa1/hhepO
https://paperpile.com/c/exNKa1/ks5Ug
https://paperpile.com/c/exNKa1/ks5Ug
https://paperpile.com/c/exNKa1/B3VWu
https://paperpile.com/c/exNKa1/B3VWu
https://paperpile.com/c/exNKa1/B3VWu
https://paperpile.com/c/exNKa1/hhepO
https://paperpile.com/c/exNKa1/hhepO
https://paperpile.com/c/exNKa1/hhepO
https://paperpile.com/c/exNKa1/ks5Ug
https://paperpile.com/c/exNKa1/ks5Ug
https://paperpile.com/c/exNKa1/ks5Ug
https://paperpile.com/c/exNKa1/mI9Y5
https://paperpile.com/c/exNKa1/mI9Y5
https://paperpile.com/c/exNKa1/mI9Y5
https://paperpile.com/c/exNKa1/5zv74
https://paperpile.com/c/exNKa1/5zv74
https://paperpile.com/c/exNKa1/5zv74
https://paperpile.com/c/exNKa1/Ub1vN
https://paperpile.com/c/exNKa1/Ub1vN
https://paperpile.com/c/exNKa1/Ub1vN
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degredasyonunun önlenmesine ve nükleusa geçişine neden olur (10). NRF2, HO-1 gibi birçok 

antioksidan enzimin transkripsiyonunu uyarır (11). ROT ve oksidatif stresin NAFLD 

patogenezi ile ilişkili olduğu gösterildiğinden NRF2'nin uyarılmasının, NAFLD’nin 

önlenmesi ve tedavisinde umut verici olabileceği düşünülmektedir (30). 

Hem oksijenaz-1 enzimi hem proteininin metabolizmasında görevli bir enzimdir. HO-

1’in aktif hale gelmesiyle, hem proteini parçalanır ve bilirubin, karbonmonoksit ve ferröz 

demir ortaya çıkar. Hem proteininin, HO-1 enzimi aracılığıyla parçalanması sonucunda açığa 

çıkan ürünlerin inflamasyonu baskıladığı bildirilmiştir. HO-1’in, hücresel savunmada görev 

aldığı bilinmektedir. HO-1 geninin en önemli transkripsiyonel düzenleyicisi NRF2’dir ve 

NRF2 uyarılıp nükleusa geçtiğinde, HO-1 düzeyinde artış gerçekleşir (12).  

 

İNFLAMASYON VE NÜKLEER FAKTÖR κB 

İnflamasyon, vücudun doku hasarına karşı verdiği yanıttır. Fiziksel hasar, iskemik 

hasar, enfeksiyon ve toksik maddelere maruz kalma gibi durumlarda oluşur. İnflamatuar yanıt 

olarak hücresel değişiklikler ve immun yanıtlar oluşur (13). İnflamasyon; yara iyileşmesi, 

immün sistemin kontrolü ve yeniden doku oluşumunda önemli rol oynar. Savunma sisteminde 

oluşan bir dengesizlikte ise koruyucu ve iyileştirici rolü olan inflamasyon patolojik 

durumların gelişmesin katkıda bulunur (31). İnflamasyona maruziyet süresinin artmasına ve 

inflamasyonu baskılayan sistemlerde oluşan hasarlara bağlı olarak inflamasyon kronik bir hal 

alabilir. Kronik inflamasyon, tümör oluşumunda ve gelişiminde büyük rol oynamaktadır (13).  

Sitokinler, hücreler arası mesaj üreten kimyasal maddelerdir. İmmün yanıtta yer alan 

reaksiyonları kontrol ederler. Sitokinlerin aşırı üretilmesi kronik inflamasyona neden 

olmaktadır (32). İnterlökin-1, interlökin-6 ve tümor nekroz faktör α, pro-inflamatuar 

sitokinlere örnek olarak gösterilebilir (14). 

 Nükleer faktör kappa B beş farklı proteinden oluşan bir komplekstir. Fizyolojik 

koşullarda NF-κB proteini inflamatuar süreçlerde ve hücrenin sağ kalımınında rol oynar. 

Normalde, sitoplazmada inaktif halde tutulur. Fosforilasyon ile serbest kalan NF-κB aktifleşir 

ve çekirdeğe translokasyonu sonucu hedef proteinlerin sentezini uyarır. NF-κB, sitokinler, 

büyüme faktörleri, bakteriler, virüsler ve oksidatif stres gibi çeşitli faktörler tarafından aktive 

edilebilir (33). NAFLD’de inflamatuvar hasarı, pro-inflamatuar moleküllerin salınmasına 

neden olan lipopolisakkarit gibi bakteri ürünleri ve serbest yağ asitleri tarafından aktive 

edilebilen NF-κB sinyal yolu belirler. Aşırı inflamasyon sadece karaciğer hücre hasarına ve 

fibrozise neden olmakla kalmaz, aynı zamanda karaciğerde lipid birikimine de katkıda 

https://paperpile.com/c/exNKa1/J8awd
https://paperpile.com/c/exNKa1/J8awd
https://paperpile.com/c/exNKa1/J8awd
https://paperpile.com/c/exNKa1/OvQuf
https://paperpile.com/c/exNKa1/OvQuf
https://paperpile.com/c/exNKa1/OvQuf
https://paperpile.com/c/exNKa1/Zxf1N
https://paperpile.com/c/exNKa1/Zxf1N
https://paperpile.com/c/exNKa1/Zxf1N
https://paperpile.com/c/exNKa1/pKWNy
https://paperpile.com/c/exNKa1/pKWNy
https://paperpile.com/c/exNKa1/pKWNy
https://paperpile.com/c/exNKa1/GY5mr
https://paperpile.com/c/exNKa1/GY5mr
https://paperpile.com/c/exNKa1/GY5mr
https://paperpile.com/c/exNKa1/fN1N3
https://paperpile.com/c/exNKa1/fN1N3
https://paperpile.com/c/exNKa1/fN1N3
https://paperpile.com/c/exNKa1/GY5mr
https://paperpile.com/c/exNKa1/GY5mr
https://paperpile.com/c/exNKa1/GY5mr
https://paperpile.com/c/exNKa1/VdEC0
https://paperpile.com/c/exNKa1/VdEC0
https://paperpile.com/c/exNKa1/VdEC0
https://paperpile.com/c/exNKa1/aDqOO
https://paperpile.com/c/exNKa1/aDqOO
https://paperpile.com/c/exNKa1/aDqOO
https://paperpile.com/c/exNKa1/lY5BY
https://paperpile.com/c/exNKa1/lY5BY
https://paperpile.com/c/exNKa1/lY5BY
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bulunur. NF-κB sinyal yollarının farmakolojik inhibitörler veya genetik müdahale ile bloke 

olması, NAFLD’nin ilerlemesini hafifletir (34). 

 

ÖKALİPTOL 

Ökaliptol (1,8-Sineol), özellikle ökaliptüs yapraklarından elde edilen bir terpenoidtir. 

Ökaliptol ayrıca çay ağacı, pelin, biberiye, adaçayı, niuola, cajeput, civan perçemi ve tarçında 

da bulunur (5,35). Ökaliptol hoş aroması ve tadı nedeniyle, banyoda kullanılan malzemelerde, 

gargara sıvılarında, böcek kovucularda, kozmetik veya parfümlerde sıklıkla kullanılır (35). 

 Ökaliptolün moleküler formülü C10H18O şeklindedir. Molekül ağırlığı 154,25’dir. Sıvı 

halde bulunur ve renksizdir. Suda çözünmez ancak alkolde çözünebilir. Ökaliptol gibi 

terpenler, ilaç penetrasyonunu artıran lipofilik moleküllerdir. Ökaliptol, sıçan ve insan 

karaciğer mikrozomal P450 enzimleri tarafından 2-ekzo-hidroksi-1,8-cineole metabolize 

edilir ve idrarla atılır. Ökaliptol kan-beyin bariyerini kolayca geçebilir ve beyindeki 

reseptörler ve enzimler üzerine doğrudan etki edebilir (7). 

Ökaliptolün anti-inflamatuvar ve antioksidan etkisi nedeniyle bronşit, sinüzit, 

bronşiyal astım ve kronik obstrüktif akçiğer hastalığı gibi solunum sistemi hastalıklarının 

tedavisinde kullanıldığı bildirilmiştir (6,7). Ökaliptolün anti-diyabetik olduğu da 

bilinmektedir (36). Ayrıca, ökaliptolün nörodejeneratif hastalıklarda anti-inflamatuar etki 

gösterdiği bildirilmiştir (6,7). 

Ökaliptolün insan lenfosit ve monositlerinde lipopolisakkarit kaynaklı sitokinlerin 

üretimini engelleyebileyeceği bildirilmiştir (6). Ökaliptol, interlökin-1β ve tümör nekroz 

faktörü α gibi pro-inflamatuarların güçlü bir inhibitörü olarak rol oynar (7). Ökaliptolün anti-

mikrobiyal etkisi olduğu da bildirilmiştir (5,36). Ökaliptolün palmitatın yol açtığı 

hepatotoksisite üzerine etkisi bilinmemektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/exNKa1/vm3DS
https://paperpile.com/c/exNKa1/vm3DS
https://paperpile.com/c/exNKa1/vm3DS
https://paperpile.com/c/exNKa1/37P6Z
https://paperpile.com/c/exNKa1/37P6Z
https://paperpile.com/c/exNKa1/qxMm1
https://paperpile.com/c/exNKa1/qxMm1
https://paperpile.com/c/exNKa1/qxMm1
https://paperpile.com/c/exNKa1/qxMm1
https://paperpile.com/c/exNKa1/qxMm1
https://paperpile.com/c/exNKa1/wFOw
https://paperpile.com/c/exNKa1/wFOw
https://paperpile.com/c/exNKa1/wFOw
https://paperpile.com/c/exNKa1/3PHR6
https://paperpile.com/c/exNKa1/3PHR6
https://paperpile.com/c/exNKa1/wFOw
https://paperpile.com/c/exNKa1/wFOw
https://paperpile.com/c/exNKa1/g0xqT
https://paperpile.com/c/exNKa1/g0xqT
https://paperpile.com/c/exNKa1/g0xqT
https://paperpile.com/c/exNKa1/3PHR6
https://paperpile.com/c/exNKa1/3PHR6
https://paperpile.com/c/exNKa1/wFOw
https://paperpile.com/c/exNKa1/wFOw
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

Trigliserid ölçümleri için Trakya Üniversitesi Sağlık Araştırma ve Uygulama Merkezi 

Merkez Laboratuvarı Biyokimya Birimi’nden hizmet satın alındı. Western blot 

membranlarının görüntülenmesi için Trakya Üniversitesi Teknoloji Araştırma ve Geliştirme 

Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden hizmet satın alındı. Diğer tüm deneyler Trakya 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda yapıldı. 

 

DENEYLERDE KULLANILAN KİMYASAL MADDELER 

% 0.25 Tripsin- etilendiamin tetra asetik asit (Thermo) 

2-merkaptoetanol (Sigma) 

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

α-Tübülin primer antikoru (Santa Cruz) 

Akrilamid (Merck) 

Amonyum persülfat (Sigma Aldrich) 

Antibiyotik-antimikotik solüsyonu (Thermo) 

Bakır (II) sülfat pentahidrat (Sigma) 

Bromofenol mavisi (Sigma Aldrich) 

Dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma) 

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

EMEM-fenol red içermeyen (Wisent) 

Etilendiamin tetra asetik asit (Sigma) 

Fetal Sığır Serumu (Thermo) 
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Folin reaktifi (Merck) 

Gliserol (Sigma) 

Glisin (Sigma) 

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz primer antikoru (Abcam) 

Hidroklorik asit (%37) (Merck) 

Hidrojen peroksit (Merck) 

HO-1 primer antikoru (Santa Cruz) 

IGEPAL CA-630 (Santa Cruz) 

İsopropanol (Sigma) 

Kemilüminesans substrat (Thermo) 

Lamin B1 primer antikoru 

Metanol (Merck) 

NF-κB primer antikoru (Bosterbio) 

N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck) 

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

NRF2 primer antikoru (Bosterbio) 

Ökaliptol (Sigma) 

Poliviniliden diflorid membran (Roche) 

Pre-stained protein ladder (Thermo) 

Proteaz inhibitör kokteyli (Santa Cruz) 

Sekonder antikorlar (Bosterbio) 

Sodyum dodesil sülfat (Sigma) 

Sodyum hidroksit (Merck) 

Sodyum palmitat (Sigma)  

Sodyum klorür (Sigma) 

Tris baz (Sigma) 

Triton X-100 (Sigma) 

Tuzlu fosfat tamponu tablet (Thermo) 

Tween-20 (Sigma) 

Yağ asidi içermeyen sığır serum albumini (Goldbio) 

Yağsız süt tozu (Sigma) 

 

 



10 

 

DENEYLERDE KULLANILAN PLASTİK VE CAM MALZEMELER 

Balon joje (Isolab) 

Beher (Isolab) 

Flasklar (25 cm2 ve 75 cm2) (Nest) 

Hücre kazıyıcı (Biosorfa) 

Mezür (Isolab) 

Mikroplakalar (6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu) (SPL) 

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

Steril santrifüj tüpleri (15 ve 50 mL) (Isolab) 

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

Steril şırınga filtre (GVS) 

 

DENEYLERDE KULLANILAN CİHAZLAR 

-Biyogüvenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020) 

-Biyokimya otoanalizörü (Roche Cobas C702) 

-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) 

-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) 
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TEMEL HÜCRE KÜLTÜRÜ UYGULAMALARI 

 HepG2 hücreleri %10 fetal sığır serumu içeren EMEM ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de 

inkübatörde yaşatıldı. Medium içerisinde mikroorganizmanın üremesini engellemek için %1 

antimikotik-antibiyotik solüsyonu kullanıldı. Hücrelere tüm uygulamalar yatay hava akışlı 

biyogüvenlik kabini içerisinde yapıldı. Çalışmada 10. ve 20. pasaj aralığındaki hücreler 

kullanıldı. HepG2 hücreleri 75 cm2 flasklarda çoğaltıldı. Hücrelerin mediumu haftada iki kez 

değiştirildi. Flasktaki hücre yoğunluğu %80-90’a ulaşınca hücreler 1:4-1:6 pasajlandı. 

 

ÖKALİPTOL VE PALMİTATIN UYGULANIŞI 

Ökaliptol DMSO’da çözüldü ve hücrelere uygulanan tüm mediumlarda DMSO içeriği 

%0,2 idi. Sodyum palmitat, steril serum fizyolojikte 70 °C’de çözüldü ve 1 mM palmitat, 0,7 

mM yağ asidi içermeyen sığır serum albumini içeren fenol red içermeyen EMEM ile en az 4 

saat konjuge edilerek 24 saat süreyle hücrelere uygulandı (37). Kontrol grubuna ise 0,7 mM 

yağ asidi içermeyen sığır serum albumini içeren fenol red içermeyen EMEM uygulandı. 

 

HÜCRE CANLILIĞI ÖLÇÜMÜ 

 Öncelikle, ökaliptol 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 µM konsantrasyonlarda HepG2 

hücrelerine 24 saat süreyle uygulandı ve ökaliptolün hücre canlılığına etkisi belirlendi. 

Ardından hücre canlılığının %90 üzeri olduğu ökaliptol konsantrasyonları (10, 25, 50, 100, 

250 ve 500 µM) 1 mM palmitat ile aynı anda 24 saat süreyle HepG2 hücrelerine uygulanarak 

ökaliptolün 1 mM palmitat ile oluşturulan sitotoksisite üzerine etkisi belirlendi. Hücre 

canlılığı ölçümlerinde MTT yöntemi kullanıldı. MTT yöntemi Ahmedian ve ark (38) ’nın 

metoduna göre yapıldı. 104 hücre 96’lık hücre kültürü plakalarına ekildi. Uygulamalardan 24 

saat sonra etken madde içeren medium alınarak yerine 10 µl tuzlu fosfat tamponu içerisinde 

çözülmüş MTT (5 mg/mL) ve 100 µl fenol red içermeyen EMEM konuldu ve 4 saat inkübe 

edildi. MTT içeren fenol red içermeyen EMEM alınarak oluşan formazan 200 µl DMSO ve 

25 µl Sorenson tamponu (0,1 M glisin ve 0,1 M sodium klorür; 0,1 M sodyum hidroksit ile 

pH:10,5’e ayarlanır) ile çözüldü ve oluşan renk mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik 

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

bölünürek kontrol grubunun yüzdesi olarak verildi.  

 

 

 

https://paperpile.com/c/exNKa1/FrMLL
https://paperpile.com/c/exNKa1/FrMLL
https://paperpile.com/c/exNKa1/FrMLL
https://paperpile.com/c/exNKa1/pue8
https://paperpile.com/c/exNKa1/pue8
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TRİGLİSERİD ÖLÇÜMÜ 

 Trigliserid ölçümü için HepG2 hücreleri 25 cm2 flasklara ekildi. 10, 25, 50, 100, 250 

ve 500 µM ökaliptol, 1 mM palmitat ile aynı anda 24 saat süreyle HepG2 hücrelerine 

uygulandı. Ardından tuzlu fosfat tamponu ile yıkanan hücreler, daha sonra %1 proteaz 

inhibitörü ve %0,1 Triton X-100 içeren tuzlu fosfat tamponu ile kazındı ve homojenize edildi. 

Ardından 10.000 g’de 10 dakika santrifüj edildi ve üst kısımdaki süpernatant deneylerde 

kullanıldı. Hücre içi trigliserid düzeyleri Roche Cobas C702 marka otoanalizörün orijinal 

kitleri kullanılarak ölçüldü. Aynı süpernatantlardan Lowry ve ark (39)’nın yöntemine göre 

protein ölçümü yapıldı. Trigliserid sonuçları proteine oranlandı ve kontrol grubunun 

ortalamasına bölünerek kontrolün katı olarak verildi. 

 

WESTERN BLOT YÖNTEMİ 

250 ve 500 µM ökaliptol, 1 mM palmitat ile aynı anda 24 saat süreyle HepG2 

hücrelerine uygulandı. Deneysel prosedür sonrası hücreler soğuk tuzlu fosfat tamponu ile 

yıkandı. NRF2 ve NF-κB düzeylerinin ölçümü hem sitoplazmik hem de nükleer fraksiyonda; 

HO-1 düzeylerinin ölçümü ise tam hücre lizatından yapıldı. Nükleer ve sitoplazmik fraksiyon 

elde edilmesi için Suziki ve ark (40)’nın metodu kullanıldı. Protein düzeyleri Lowry ve ark 

(39)’nın yöntemine göre ölçüldü. Her bir ölçüm için eşit miktarda protein dikey elektroforez 

jeline yüklendi. Proteinler sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrılarak 

yarı-ıslak aktarım sisteminde membrana aktarıldı. Öncelikle %5 süt tozu ile bloklanan 

membranlar, primer antikorlarla (NRF2 için 1:2000, NF-κB için 1:5000 ve HO-1 için 1:200 

dilüsyon) +4 °C'de gece boyu ve ardından sekonder antikorlarla (1:10000 dilüsyon) 1 saat 

boyunca inkübe edildi. Membran üzerindeki spesifik proteinlerin görüntülenmesi 

kemilüminesans substrat eklenerek yapıldı. Image J ile bant yoğunlukları hesaplandı (41) ve 

sonuçlar yükleme kontrolü olarak sitoplazmik ve nüklear fraksiyon ve tam hücre lizatı için 

sırasıyla kullanılan gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (1:5000 dilüsyon), lamin B1 (1:10000 

dilüsyon) ve α-tübülin (1:1000 dilüsyon) proteinlerine oranlanarak aynı deneyde ve aynı 

membranda bulunan kontrolün katı olarak verildi. 

 

İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME 

SPSS 20 programı (Lisans no: 10240642) kullanılarak istatistiksel analizler yapıldı. 

Tek Yönlü Varyans Analizi ve gruplar arası karşılaştırma için Tukey Testi kullanıldı. 

https://paperpile.com/c/exNKa1/L7DNf
https://paperpile.com/c/exNKa1/L7DNf
https://paperpile.com/c/exNKa1/L7DNf
https://paperpile.com/c/exNKa1/24xF
https://paperpile.com/c/exNKa1/24xF
https://paperpile.com/c/exNKa1/L7DNf
https://paperpile.com/c/exNKa1/L7DNf
https://paperpile.com/c/exNKa1/L7DNf
https://paperpile.com/c/exNKa1/Yp12
https://paperpile.com/c/exNKa1/Yp12
https://paperpile.com/c/exNKa1/Yp12
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Sonuçlar ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 
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BULGULAR 

 

 HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulan ökaliptol konsantrasyonlarının hücre 

canlılığına etkisi Şekil 1’de görülmektedir. 24 saat uygulama sonrası HepG2 hücrelerindeki 

hücre canlılıkları kontrole göre, 10 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde %99±4, 25 µM 

ökaliptol uygulanan hücrelerde %99±9, 50 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde %97±15, 100 

µM ökaliptol uygulanan hücrelerde %92±6, 250µM ökaliptol uygulanan hücrelerde %92±8, 

500 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde %91±4, 1000 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde 

%88±6’ydı. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, ökaliptol konsantrasyonlarının hiçbiri hücre 

canlılığını anlamlı olarak değiştirmedi (tümü için p>0.05). 
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Şekil 1. Ökaliptolün HepG2 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkisi 

 

Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün hücre canlılığı üzerindeki etkisi 

Şekil 2’de görülmektedir. 24 saat uygulama sonrası HepG2 hücrelerindeki hücre canlılıkları 

kontrole göre; 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde %45±5; 1 mM palmitat + 10 µM 

ökaliptol uygulanan hücrelerde %47±3, 1 mM palmitat + 25 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde %48±4, 1 mM palmitat + 50 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde %48±1, 1 mM 

palmitat + 100 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde %50±3, 1 mM palmitat + 250 µM 

ökaliptol uygulanan hücrelerde %56±4 ve 1 mM palmitat + 500 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde %55±0 bulundu. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 1 mM palmitat uygulanan 

tüm gruplarda hücre canlılığı anlamlı olarak azaldı (tümü için p<0.05). 250 µM ve 500 µM 

ökaliptol uygulamaları, 1mM palmitat uygulanan hücrelerde hücre canlılığını anlamlı olarak 

arttırdı (her ikisi için p<0.05). 1 mM palmitat + 250 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde hücre 

canlılığı, 1 mM palmitat + 10 µM ökaliptol uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak yüksekti 

(p<0,05). 
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Şekil 2. Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün hücre canlılığına etkisi 

 

Şekil 3’de, palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün trigliserid düzeyleri 

üzerine etkisi gösterilmektedir. Kontrol grubunun ortalamasına oranlanan gruplara ait 

trigliserit sonuçları kontrolün katı olarak verildi. 24 saat uygulama sonrası HepG2 

hücrelerinin trigliserid düzeyleri; kontrol grubunda 1,00±0,05, 1 mM palmitat uygulanan 

hücrelerde 2,54±0,26; 1 mM palmitat + 10 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde 2,30±0,27, 1 

mM palmitat + 25 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde 2,24±0,28, 1 mM palmitat + 50 µM 

ökaliptol uygulanan hücrelerde 2,22±0,26, 1 mM palmitat + 100 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde 2,24±0,41, 1 mM palmitat + 250 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde 1,70±0,16 ve 

1 mM palmitat + 500 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde 1,59±0,17 bulundu. 1 mM palmitat, 

1 mM palmitat + 10 µM ökaliptol, 1 mM palmitat + 25 µM ökaliptol, 1 mM palmitat + 50 µM 

ökaliptol ve 1 mM palmitat + 100 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde trigliserid düzeyleri 

kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksekti (tümü için p<0.05). 250 µM ve 500 µM 

ökaliptol uygulamaları, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde trigliserid düzeylerini anlamlı 

olarak azalttı (her ikisi için p<0.05). 
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Şekil 3. Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün trigliserid düzeylerine 

etkisi.  

 

Şekil 4’de, palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün nükleer fraksiyonda 

bulunan NF-κB düzeyleri üzerindeki etkisi görülmektedir. 24 saat uygulama sonrası HepG2 

hücrelerinin nükleer fraksiyonda bulunan NF-κB düzeyleri; 1 mM palmitat uygulanan 

hücrelerde kontrolün 2,62±0,26 katı, 1 mM palmitat + 250 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 2,05±0,19 katı ve 1 mM palmitat + 500 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1,84±0,08 katı olarak bulundu. 1 mM palmitat uygulanan tüm 

hücrelerde nükleer fraksiyonda bulunan NF-κB düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak 

yüksekti (tümü için p<0.05). 250 µM ve 500 µM ökaliptol uygulamaları, 1 mM palmitat 

uygulanan hücrelerde nükleer NF-κB düzeylerini anlamlı olarak azalttı (her ikisi için p<0.05). 
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Şekil 4. Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün nükleer fraksiyonda 

bulunan NF-kappa B düzeylerine etkisi.  

 

Şekil 5’de, palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün sitoplazmik 

fraksiyonda bulunan NF-κB düzeyleri üzerindeki etkisi görülmektedir. 24 saat uygulama 

sonrası HepG2 hücrelerinin sitoplazmik fraksiyonda bulunan NF-κB düzeyleri; 1 mM 

palmitat uygulanan hücrelerde kontrolün 1,77±0,28 katı, 1 mM palmitat + 250 µM ökaliptol 

uygulanan hücrelerde kontrolün 1,76±0,34 katı, 1 mM palmitat + 500 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 2,11±0,36 katı olarak bulundu. 1 mM palmitat uygulanan tüm 

hücrelerde sitoplazmik fraksiyonda bulunan NF-κB düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak 

yüksekti (tümü için p<0.05). 
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Şekil 5. Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün sitoplazmik fraksiyonda 

bulunan NF-kappa B düzeylerine etkisi.  

 

Şekil 6’da, palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün nükleer fraksiyonda 

bulunan NRF2 düzeylerine etkisi görülmektedir. 24 saatlik uygulama sonrası HepG2 

hücrelerinin nükleer fraksiyonda bulunan NRF2 düzeyleri; 1 mM palmitat uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1,53±0,09 katı, 1 mM palmitat + 250 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1,39±0,22 katı, 1 mM palmitat + 500 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1,25±0,05 katı olarak bulundu. 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat + 250 

µM ökaliptol uygulanan hücrelerde nükleer fraksiyonda bulunan NRF2 düzeyleri kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak yüksekti (her ikisi için p<0.05). 
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Şekil 6. Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün nükleer fraksiyonda 

bulunan nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2 düzeylerine etkisi. 

 

Şekil 7’de, palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün sitoplazmik 

fraksiyonda bulunan NRF2 düzeylerine etkisi görülmektedir. 24 saatlik uygulama sonrası 

HepG2 hücrelerinin sitoplazmik fraksiyonda bulunan NRF2 düzeyleri; 1 mM palmitat 

uygulanan hücrelerde kontrolün 0,97±0,24 katı, 1 mM palmitat + 250 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1,25±0,09 katı, 1 mM palmitat + 500 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1,06±0,13 katı katı olarak bulundu. Gruplar arasında sitoplazmik 

fraksiyonda bulunan NRF2 düzeyleri arasında anlamlı bir fark yoktu (tümü için p>0.05). 
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Şekil 7. Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün sitoplazmik fraksiyonda 

bulunan nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2 düzeylerine etkisi. 

 

Şekil 8’de, palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün HO-1 düzeylerine 

etkisi görülmektedir. 24 saatlik uygulama sonrası HepG2 hücrelerinin HO-1 düzeyleri; 1 mM 

palmitat uygulanan hücrelerde kontrol grubuna göre HO-1 düzeyi 1,49±0,13 kat, 1 mM 

palmitat + 250 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde kontrolün 1,47±0,16 kat, 1 mM palmitat + 

500 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde kontrolün 1,34±0,04 katı olarak bulundu. Kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında, 1 mM palmitat uygulanan tüm gruplarda HO-1 düzeyleri 

anlamlı olarak yüksekti (tümü için p<0.05). 
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Şekil 8. Palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde ökaliptolün heme oksijenaz 1 

düzeylerine etkisi. 

 

Tablo-1’de çalışmamıza ait sonuçlar gösterilmiştir. 
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Tablo 1. Çalışmada elde edilen tüm sonuçlar  

 

HO-1: Hem oksijenaz-1; NF-κB: Nükleer faktör κB; NRF-2: Nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2; Öka: Ökaliptol; Pal: Palmitat
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TARTIŞMA 

 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, viral enfeksiyon, alkol kullanımı veya 

karaciğerde görülen herhangi bir hastalığa ait etiyolojik bulgu olmadan, karaciğerde gelişen 

yağlanma ile karakterize bir hastalıktır (1). Dünyada NAFLD prevalansının yaklaşık %25 

civarında olduğu bildirilmektedir (18).  

Ökaliptol (1,8-Sineol), esas olarak ökaliptüs yapraklardan elde edilen uçucu bir yağdır. 

Literatürde ökaliptolün, anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal ve solunum sistemine yararlı 

etkileri olduğu bildirilmektedir (5,35,42). Çalışmamızda ökaliptolün insan kaynaklı hepatoma 

hücrelerinde palmitat ile oluşturulan hücresel hepatotoksisitede hücre canlılığına, 

yağlanmaya, inflamasyona ve antioksidan savunmaya etkisini araştırmayı amaçladık. 

Rodenak-Kladniew ve ark. (43) 24 saat süreyle HepG2 hücrelerine uygulanan 

ökaliptolün, 0-4 mM arasında hücre canlılığını anlamlı olarak değiştirmediğini bildirmiştir. 

Bu çalışma ile uyumlu olarak çalışmamızda da HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle 1000 μM’a 

kadar uyguladığımız ökaliptol konsantrasyonları hücre canlılığını anlamlı olarak değiştirmedi. 

Bu sonuçlar ışığında ilerleyen deneylerde hücre canlılığının %90’ın üzerinde olduğu 10-500 

μM ökaliptol konsantrasyonları HepG2 hücrelerine 1 mM palmitat ile birlikte uygulandı. 

Doymuş yağ asidi olan palmitatın hepatositlere uygulanmasının, NAFLD’nin akut ve 

toksik etkilerinin araştırılması amacıyla kullanılabilecek deneysel bir NAFLD modeli olduğu 

ve HepG2 hücre hattının bu modelde primer hepatositler ile benzer özellikler gösterdiği 

bildirilmiştir (4). Literatürde 1 mM palmitatın HepG2 hücrelerinde hücre canlılığını azalttığı 

ve hücre içi trigliserid düzeylerini arttırdığı bildirilmiştir (44,45). Bu çalışmalarla benzer 

olarak, çalışmamızda, palmitat uygulamasının hücre canlılığın azalttığını ve hücre içi 
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trigliserid düzeylerini ise artırdığını bulduk. Bu bulgularımız, HepG2 hücrelerinde palmitatın 

hücresel sitotoksisite ve yağlanma oluştu kanıtlamaktadır. 

Literatürde ökaliptolün hepatosit spesifik fosfataz ve tensin analoğu knock-out 

farelerde oluşan non-alkolik steatohepatit üzerine etkili olduğu bildirilmekle (46) birlikte 

ökaliptolün palmitat ile oluşturulan hepatotoksisite üzerine etkisi bilinmemektedir. 

Çalışmamızda 250 ve 500 µM ökaliptol uygulamaları, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde, 

hücre canlılığını arttırırken, trigliserid düzeylerini ise azalttı. Bu bulgularımız ökaliptolün, 

palmitatın yol açtığı sitotoksisiteyi ve yağlanmayı azalttığını göstermektedir. 

Fizyolojik koşullarda NF-κB proteini inflamatuar süreçlerde ve hücre sağ kalımında 

rol oynar . Sitokinler, büyüme faktörleri, bakteriler, virüsler ve oksidatif stres gibi çeşitli 

faktörler NF-κB’nin aktivasyonuna yol açabilir (33). Literatürde HepG2 hücrelerinde palmitat 

uygulamasının NF-κB’yi aktive ettiği gösterilmiştir (47-49). Çalışmamızda da literatür ile 

uyumlu olarak palmitat uygulanan hücrelerde hem sitoplazmik hem de nükleer fraksiyonlarda 

NF-κB düzeylerinin arttığını gösterdik. Bu bulgularımız palmitatın HepG2 hücrelerinde, hem 

NF-κB sentezinin artmasına hem de NF-κB’nin aktivasyonuna bağlı nükleusa geçişine yol 

açtığını göstermektedir. 

Ökaliptolün anti-inflamatuvar özelliklerinin olduğu ve bu anti-inflamatuvar 

özelliklerinin NF-κB sinyal yolağı ile de ilişkili olduğu gösterilmiştir (7). Çalışmamızda 

ökaliptolün palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde NF-κB sinyal yolağı üzerine etkisini ilk 

kez araştırdık ve ökaliptolün uyguladığımız her iki konsantrasyonda da sitoplazmadaki NF-κB 

düzeylerini anlamlı olarak değiştirmemesine rağmen nükleer NF-κB düzeylerini azalttığını 

bulduk. Bu bulgularımız ökaliptolün HepG2 hücrelerinde palmitatın yol açtığı NF-κB 

aktivasyonunu azalttığını göstermektedir.  

 Nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2, antioksidan ve detoksifikasyon 

enzimlerinin ekspresyonunu artıran ve oksidatif stresin hücresel yanıtını oluşturan önemli bir 

transkripsiyon faktörüdür (9). Literatürde ROT ve elektrofillerin NAFLD patogenezi ile 

ilişkili olduğu gösterilmiş olup, NRF2'nin uyarılmasının, NAFLD’nin önlenmesi ve 

tedavisinde umut verici olabileceği bildirilmektedir (11,30). Çalışmamızda palmitatın 

NRF2’nin nükleusa girişini ve HO-1 düzeylerini arttırdığını gösterdik ve bu bulgumuz 

palmitatın NRF2 sinyal yolağı aktivasyonuna yol açtığını göstermektedir. Bulgularımız ile 

benzer olarak Park ve ark. (50), palmitatın fare hepatoma hücrelerinde KEAP yıkımını 

arttırarak NRF2 aktivasyonuna yol açtığını ve HO-1 sentezini arttırdığını bildirmişlerdir. 

Benzer şekilde literatürde, palmitatın NRF2-HO-1 yolağını uyardığı pankreas beta 
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hücrelerinde (51), iskelet kası hücrelerinde (52), renal tübüler epitel hücrelerinde (53) de 

gösterilmiştir. Bununla birlikte literatürde palmitatın karaciğer kaynaklı hücrelerde NRF2 ve 

HO-1 düzeylerini değiştirmediğini (54) veya azalttığını (55) bildiren çalışmalar da vardır. 

 Çalışmamızda ökaliptolün, palmitata bağlı artan nükleer NRF2 ve HO-1 düzeyleri 

üzerine anlamlı bir etkisi yoktu. Literatürde ökaliptolün karaciğerde NRF2 aktivasyonuna yol 

açtığı bildirilmiştir (56). Çalışmamızda ökaliptolün sitotoksisiteyi, yağlanmayı ve 

inflamasyonu azaltırken, palmitatın yol açtığı NRF2/HO-1 aktivasyonunu anlamlı olarak 

azaltmaması, ökaliptolün tek başına da NRF2 aktivasyonuna yol açmasından olabilir.  

Sonuç olarak çalışmamız, ökaliptolün, palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde 

sitotoksisiteyi, yağlanmayı ve inflamasyonu azaltırken, antioksidan savunma üzerine ise 

anlamlı bir etkisinin olmadığını gösterdi. Bu sonuçlarımız, ökaliptolün palmitatın yol açtığı 

hepatoksisiteyi önlemede etkili olabileceğini göstermektedir. 
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SONUÇLAR 

 

Bu çalışmada, ökaliptolün insan kaynaklı hepatoma hücrelerinde palmitat tarafından 

indüklenen hücresel hepatotoksisitede hücre canlılığına, yağlanmaya, inflamasyona ve 

antioksidan savunmaya etkisini araştırmayı amaçladık. 24 saat boyunca uygulandığında 

HepG2 hücrelerinde %90’nın üzerinde canlılığın görüldüğü ökaliptol konsantrasyonlarını 

bulduk ve 24 saat boyunca 1 mM palmitat ile birlikte uyguladık. 1 mM palmitat 

uygulamasının hücre canlılığı üzerindeki etkisi MTT testiyle değerlendirildi, ayrıca yağlanma 

üzerindeki etkisi trigliserid ölçümleriyle gösterildi. Bu ökaliptol konsantrasyonlarından 

palmitatın yol açtığı sitotoksisiteyi ve yağlanmayı en fazla azaltan ökaliptol konsantrasyonları 

belirlendi. Bu konsantrasyonlar, 24 saat boyunca 1 mM palmitat ile birlikte HepG2 

hücrelerine uygulanarak NF-κB, NRF2 ve HO-1 düzeyleri western blot yöntemi ile ölçüldü. 

Bu çalışmada elde ettiğimiz tüm sonuçlar aşağıda yer almaktadır: 

1. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında; 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM, 250 µM, 500 

µM ve 1000 µM ökaliptol hücre canlılığını anlamlı olarak değiştirmedi. 

2. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 1 mM palmitat uygulanan tüm gruplarda hücre 

canlılığı anlamlı olarak azaldı. 10 µM, 25 µM, 50µM ve 100 µM ökaliptol 

uygulamaları, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde hücre canlılığını anlamlı olarak 

değiştirmedi. 250 µM ve 500 µM ökaliptol uygulamaları, 1 mM palmitat uygulanan 

hücrelerde hücre canlılığını anlamlı olarak arttırdı. 1 mM palmitat + 250 µM ökaliptol 

uygulanan hücrelerde hücre canlılığı, 1 mM palmitat + 10 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelere göre anlamlı olarak yüksekti. 
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3. 1 mM palmitat, 1 mM palmitat + 10 µM ökaliptol, 1 mM palmitat + 25 µM ökaliptol, 

1 mM palmitat + 50 µM ökaliptol ve 1 mM palmitat + 100 µM ökaliptol uygulanan 

hücrelerde trigliserid düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak yüksekti. 10 µM, 25 µM, 

50µM ve 100 µM ökaliptol uygulamaları, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde 

trigliserid düzeylerini anlamlı olarak değiştirmedi. 250 µM ve 500 µM ökaliptol 

uygulamaları, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde trigliserid düzeylerini anlamlı 

olarak azalttı. 

4. 1 mM palmitat uygulanan tüm hücrelerde nükleer fraksiyonda bulunan NF-κB 

düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak yüksekti. 250 µM ve 500 µM ökaliptol 

uygulamaları, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde nükleer NF-κB düzeylerini 

anlamlı olarak azalttı.  

5. 1 mM palmitat uygulanan tüm hücrelerde sitoplazmik fraksiyonda bulunan NF-κB 

düzeyleri kontrole göre yüksekti. 250 µM ve 500 µM ökaliptol uygulamaları, 1 mM 

palmitat uygulanan hücrelerde sitoplazmik NF-κB düzeylerini anlamlı olarak 

değiştirmedi.  

6. 1 mM palmitat ve 1 mM palmitat + 250 µM ökaliptol uygulanan hücrelerde nükleer 

fraksiyonda bulunan NRF2 düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak yüksekti. 1 mM 

palmitat + 500 µM ökaliptol uygulanan hücreler ile kontrol grubu arasında nükleer 

NRF2 düzeyleri açısından anlamlı fark yoktu. 250 µM ve 500 µM ökaliptol 

uygulamaları, 1 mM palmitat uygulanan hücrelerde nükleer NRF2 düzeylerini anlamlı 

olarak değiştirmedi.  

7. Grupların sitoplazmik fraksiyonda bulunan NRF2 düzeyleri arasında anlamlı fark 

yoktu.   

8. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 1 mM palmitat uygulanan grupların tümünde 

HO-1 düzeyleri anlamlı olarak yüksekti. 250 µM ve 500 µM ökaliptol uygulamaları, 1 

mM palmitat uygulanan hücrelerde HO-1 düzeylerini anlamlı olarak değiştirmedi. 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ÖZET 

 

Bu çalışmanın amacı, ökaliptolün insan kaynaklı hepatoma hücrelerinde palmitat ile 

oluşturulan hücresel hepatotoksisitede hücre canlılığına, yağlanmaya, inflamasyona ve 

antioksidan savunmaya etkisini araştırmaktır.  

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

edildi ve ökaliptol konsantrasyonları palmitat ile aynı anda hücrelere uygulandı. Hücre 

canlılığı 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromür testi ile değerlendirildi. 

Yağlanmanın değerlendirilmesi için hücre içi trigliserid düzeyleri ölçüldü. Nükleer faktör κB, 

nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2 ve hem oksijenaz-1 düzeyleri western blot 

yöntemiyle ölçüldü. 

1 mM palmitat uygulanan hücrelerde kontrole göre karşılaştırıldığında, hücre canlılığı 

anlamlı olarak azalırken; trigliserid, sitoplazmadaki ve nükleustaki nükleer faktör κB, 

nükleustaki nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2 ve hem oksijenaz-1 düzeyleri ise 

anlamlı olarak arttı. 250 µM ve 500 µM ökaliptol uygulaması, 1 mM palmitat uygulanan 

hücrelerde; hücre canlılığında anlamlı olarak artışa ve trigliserid ve nükleustaki nükleer faktör 

κB düzeylerinde ise anlamlı olarak azalmaya yol açtı. 

Sonuç olarak çalışmamız, ökaliptolün, palmitat uygulanan HepG2 hücrelerinde 

sitotoksisiteyi, yağlanmayı ve inflamasyonu azaltırken, antioksidan savunma üzerine ise 

anlamlı bir etkisinin olmadığını gösterdi. Bu sonuçlarımız, ökaliptolün palmitatın yol açtığı 

hepatoksisiteyi önlemede etkili olabileceğini göstermektedir. 
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Anahtar Kelimeler: Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı, ökaliptol, palmitat, nükleer faktör 

κB, nükleer faktör eritroid 2-ile ilişkili faktör 2, hem oksijenaz-1. 
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EFFECT OF EUCALYPTOL ON PALMITATE-INDUCED CELLULAR 

HEPATOTOXICITY IN HUMAN-DERIVED HEPATOMA CELLS 

 

SUMMARY 

 

This study aims to investigate the effects of eucalyptol on cell viability, steatosis, 

inflammation, and antioxidant defense in palmitate-induced cellular hepatotoxicity in human 

hepatoma cells. 

HepG2 cells were incubated with 1 mM palmitate for 24 hours to induce the 

experimental model and eucalyptol concentrations were applied to the cells simultaneously 

with palmitate. Cell viability was evaluated with the 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- 

diphenyl-2H-tetrazolium bromide test. Intracellular triglyceride levels were measured to 

evaluate steatosis. Nuclear factor κB, nuclear factor erythroid 2-related factor 2, and heme 

oxygenase-1 levels were measured by the western blot method. 

While cell viability was decreased significantly; triglyceride, nuclear factor κB in the 

cytoplasm and nucleus, nuclear factor erythroid 2-related factor 2 in the nucleus, and heme 

oxygenase-1 levels were significantly increased in 1 mM palmitate-treated cells when 

compared to the control. 250 µM and 500 µM eucalyptol treatments caused a significant 

increase in cell viability and a significant decrease in triglyceride and nuclear factor κB levels 

in the nucleus, in 1 mM palmitate-treated cells. 

In conclusion, our study showed that while eucalyptol reduced cytotoxicity, steatosis, 

and inflammation in palmitate-treated HepG2 cells, it had no significant effect on antioxidant 
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defense. These results show that eucalyptol can be effective in preventing palmitate-induced 

hepatotoxicity. 

Keywords: Non-alcoholic fatty liver disease, eucalyptol, palmitate, nuclear factor κB, 

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