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OZET

In Vitro Hepatik Oksidatif Hasarda Carvacrol’iin Etkinliginin

Arastirilmasi

Non-alkolik steatohepatit (NASH); karacigerde, 6zellikle trigliserit olmak iizere yag
birikimi ile karakterize, yaygin goriilen bir hastaliktir. NASH insiilin direnciyle yakindan
iliskilidir ve metabolik sendromun hepatik belirtisi olarak kabul edilmektedir. Hastaligin
tedavisinde arastirmalar dogal kaynaklardan elde edilen antioksidan molekiillere
yogunlagsmistir. Bu baglamda arastirmamizda iiniversitemizin de bulundugu bolge bitki
florasinda bulunan kekigin etken maddesi carvacrol hastalifin tedavisi amaciyla in vitro
denemelerle ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Calismada materyal olarak insan hepatosit hiicre hattt ( HepG-2, ATCCHB-8065 )
kullanildi. Hiicreler “Dulbecco's Modified Eagle Medium” (DMEM) besiyeri ortaminda
iiretildi. Deneme gruplar1 kontrol (kont.), palmitat eklenen grup (P), carvacrol eklenen grup
(C) ve palmitat ile birlikte carvacrol eklenen grup (+C) olarak tasarlandi. Farkl
konsantrasyonlarda palmitat (150, 300 ve 450 uM/ml) ve carvacrol (1,5 10 ve 10 uM/ml) 24
saat slirelerle hiicrelere uygulanarak etkin konsantrasyon tespitleri MTT viyabilite testi ile
ortaya konuldu. Hiicrelerden elde edilen homojenatlardan hiicre i¢i glutatyon (GSH) ve nitrit
diizeyi (NO) spektrofotometrik olarak analiz edildi. Yine bu 6rneklerdeki aldozrediiktaz
diizeyleri (AR) ELISA metoduyla arastir1ildi. Calismadan elde edilen viyabilite verilerine gore
palmitatin 300 pM konsantrasyonu kontrole gore % 45 oraninda hiicre kayiplarina neden
oldugu, carvacro’liin ise SuM/ml konsantrasyonunun hiicrelere uygulanimiyla bu kayiplarin
% 4loraninda 6nlendigi tespit edildi. Calismada palmitat ve carvacro’liin GSH diizeyinde
onemli bir degisiklik olusturmadigi ancak NO diizeylerini anlamli diizeyde azalttig1 bulundu.
Yine hiicre i¢i AR protein diizeyini palmitat arttirirken, carvacrol bu artis1 % 1.7 oraninda
onledigi tespit edildi.

Tim bu verilen dogrultusunda carvacro’liin non-alkolik steatozis gibi yaglanmaya
bagli karaciger hastaliklarinda potansiyel bir etken madde olarak diisiiniilebilecegi kanisina
vartlmistir. Bu savin tam olarak sOylenebilmesi igin ise in vivo ve daha ileri molekiiler
arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler:Non-alkolik steatozis, palmitat, carvacrol, oksidatif stres, aldozrediiktaz.



ABSTRACT

Investigation of the Efficacy of Carvacrol in In Vitro Hepatic Oxidative

Damage

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH); is a common disease characterized by
accumulation of fat in the liver, especially triglycerides. NASH is closely associated with
insulin resistance and is considered as a hepatic symptom of metabolic syndrome. Research in
the treatment of the disease has focused on antioxidant molecules derived from natural
sources. In this context, carvacrol, the active ingredient of thyme in plant flora of the region
where our university is located, has been tried to be demonstrated by in vitro experiments for
the treatment of the disease.

Human hepatocyte cell line (HepG-2, ATCCHB-8065) was used in the study. Cells
were grown on Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM) medium. Experimental groups
were designed as control (control), palmitate added group (P), carvacrol added group (C) and
palmitate and carvacrol added group (+ C).At different concentrations of palmitate (150, 300
and 450 uM / ml) and carvacrol (1, 5 and 10 uM / ml) were applied to the cells for 24 hours
and effective concentration determinations were determined by MTT viability test.
Intracellular glutathione (GSH) and nitrite levels (NO) were analyzed spectrophotometrically
from homogenates obtained from cells. Besides, aldose reductase levels (AR) in these
samples were investigated by ELISA method. According to the viability data obtained from
the study, it was found that 300 uM concentration of palmitate caused 45% cell losses
compared to the control, and 5 uM / ml concentration of carvacrol prevented 41% of these
cell losses. In this study, palmitate and carvacrol did not produce a significant change in GSH
levels but it significantly reduced NO levels. In addition, palmitate increased intracellular AR
protein level, while carvacrol inhibited this increase by1.7%.

According to all these data, it was concluded that carvacrol can be considered as a
potential active agent in fatty liver diseases such as non-alcoholic steatosis. In order to make
this claim fully available, in vivo and furthe rmolecular research is needed.

Keywords: Non-alcoholic steatosis, palmitate, carvacrol, oxidative stress, aldose reductase



1.GIRIS

Nonalkolik karaciger yaglanmasi (NAFLD); genetik bozukluklar disinda temelde
enerji alimi ve fiziksel hareketsizligin sebep oldugu, obezite, insiilin direnci ve diger
metabolik komplikasyonlarla yakindan iliskili steatohepatik ile karakterize bir hastaliktir.
Steatohepatigin olusum mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamasina ragmen, akut
inflamasyon ve oksidatif stresin hastaligin ilerlemesini tetikledigi bilinmektedir. AR
enziminin diyabet ve diger hastaliklarin yanisira, karaciger hastaliklarinda lipit
homeostazisi, hepatit ve fibrozis gelisimiyle iliskili oldugu yapilan caligsmalarda rapor
edilmistir.  Yapilan ¢alismalara bakildiginda, AR enzimi inhibisyonunun NAFLD

gelisiminin 6nlenmesinde yararli olabilecegi dngoriilmektedir.

Carvacrol, Origanum tiirlerine dogal kokusunu veren bir monoterpenik fenol
bilesigidir. Baslica kekik, bergamot ve tere gibi bazi bitki tiirlerinin en temel biyoaktif
bilesenidir. Bu bilesigin antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antikanser gibi bir¢cok
biyolojik aktivitelere sahip oldugu yapilan literatiir ¢aligmalarinda rapor edilmistir.
Carvacrol’iin farmakolojik etkinliginde, kimyasal yapisinda bulunan serbest hidroksil
gruplarinin varlig ve delokalize elektron dagilimina sahip olmas1 gibi 6zellikler dnemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle sunulan projede carvacrol’iin karacigerin oksidatif kaynakli

hasarinin 6nlenmesinde potansiyel etkilerinin arastirilmasi amacglanmustir.

Bu baglamda, sunulan projede, in vitro karaciger hiicrelerinde palmitat uyariml
hasarin onlenmesinde, {iniversitemizin bulundugu yore florasinin baskin tiirlerinden olan
kekigin antioksidan bilesigi carvacrol’iin potansiyel faydalarinin arastirilmasi projenin
ama¢ ve Onemini ortaya koymaktadir. Yine tezde ogrencinin akademik yeteneklerinin

arttirtlmasi ana Onemi arz etmektedir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Nonalkolik Karaciger Yaglanmasi

Omurgalilarin 6nemli bir evrimsel 6zelligi, ¢ok sayida fizyolojik ihtiyaci karsilayan
cok yonlii bir organ olan karacigerin gelismis 6zellik gostermesidir. Karaciger, 6zellikle de
metabolik homeostazin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Lipit metabolizmasinin
diizenlenmesi karacigerin temel fonksiyonlarindan biridir. Karaciger her iki dolasimdan da
lipitler alabilir ve lipid partikiillerini kan akisina salgilayabilir (Davidson ve CIiff
2011) . Ote yandan, karacigerde asir1 yag birikimi patolojik bir durum olarak kabul edilir
(Kaplan 1985). Kronik yag birikiminin patolojisi ilk olarak akut hepatit alevlenmesi
potansiyeli ile iligkili bir durum olan alkolizm ile karakterize edilmistir (Lieber ve Rubin
1969) . ilk olarak 1981 yilinda Jurgen Ludwig, yag birikimi patolojisinin nonalkolik
olarakta gerceklesebilecigini agiklamistir (Ludwig ve ark.1980). Ultrasonda yagli karaciger
pozitif ~ bulgulart olan  hastalarin  yaklasitk  %30'unda  biyopside = NAFLD
saptanmustir (Williams ve ark. 2011).

Klinik olarak, NAFLD alkoliin ¢ok kullanimi1 veya viral hepatit disinda yiiksek
karaciger enzimleri tarafindan tetiklenir. Aspartat aminotransferaz / alanin aminotransferaz
oran1 genellikle ilerlemis fibrozis olusana kadar stabil goriilmektedir (Angulo ve ark.
1999). Abdominal goriintiileme ¢alismalar1 sirasinda hepatik steatoz rastlantisal bir
bulgudur. Yakin tarihli bir rapor, ultrasonun karaciger hastaliklarinin diger nedenleri igin
calismadan sonra hepatik steatozu saptamada %92 duyarliliga ve %100 6zgilliige sahip
oldugunu goéstermistir (Hamaguchi M ve ark. 2007). Bilgisayarli tomografi ve manyetik
rezonans gorintiileme de hepatik steatoz hakkinda bilgi verir. Proton manyetik rezonans
spektroskopisi (1IH MRS), steatozun en hassas ve kesin miktarin1 sundugu ig¢in
epidemiyolojik arastirmalarda popiilerlik kazanmaktadir (Petersen ve ark. 2010, Kozlitina
ve ark. 2011). Goriintiilleme yontemlerinde kaydedilen ilerlemelere ragmen, karaciger
biyopsisi NAFLD tanisinda steatohepatit veya siroz ile basit steatozis arasindaki ayrim
yapmanin tek yolu oldugu i¢in NAFLD tanisinda hala altin standart niteligindedir.
Biyopsinin 6rnekleme ve yorumlama degiskenliginden dolayi NAFLD evrelemesinin
dogrulugunu sinirlamaktadir (Ratziu ve ark. 2005). Hastaligin patofizyolojisini

netlestirmek ve potansiyel olarak yeni tani stratejileri ve terapotik hedefleri belirlemek



amaciyla lipoprotein metabolizmasi ile NAFLD arasindaki iligkinin ortaya konulmasi

Onemlidir.

NAFLD, hem gelismis olan hem de gelismekte olan iilkeleri etkileyen, artan bir
saglik sorunu olarak kabul edilmektedir (Fan ve ark. 2009, Chitturi ve ark. 2011). Bati
diinyasinda, genel yetiskin popililasyonunda NAFLD prevalansit %20 ile %30 arasinda
degismektedir (Browning ve ark. 2004). Bu prevalans, tip 2 diabetes mellitus (T2DM) olan
hastalarda %70'e ve obezlerde ise %90'a kadar yiikselebilmektedir (Machado ve ark. 2006,
Targher ve ark. 2007). Son epidemiyolojik birgok calismada, NAFLD hastaliginin
Amerika Birlesik Devletlerinde goriilme sikliginin %33 oldugu rapor edilmistir. En yiiksek
prevalans Hispanikler ve Kafkas erkekleri arasinda bulunmustur (Guerrero ve ark. 2009).
NAFLD; genetik bozukluklar disinda; obezite, insiilin direnci ve diger metabolik
komplikasyonlarla yakindan iligkilidir ve steatohepatik ozellik gosteren bir hastaliktir
(Festi ve ark. 2004). Karaciger dokusu enerji metabolizmasinda, 6zellikle glukoz ve lipid
homeostazinda biiyiik bir rol oynar. Ozellikle tip II diabetes mellitus (T2DM) olan
diyabetin, genellikle hepatik steatoz veya NAFLD gelismesine yol agabilecek, hepatik
trigliserit birikimi ile iligkili oldugu bilinmektedir (Cusi 2009, Xu ve ark.2009). Steatozisin
olusum mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamasina ragmen, akut inflamasyon ve
oksidatif stres hastaligin ilerlemesini tetiklemektedir (Day ve James 1998). NAFLD,
insiilin direnciyle iligkilidir ve metabolik sendromun hepatik belirtisi olarak kabul
edilmektedir (Marchesini ve ark. 2001; Kotronen ve Yki-Jarvinen 2008). Hipertansiyon ve
hipertrigliseridemi NAFLD ile baglantilidir ve son g¢alismalar bunun kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in bir risk faktorii oldugunu gostermektedir (Assy ve ark. 2000, Donati ve ark.
2004, Ekstedt ve ark. 2006, Targher 2007).



Iki anahtar enzimden olusan polyol yolagi, aldoz rediiktaz (AR) ve sorbitol
dehidrojenazdan (SDH) olugmaktadir ve ¢esitli diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir. Bu baypas yolaginda, koenzim NADPH'nin NADP'ye es
zamanli oksidasyonu ile birlikte AR tarafindan sorbitol glukoza doniistiiriilir ve daha sonra

SDH, NAD'nin NADH'ye indirgenmesiyle sorbitol'li fruktoza doniistiirtir.

0 _OH _OH
H——OH H——OH Sorbitol —0
[HO——H  Aldose reductase  HO——H delypairogenase . HO—H
H——OH H—OH ,/ \  H—|-OH
=0l NAEF‘I—- NA'DP' W——QM N.ﬂ:n.D‘ MA‘DH =10
“OH “OH ~OH
Glucose Sorbitol Fructose

Sekil 2.1. Aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz reaksiyonlari

Aldoz rediiktaz enziminin diyabet ve diger hastaliklarin yanisira, karaciger
hastaliklarinda da lipid homeostazisi, hepatit ve fibrozis gelisimiyle iliskili oldugu birgok
calismada rapor edilmistir (Brown ve ark. 2005, Qiu ve ark. 2012). Yapilan ¢alismalarin
bircogunda, AR enzim inhibisyonunun NAFLD patogenezinin Onlenmesinde yararli

olabilecegi ongoriilmektedir (Ekstedt 2006 ).

Normal glisemik sartlarda, glikoz hiicrede cogunlukla glikoliz yoluyla metabolize
edilmektedir ve polyol yolagi bu olguda olduk¢a diisiik diizeyde gorev almaktadir. Ancak,
hiperglisemide polyol yolagi aktivitesi artarak glikozun %30’dan fazlast bu yolla
metabolize edilir (Nishimura 1998). Polyol yolagimin oksidatif stresi nasil tetikledigi tam
olarak aydinlatilamamistir. Ancak polyol yolaginin aktiflesmesiyle NADPH tiiketiminin
NADPH

artmasma bagli olarak glutatyon rediiktaz (GR) enziminin kullandig



azalmaktadir. Bu nedenle, ROS’un o6nemli bir temizleyicisi olan GSH’nin {iretimi
azalmakta ve hiicrenin artan oksidatif strese dayanikliliginin azaldigi disiiniilmektedir.
Yolagin devaminda SDH enzimi ise sorbitolii fruktoza doniistiiriirken, NAD+ ise
NADH’ye doniistiiriilmektedir. Bu durum, NADH oksidaz katalizliginde NADH oranini
arttirarak ROS’larin artigina bagli mitokondriyal membrana zarar verebilmektedir. Ayrica
bu yolakta iiretilen fruktoz, fruktoz-3-fosfat ve 3-deoksiglukozona metabolize edilmektedir
(Evans ve ark. 2002, King ve ark. 2004). Sonug olarak, artan glikoz akis1 ve aktiflesmis
polyol yolagina bagl olarak, hiicreler oksidatif strese kars1 daha duyarli hale gelmektedir.
Bu sebeple, yolagin hiz diizenleyici enzimi AR’nin inhibisyonu hiperglisemide 6énemli bir

yer tutmaktadir (Sango ve ark. 2006).

2.2 Polyol Yolag1 Ve Aldoz Rediiztaz Enzimi
2.2.1 Polyol Yolag:

Polyol yolagi; sirasiyla aldozrediiktaz (AR veya AKR1B1, EC1.1.1.21) ve
sorbitoldehidrojenaz  (SDH, EC1.1.1.14) enzimleri tarafindan katalize edilmis
reaksiyonlarla glikozu friiktoza doniistiiren metabolik bir santtir (Hers 1960,Clements
1986). Yolagmn ilk basamaginda AR, kofaktor NADPH'nin yardimiyla, glikozun sorbitol'e
indirgemesini katalize eder. Ikinci basamakta ise SDH enzimi NAD" kullanarak sorbitol'ii
fruktoza donistiiriir. AR / polyol yolagiin bobrek, retina, lens ve periferik noron dokulari
da dahil olmak flizere bircok dokuda diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Brownlee 2001, Alexiou ve ark.
2009). Karacigerde ise normal fizyolojik kosullar altinda AR'nin ifadesi nispeten diisiiktiir
(Markus ve ark. 1983). Bunun yanisira, polyol yolagmin ikinci enzimi olan sorbitol
dehidrojenazin hepatik ifadesi ¢ok daha yiiksektir (Jeffery ve Jornvall 1983). Normal
durumlarda karacigerdeki AR ifadesinin nispeten diisiik seviyelerinden dolayi, gecmiste
karacigerdeki rollerine nispeten daha az dikkat gosterilmistir. Ancak son zamanlarda artan
kamitlar, hepatik AR'nin ifadesinin hastalik durumunda arttigin1 belirtmektedir. Ornegin;
ratlarda hepatik AR ekspresyonunun indiiklenmesinin hepatit ve hepatoma gelisimi ile
iligkili oldugu gosterilmistir (Takahashi ve ark. 1996). Benzer bir sekilde, AR'nin insan
hepatoseliiler karsinomada 6nemli Ol¢iide upregiile oldugu cesitli ¢alismalarda rapor
edilmistir (Takahashi ve ark.1995, Zeindl-Eberhart ve ark.2004).



2.2.2.Aldoz Rediiktaz Enzimi

Aldoz rediiktaz enzimi, 1956'da Hers ve arkadaslan tarafindan ilk olarak glikoz
azaltic1 etkiye sahip bir protein olarak tanimlanmistir (Hers 1956). Daha sonra, Van
Heyningen diyabette yiiksek diizeyde sorbitol ve galaktitol biriktigini bildirmistir ve
galaktosemik sican okiiler lensinin AR aktivitesinin artmasindan kaynaklandigini
ongoérmistiir (Van Heyningen 1959). Bu goézlemin ardindan, Kinoshita ve arkadaslari
(1979) bu enzimin flavinoidlerle ve sorbinil ve tolrestat gibi farmakolojik inhibitorlerle
inhibe edilmesinin, diyabetik sicanlarda kataraktogenezi onledigini rapor etmislerdir.
Ayrica, birkag calisma serisi, hiperglisemiye atfedilen patofizyolojik kosullarin, poliol
yolagi hiper aktivitesi yoluyla dokularda sorbitol birikiminden kaynaklandigin
belirtmislerdir (Kinoshita ve ark.1979, Brownlee ve ark. 1981).

Aldoz rediiktaz, alifatik ve aromatik aldehidleri, aldozlarin aldehit grubunu ve daha az
oranda da aromatik ve alifatik ketonlarin keto indirgenmesini NADPH kofaktoriine bagli
olarak katalize edebilen genis bir substrat 6zgilliigiine sahip bir oksidorediiktazdir
(Bohren 1989, Petrash 2004). Ayrica monosakkaritleri, streoidleri, polisiklikaromatik
hidrokarbonlar1 ve isoflavonoidler gibi substratlar1 detoksifikasyon reaksiyonlar sirasinda
katalize etmektedir (Kumar 1998, Reddy 2008).

Aldoz rediiktaz enzimlerinin {i¢ boyutlu yapilarina bakildiginda hemen hemen hepsinin
ayni protein kivrimlarina sahip oldugu, yapilarinda karakteristik olarak (o/P)s fic1 yapist ve
birka¢ o sarmal yapiy1r da birlikte icerdikleri goriilmektedir (Hoog ve ark.1994, Wilson ve
ark. 1992). Enzimin aktif bolgesi varilin C-terminali tizerinde bulunmakla birlikte, substrat
ozgiilliigii saglayan spesifik aminoasitlerle ¢evrili oldugu gézlemlenmistir. Enzimin aktif
bolgesi kofaktorii olan NADPH i¢in baglanma bolgesi ve 4 aminoasit tarafindan (aspartat,

tirozin, lisin ve histidin) korunmus katalitik alandan olusmaktadir (Penning 2015).

Aldoz rediiktaz siiperfamilyasindaki enzimler kofaktor olarak cogunlukla NADPH
tercih ederler. NADPH enzimin aktif bdlgesinde kendisi i¢in bulunan baglanma
bolgesindeki aminoasitlerle etkinleserek enzimin konformasyonel degisikligine yol agar
(Ehrensberger ve ark. 2004, Richter ve ark. 2010). Boylelikle karbonil yapidaki
substratlarinin aktif bolgenin katalitik merkezine kolaylikla baglanmasi saglanmis olur

(Schlegel ve ark. 1998).
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Sekil 2.2.Aldoz Rediiktaz Enzimi ve Polyol Yolag1 (Brownlee 2001)



2.3.Carvacrol

Carvacrol, 5-izopropil-2-metilfenoliin kimyasal adi ile monoterpenik bir fenoldiir.
Timol ile izomerik olan bu organik bilesik, thymus, kekik, coridothymus, thymbra, satureja
ve lippia dahil olmak tizere ¢ok sayida aromatik esansiyel yag iireten bitki tiirlerinde bol
miktarda tretilmektedir (Suntress ve ark. 2015). Carvacrol sentetik olarak karvoliin
fosforik asit ile sicak muamele edilmesi, iyotun kafur ile 1:5 oraninda isitilmasi,
carvone'un Pd/C katalizori ile dehidre edilmesi, kostik potasin cymol sulfonic acid ile
kaynasmasi ve metil amino propil benzenin nitr6z asitle (HNO,) reaksiyonu seklinde

uretilmektedir.

Carvacrol siv1 bir maddedir ve timol ile ayni tada sahiptir. Carvacrol yogunlugu,
20°C'de 0.976 g/ cm? ila 25 ° C'de 0.975 g / cm® arasinda degismektedir. Carvacrol 237 ~
238°C'de kaynar, erime noktasi ise 1°C'dir ve buharla ugucu olabilir. Carvacrol oldukga
lipofiliktir; carvacrol'iin ¢oziintirliigi karbon tetrakloriir, etanol, dietil eter, asetonda ¢ok

yiiksektir; ancak suda neredeyse hi¢ ¢oziinmez (Ultee ve ark. 2000).



Sekil 2.3. Carvacrol’iin kimyasal yapisi



Carvacrol tiiketim i¢in giivenli olarak kabul edilen, Federal ilag¢ Idaresi (FDA)
tarafindan gidalardaki kullanimlart i¢in onaylanmis ve alkolli igeceklerde, unlu
mamullerde, sakizda, baharat ¢esnisinde, dondurulmus siitte, alkolsiiz igeceklerde ve
yumusak sekerde bulunabilecek kimyasal tatlar listesine Avrupa Konseyi tarafindan dahil
edilmis bir bilesiktir (Ultee ve ark. 1999, De Vincenzi ve ark 2004). Carvacrol, tek basina
veya diger dogal olarak olusan organik bilesiklerle kombinasyon halinde, gida
bozulmalarinin ve gida kaynakli patojen bakterilerin biiylimesini kontrol etmede etkilidir.
Elma suyu, yar1 yagh siit, taze kesilmis kivi ve tath karpuz, piring, tiziimler de dahil olmak
tizere ¢ok cesitli gida triinleri i¢in koruyucu olarak kullanilmaktadir (Roller ve Seedhar
2002, Ultee ve ark.2002, Olasupo ve ark. 2004, Kisko ve Roller, 2005, Guillen ve ark.
2007, Lu ve Wu 2010).

Klinik uygulamalarda potansiyel kullanimi igin carvacrol'iin biyolojik ve
farmakolojik o6zelliklerini belirleyen Onemli arastirmalar yapilmistir (Suntress ve ark.
2015). Carvacrol'iin antioksidan (Guimardes ve ark. 2010, Aristatile ve ark. 2011),
antibakteriyel (Du ve ark. 2008), antitiimér (Fan ve ark. 2015), anti-enflamatuar (Lima ve
ark. 2013), asetil kolin esteraz (AChE) inhibisyonu (Jukic ve ark. 2007), hepatotoksik (Yin
ve ark.2012) ve heptoprotektif (Mohseni ve ark. 2019) gibi gesitli biyoaktiviteleri oldugu
belirtilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii:

Arastirmada insan orijinli HepG2 karaciger hiicre hatt1 kullanildi. Hiicreler,
polietilenimin (sodyum borat buffer icerisinde 0.2 mg/ml, pH 8.3) ile kapli 25 cm? lik
flasklarda ve igeriginde %10 oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fotal sigir serumu (FBS), 2
mM L-glutamin ve penisilin/streptomisin/amfoterisin B karigimi bulunduran Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) besi ortaminda, 37°C, % 5 CO, ve % 95 hava
bulunduran steril inkiibatorde iiretildi. Hiicreler flask tabanina % 80-90 oraninda
yayildiklarinda tripsinize (% 0,025 Tripsin/EDTA) edilerek kaldirildi ve 1:5 oraninda
pasajlandi. Tripan mavisi boyast ile hiicre sayimi mikroskop altinda bir hemositometre
yardimuyla belirlendi. Daha sonra deneme gruplart igin ihtiyag duyulan hiicre sayisi (4x10°
hiicre/kuyucuk) 24°1ii pleytlere eklenerek calisma baslatildi. Deneme gruplar1 agsagida tablo
halinde verilmistir (Tablo 1.).

Cizelge.3.1. Deneysel ¢calisma diizeni

Deneysel Calisma Diizeni
Deneme Gruplari Tekrar Sayisi
1: Kontrol (Kont.) grubu 5
2: Palmitat (P) uygulanan grup (24 saat) 5
3: Carvacrol (C) uygulanan grup (24 saat) 5
4: P+C uygulanan grup (24 saat) 5

3.2. Calismada kullanilan kimyasallar:

Karaciger hiicrelerinde apoptozu uyarmak i¢in Palmitat (Acros Organics, USA) ve

carvacrol (Sigma, EU) etken madde olarak kullanildu.
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3.3. Viyabilite testi

Calisma Papachristou ve ark.,, (2013) uyguladigi metod takip edilerek
gerceklestirildi. Bu metotta kisaca farkli konsantrasyonlarda carvacrol (1, 5, 10 ve 50 uM)
ve palmitat (150, 300 ve 450 puM) hiicrelere uygulanmasindan 24 saat sonra hiicre
kuyucuklarindaki medium alinarak {izerlerine icerisinde 20 pL. MTT ayract (5 mg/ml
PBS’te ¢ozdiiriilerek elde edildi) bulunan 200 uL taze komple besiyeri eklendi. Hiicreler
bu soliisyonla 90 dakika 37°C’de inkiibe edildi ve MTT kristalleri 100 pL 0.04 M
HCL/isopropanol ile 15 d siireyle 37°C’de ¢6zdiiriildii. Siire sonunda ependorflara alinan
ornekler 12000 rpm ve +4 C’de santrifiij edildi ve 570 nm 151k dalga boyunda mikropleyt
(nQuant ELISA reader) okuyucuda okutuldu ve kaydedildi.

3.4. Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi

Inkiibasyon siireleri sonrasinda hiicrelerin kiiltiir kap tabanindan ayrilmalar icin
300 pl tripsin/EDTA (% 0,025) ecklenerek 1-2 dk beklendi. Toplanan HepG2’ler
resiispanse edilerek oda 1sisinda 400 g devir 5 dk siireyle santrifiij edildi. Homojenatlar

hazirlanirken hiicre peletleri, PBS (KH2P04 , NapHPO, pH:7) ile 2 kez yikanarak

resantriflij edildi. Sonrasinda 250 pl protein ekstraksiyon kiti (Thermo) ¢alisma soliisyonu
ve % 8 oraninda proteaz inhibitor kokteyli (aprotinin, PMSF, leupeptin, sodyum floriir)
eklendi ve 5 dk nazikge ¢alkalandi. Sonrasinda 6rnek lizatlar1 toplanarak 14000g°de 8 dk
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar analiz siiresine kadar -80°C’de tutuldu.
Deterjanla ¢oziinmeyen seliiler protein fraksiyonlari 12000g, 4°C’de 10 dk siireyle
santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Elde edilen lizat drnekleri glutatyon ve nitrit
diizeylerinin tespiti i¢in kullanildi. Yine hiicre i¢i aldoz rediiktaz (AR) protein diizeyleri

icin bu lizat 6rnekleri kullanildi.
3.5. Protein Diizeyleri Analizleri

Calismada AR protein diizeyi hazir ticari kit (Finetest, PRC) protokolii takip
edilerek gerceklestirildi. Bu metoda gore; calismaya baglamadan 6nce, oda sicakliginda
(37°C) SABC calisma ¢ozeltisi ve TMB substrat1 en az 30 dakika bekletildi. Ornekler ve
reaktifler uygun konsantrasyonda seyreltilirken, tamamen ve esit sekilde karistirildi.
Kullanim 6ncesi test pleyti iki kez yikandi. Sonrasinda herbir kuyucuga 100 pl standart
cozelti ve ornekler eklenerek 37°C’de 90 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra 100 pl
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biyotin deteksiyon antikor soliisyonu herbir kuyucuga eklenerek ve 37°C’de 60 dk inkiibe
edildi. Devaminda su banyosundan alinan pleyt yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikanarak herbir
kuyucuga 100 ul HRP-streptavidin konjuge soliisyonu eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe
edildi. Pleyt ayn1 yikama soliisyonuyla 5 kez yikanarak kuyucuklara 90ul TMB substrati
eklendi ve 37°C’de 15 dk bekletildi. Daha sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu
eklenerek reaksiyon durdurulmasi saglandi ve bir ELISA okuyucuda (Biotech, u-quant,
SK) 450 nm 151k dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Standartlarin absorbans
degerlerinden grafik cizilerek elde edilen formiilasyonla niimunelerin AR diizeyleri

hesaplandi. Degerler ng/ml cinsinden verildi.

3.6. Glutatyon (GSH) Analizi

Glutatyon (GSH) diizeylerinin 6l¢imii, Sedlak ve Lindsay (1968) metodunun
takibiyle gergeklestirildi. Metodun prensibi, reaksiyona eklenen 5,5-ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB)’nin siilfidril gruplar1 vasitasiyla indirgenmesi ile 1 mol’likk
stilfidrili, 1 mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik asite karsilik gelmesine dayanmaktadir. Kisaca
bu yontemde, onceden hazirlanan hiicre lizatlarindan 250 pl alinarak ayni miktarda %
10°luk triklor asetik asit (TCAA) ile karistirilarak 8600 rpm’de 15 dk siire ile
santrifiijlendi. Protein fraksiyonu atilan Orneklerden 250 pl alinip yeni ependorflara

aktarilarak tizerlerine 2 ml 0.3 M’lik NazHPO . ilave edildi. Sonrasinda iizerlerine 250 pl

DTNB ilave edilerek resuspanse edildi. Daha sonra karisim 5 dk oda 1sisinda inkiibasyona
birakildi. Tiim islemlerin sonunda 6rnekler distile suya karst 410 nm 151k dalga boyunda

okundu. Elde edilen degerler pmol olarak kaydedildi.

3.7. Nitrik oksit (NO) Diizeylerinin Belirlenmesi

Calismada nitrit diizeyleri, Cortas ve Wakid (1990)’in uyguladig: <’Griess metodu’’
ile spektrofotometrik olarak ortaya konuldu. Kisaca; graniiler kadminyum partikiilleri, 3
kez deiyonize su yikanarak bir filtre kagidi ile siizdiiriildii. Sonrasinda graniiller, glisin-
NaOH tampon Il (15 gr/L, pH=9,7) ve 5 mmol/L CuSOQ, i¢eren soliisyonda 5 dk siire ile
aktiflestirildi. Tiim deneme gruplarinda 300 pl 6rneklere 250 pl 75 mmol/L ZnSO4 ve 350
pl 55mmol/L NaOH ilave edildi. Sonrasinda 10000 g rotor hizinda 4°C’de 3 dk santrifij
edildi. Elde edilen siipernatantlardan 750 pl almarak farkli temiz tiiplere aktarildi.
Uzerlerine 250 pl glisin tampon | (45 gr/L pH: 9,7) eklendi. Bu tiiplere aktif olan

kadminyum graniillerinden bir pens yardimiyla her tiipe bir graniil olacak sekilde eklendi.
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Bu sekilde 10 dk karistirildiktan sonra hazir hale getirilen 6rneklerden 300 pl alinip
tizerlerine 1125 pl ayrag 1 (N-naftil etilen diamin) ve 1200 pl ayrag¢ 2 (siilfanilik asit, 3
mmol/L HCL) eklenerek; 6rnek yerine su ilave edilerek hazirlanan kore karst 546 nm 151k

dalga boyunda absorbans Ol¢iimleri yapildi. Elde edilen veriler umol cinsinden hesaplanip
kaydedildi.

3.8. Hiicre Goriintiileri

Karaciger hiicrelerine C ve P 24 saat siireyle uygulanimlari sonucu hiicre

goriintiileri bir invert mikroskop (Olympus CK40, JP) ile 10x objektifiyle goriintiilendi.

3.9. Istatistiksel Metot

Arastirmada elde edilen veriler, SPSS 20.0 (Statistical Package for Social Sciences)
programinda, One-way ANOVA varyans analizi yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farklar Duncan testi ile belirlendi. p<0.05 ve alt1 istatistiksel olarak

onemli kabul edildi. Degerler ortalama =+ standart hata (S.E) seklinde verildi.
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4. BULGULAR

4.1.Viyabilite bulgular:

Karaciger hiicrelerine farkli konsantrasyonda carvacrol (1, 5 10 ve 50 uM) ve
palmitat (150, 300 ve 450 uM) uygulanarak 24 saat siireyle maruziyetleri saglandi. Siire
sonunda deneme kuyucuklarindaki hiicrelerin canlilik seviyeleri MTT yontemiyle analiz

edildi.

4.1.1. Farkh konsantrasyonlarda palmitatin viyabilte iizerine etkileri
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Sekil 4.1.Farkli konsantrasyonlardaki palmitatin hiicre canlilig1 lizerine etkileri (24 saat).

Elde edilen verilere gore hiicre canliliginda, kontrol grubuna (2,473 + 0,01748) gore
palmitatin 150 (0,8164 + 0,03088), 300 (0,746 + 0,03596) ve 450 uM (0,5678 + 0,04778)
dozlarinin eklendigi gruplarda, sirasiyla %67, %69 ve %77 diizeylerinde hiicre
kayiplarina neden oldugu tespit edilmistir. Viyabilite sonuglaria gore palmitatin 300 uM
konsantrasyonu etkin konsantrasyon olarak kabul edilmis, sonraki calismalar i¢in bu

konsantrasyon kullanilmustir.
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4.1.2. Farkh konsantrasyonlarda Carvacrol’iin hiicre canlihi iizerine etkileri
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Sekil. 4.2. Farkli dozlardaki carvacrol’iin hiicre canlilifina etkileri (24 saat).

Analiz sonuglarina gore hiicre canlilik orani, kontrol grubuna (2,473 + 0,01748) gore
carvacroliin 1 (2,6602 + 0,08362) ve 5 (2,7528 + 0,17215) konsantrasyonlar1 sirasiyla %
7.8 ve %11 artig gosterirken, 10 (2,16 + 0,05376) ve 50 (1,2302 + 0,06165)
konsantrasyonlarinda sirasiyla % 12 ve % 50 azalma gostermistir. Viyabilite sonuglaria
gore carvacrol’lin 5 uM konsantrasyonu proliferatif etki gosterdiginden etkin
konsantrasyon olarak kabul edilmis, sonraki c¢alismalar i¢in bu konsantrasyon

kullanilmistir.
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4.1.3.Carvacrol ve palmitatin birlikte kullaniminin hiicre canlihig iizerine etkileri
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Sekil. 4.3. Palmitat uygulanimi sonrasi carvacrol uygulanan gruptaki hiicre canliligi (24 saat).

Analiz sonuglarma gore viyabilite, kontrol grubuna (0,4786 + 0,01621) gére palmitat
(0,2602 + 0,01897) hiicre canliigi1 % 45 azalmistir. Ancak hiicre ortamina palmitat
uygulanimi sonrasi carvacrol ilavesi yapilan grupta ( 0,3678 + 0,01724) % 41 oraninda

hiicre kayiplariin 6nlendigi tespit edilmistir.

4.2. AR Protein Diizeyi Bulgulari

HepG2 hiicrelerine carvacroliin 5 uM ve palmitat 300 uM konsantrasyonda ayri ayri
veya birlikte 24 saat uygulaniminin sonrasinda deneme gruplarindan lizat eldeleri
gerceklestirildi. Sonrasinda bu orneklerdeki hiicre ici aldoz rediiktaz protein diizeyleri

ELISA yontemiyle arstirildi.
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4.2.1. Aldoz Rediiktaz Protein Diizeyi
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Sekil. 4.4. Deney gruplarinda hiicre i¢i AR protein diizeyleri (24 saat).

Hiicre i¢i aldoz rediiktaz protein diizeyleri, kontrol grubuna (3,3140+1,01878) gore
carvacrol’iin tek basina eklendigi grupta (2,2575 + 0,50843) % 1.5 oraninda azalirken, tek
basina palmitat eklenen grupta (3,8261 + 0,92858) ise %1.3 artis tespit edilmistir. Ancak
palmitat uygulanimi sonrasi carvacrol uygulanan grupta (3,3897 + 0,93311) ise
carvacrol’iin aldoz rediiktaz protein diizeyini palmitat grubuna goére % 1.7 oraninda

azalttig1 bulunmustur(P<0.05).

4.3.Spektrofotometrik Analiz Bulgular

Deneme gruplar1 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda hiicrelerden lizat
ornekleri gerceklestirildi. Sonrasinda bu lizatlardan spektrofotometrik olarak GSH ve

nitrit diizeyleri arastirildi.
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4.3.1.GSH diizeyi bulgular:
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Sekil. 4.5. Deney gruplarinda hiicre i¢ci GSH diizeyleri (24 saat)

GSH (umol)

Elde edilen verilere gore GSH diizeyinin sadece carvacrol eklenen grupta kontrole gore
degismedigi tespit edildi. Tek basina palmitat eklenen grupta ise kontrole gére GSH
diizeyinin % 4 oraninda azaldigi bulundu. Yine GSH seviyesinin palmitatla birlikte
carvacrol eklenen grupta sadece palmitat eklenen gruba gére % 6.5 oraninda azaldig: tespit
edildi.
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4.4 Nitrit miktar1 bulgular
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Sekil.4.6.Hiicrelere carvacrol ve palmitat uygulaniminin nitrit diizeyleri tizerine etkileri (24 saat)

Analizlerinden elde edilen bulgulara gore nitrit diizeyinin tek basina carvacrol
eklenen grupta (0,4617 + 0,02041) kontrole gore (0,5400 + 0,05329) % 14 oraninda
azaldig1 tespit edildi. Yanlizca palmitat eklenen grupta (0,4500 + 0,02449) ise kontrole
gore nitrit diizeyinin % 16 oraninda azaldigi bulundu. Bununla birlikte nitrit seviyesinin
palmitatla birlikte carvacrol eklenen grupta (0,4517 + 0,01602), tek basina palmitat
eklenen gruba gore 6nemsiz diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0.05).

4.5 Hiicre goriintii bulgular:

Calismadan alman fotograf goriintiilerinde, palmitatin 300 uM konsantrasyonda
hiicrelere uygulanimi sonrasi hiicre sayilariin dramatik derecede azaldigi goriildii. Yine
carvacrol’in hiicrelere 5uM uygulanimi sonrast hiicre yogunlugunun kontrol hiicre
goriintiilerine kiyasla anlamli derecede arttigi gozlemlendi. Bununla birlikte palmitatla
birlikte carvacroliin uygulanimimin oldugu gruptaki hiicre goriintiileriyle tek basina
palmitat kullanilan gruptaki hiicre goriintiileri karsilastirildiginda, carvacrol’iin anlaml

diizeyde hiicre kayiplarini 6nledigi gorildii.
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4.5.1. Kontrol grubu hiicre goriintiisii

— 7

Sekil.4.7. Kontrol grubu hiicre fotografi (10x, skala bar 1-50 nm).
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4.5.2. Carvacrol’iin 5 pM konsantrasyonda uygulandigi grup hiicre goriintiisii

Sekil. 4.8. Carvacrol’iin 5 pM konsantrasyonda eklendigi gruptaki hiicre fotografi (10x, skala bar 1-50 nm).
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4.5.3. Palmitatin 300 pM konsantrasyonda uygulandigi grup hiicre goriintiisii

Sekil. 4.9.Palmitatin 300 uM konsantrasyonda eklendigi gruptaki hiicre fotografi (10x, skala bar 1-50 nm).
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4.5.4, Palmitat (300 nM) ve carvacroliin (5 pnM) birlikte uygulandig gruptaki hiicre

goruntiisii

Sekil. 4.10.Palmitat (300 uM) ve carvacroliin ( uM) birlikte uygulandigi gruptaki hiicre fotografi (10x,
skala bar 1-50 nm).
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5. TARTISMA

Nonalkolik yagli karaciger hastaligi terimi, steatoz, steatohepatit ve sirozun yag
infiltrasyonu ile karakterize genis bir hastalik yelpazesini ifade eder (Chalasani ve ark.
2012). NAFLD, asemptomatik yapist nedeniyle teshis edilmesi zordur. Bu nedenle, on
yillik bir aragtirma ve klinik ¢calismadan sonra bile, tek bir farmasotik miidahalenin etkili
oldugu kanitlanmamistir. Bitkisel kokenli dogal {iriinlerin, 6nemli yan etkiler géstermeden
hepatik lipid birikimini 6nledigi yaygin olarak bildirilmistir. Bu nedenle, NAFLD
tedavisinde bu bitkilerin degerlerinin degerlendirilmesi 6nemli bir aragtirma alani1 olmaya
devam etmektedir. Son zamanlarda, sagliga fayda saglayabilecek ve refahi artirabilecek

gidalardaki fonksiyonel molekiillerle ilgili yapilan ¢alismalarin sayis1 oldukg¢a artmistir

(Abuajah ve ark. 2015).

Carvacrol (CAR, 2-metil-5-izopropilfenol), Lamiaceae familyasinin Thymus gibi
ucucu yaglarinda bulunan cesitli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahip dogal bir
fenolik monoterpendir. Bakir ve ark. (2016) hepatik hasara yol agan birgok bozuklugun
iyilestirilmesi igin carvacrol’ii giivenli ve gii¢lii bir yeni ilag olarak ortaya koymustur. Son
zamanlarda yapilan bir c¢alismada, sicanlarda nano kapsiillenmis ve nano emiilsiyon
formlarinda carvacrol kullaniminin zayiflatilmig tiyoasetamid (TAA) kaynakli karaciger
hasarinda etkili sonuglar verdigi gosterilmistir (Hussein ve ark 2017). Arastirmamizda elde
edilen verilere gore hiicre canliliginda, kontrol grubuna gore palmitatin doz bagimli olarak
artis gosteren hiicre kayiplarina neden oldugu tespit edilmistir. Analiz sonuglarina gore
hiicre canlilik orani, kontrol grubuna gore carvacroliin 1 ve 5 uM konsantrasyonlar: artig
gosterirken, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarinda ise azalma gostermistir. Bununla birlikte
hiicre ortamina palmitat uygulanimi sonrasi carvacrol ilavesi yapilan grupta hiicre
kayiplarinin anlamli diizeyde 6nlendigi tespit edilmistir. Toppo ve ark. (2017) hem in
vitro HepG2 hiicrelerinde hem de yiiksek yaglh diyetle besledigi ratlarda non-alkolik yagh
karaciger sendromu olusturduklar in vivo modelde palmitik asitin anlamli derecede hiicre
kayiplarina neden oldugunu rapor etmislerdir. Fu ve ark.2016 osteoartrojenik hastalarin
kikirdak dokularindan izole ettikleri kondrositlerde palmitik/oleik asit karisiminin reaktif
oksijen tiirleri ve kaspaz 3 uyarimli apoptozu anlamli dercede arttirarak hiicre kayiplarina

neden oldugunu belirtmislerdir. Park ve ark. (2015) yaptiklari in vitro ¢calismada palmitatin
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kardiyomiyositlerde endoplazmik reticulum stresi uyararak hiicre kayiplarina neden
oldugunu rapor etmislerdir. Zhou ve ark. (2018) yaptiklari ¢alismada palmitatin miRNA21
inhibisyonu ile kardiyomiyositlerde apoptozu uyardigini rapor etmislerdir. Sohrabi ve ark.
(2018) gergeklestirdikleri in vitro calismada askorbil palmitatin, insan umbilikal ven
endotel hiicrelerinde kaspaz 3, kaspaz 9 oranimi arttirarak ve hiicre i¢i Bcl-2 diizeyini
azaltarak apoptozu uyardigini ortaya koymuslaridr. Dong ve ark. (2018) yaptiklari
caligmada palmitik asitin INS-1 hiicrelerinde endoplazmik reticulum stres uyarimina bagl

olarak apoptozu tetikledigini rapor etmislerdir.

Nitrik oksit; nitrik oksit sentazlarin aktivasyonu ile L- arjininden nitratin
indirgenmesiyle tretilir. Nitrik oksitin endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, karaciger
hiicreleri ve bag doku hiicreleri dahil olmak {izere bircok degisik hiicre tiplerinde sitotoksik
etki gosterdigi bilinmektedir. Birgok arastirmada, nitrik oksitin 6zellikle poliaminlerin
biyosentezinden sorumlu ornitin dekarboksilaz aktivitesini baskilayarak hiicre

proliferasyonunu baskiladigi rapor edilmistir (Santarelli ve ark. 2006).

Insiilin aktivitesine bagl nitrik oksit (NO) iiretiminin vazodilatatdr, anti-
enflamatuar, antitrombotik ve antifibrojenik etkileri vardir. Farkli karaciger hastaligi
modellerinde artan insulin direnci endotel disfonksiyonunu ilerletir (Pasarin ve ark. 2012).
NO, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) tarafindan yapisal olarak sentezlenir. Hiicre dis1
stvinin diizenlenmesi ve bobrek kan basincinin ayarlanmasinda gorev alir (Yoon ve ark.
2000). Insiilin direncinin artis1, NO iiretimini attirir veya substrat tiilketimine bagli olarak
NAFLD nin baslangi¢ safthasindaki siiperoksit ve hidroksil radikallerinin olusumuna bagh
olarak inflamatuar sitokinlerin salimma neden olabilir. Artan yangi sitokinleri
hepatositlerde apoptozu tetikleyerek karaciger hasarinin ilerlemesine neden olur (Iwakiri
ve ark. 2008). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada NAFLD’ nin erken asamalarinda, 6
hafta yiiksek yagli diyet verilen farelerde eNOS aktivitesinin azalmasi, oksidatif stress
artistyla ve NO biyoayarlaniminin azaltilmasiyla iliskilendirilmistir. Bununla birlikte ayni
arastirmada siklooksijenaz aktivitesi artisina bagli olarak yangisal olmayan hepatik

vaskiiler direng veya fibroz gelisimi sekillenmistir (Gonzalez-Paredes ve ark. 2016).

Arastirmada elde edilen diger bir bulgu ise nitrit diizeyinin tek basina carvacrol

eklenen grupta, kontrole gore % 14 oraninda azaldigi tespit edildi. Yanlizca palmitat
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eklenen grupta ise kontrole gore nitrit diizeyinin % 16 oraninda azaldig1 bulundu. Bununla
birlikte nitrit seviyesinin palmitatla birlikte carvacrol eklenen grupta, tek basina palmitat

eklenen gruba gore 6nemsiz diizeyde arttig1 tespit edildi.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal hiicresel metabolizma sonucu canl
organizmalar tarafindan {iretilir. Diisiik ila orta derecede konsantrasyonlarda, fizyolojik
hiicre islemlerinde islev goriirler, ancak yiiksek konsantrasyonlarda, lipidler, proteinler ve
DNA gibi hiicre bilesenlerinde ters modifikasyonlar olustururlar ve bu durum oksidatif
stres olarak adlandirilir. Oksidatif stresin bir¢ok patolojik durumda rol oynadigi
bilinmektedir. Oksidatif stres ve lipid peroksit seviyeleri NAFLD'li hastalarda artar ve
NAFLD'de antioksidan enzim tiiketimi veya oksidatif faktér tiiretimine yol agar
(Jarukamjorn ve ark. 2016). Ayrica, viicuttaki asir1 serbest radikaller NAFLD'li hastalarin
hemen hepsinde gozlenen sitotoksisite ile ilgili ¢esitli proteinlerin anormal ekspresyonuna
yol agarlar (Yesilova ve ark.2005). Bu nedenle, oksidatif stresin inhibisyonu, NAFLD'nin

miidahalesi i¢in 6nemli stratejilerden biridir (Spahis ve ark. 2017).

Gelismis canlilarda hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinin bertaraf edilmesi igin,
enzimatik (CAT- katalaz GSH-Px-glutatyon peroksidaz ve SOD-siiperoksit dismutaz vb.)
ve nonenzimatik (GSH, vitamin E ve C, karotenoid bilesikler, lipoik asit ve naturel
flavonoidler vb.) antioksidanlara sahiptirler (Mates ve ark. 1999). Calismada GSH
diizeyinin sadece carvacrol eklenen grupta kontrole gore degismedigi tespit edildi. Tek
basina palmitat eklenen grupta ise konrole gore GSH diizeyinin % 4 oraninda azaldig
bulundu. Yine GSH seviyesinin palmitatla birlikte carvacrol eklenen grupta sadece
palmitat eklenen gruba gore % 6.5 oraninda azaldig: tespit edildi. Mohebbati ve ark. (2018)
yaptiklar1 adriyamisin uyarimli karaciger toksikasyonu modelinde carvacrol’iin 6zellikle
katalaz aktivitesini arttirarak ve malondialdehit seviyesini azaltarak hepatosit kayiplarini
onledigini ortaya koymuslardir. Chenet ve ark. (2019) hidrojen peroksit uyarimli beyin
hiicre oksidatif stresi modelinde, carvacrol’iin heme oksijenaz inhibisyonunun yaninda,
NF«kB’nin downregiilasyonu ve antioksidan belirteclerin uyarimi ile noroprotektor etki
gosterdigini rapor etmislerdir. De Santana ve ark. (2017) gergeklestirdikleri asetik asit
uyarimli kolit modelinde, carvacrol’iin SOD ve GSH gibi antioksidan parametreleri 6nemli

diizeyde arttirarak koruyucu etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir.

27



Fizyolojik kosullar altinda, karacigerde nispeten az oranda AR ifadesi tespit
edilmistir (Clements ve ark.1969, Markus ve ark. 1983). Ancak, AR ifadesinin hastalik
durumlarinda degistigi goézlemlenmistir. Yapilan c¢alismalar karaciger dokusunda AR
ekspresyon seviyelerinde hepatik steatozlu tip 1l diyabetik farelerden (Qiu ve ark. 2012) ve
metiyonin kolin eksik diyet kaynakli alkolsiiz yagh karaciger hastalig1 olan farelerden (Qiu
ve ark. 2013) karaciger dokusunda AR ekspresyon seviyelerinde 6nemli artislar oldugunu
ve AR'nin alkolsiiz yagl karaciger hastaliginin gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi ve
inhibisyonunun hepatik steatozu iyilestirebilecegi belirtilmistir (Chen ve ark. 2015).
Ayrica, AR inhibisyonunun HepG2 hiicrelerinde lipid damlacik birikimini belirgin sekilde
azalttigt ve etanoliin neden oldugu hepatik steatozu Onleyici etki gosterebilecegi One

stirilmiistiir (Qiu ve ark. 2017).

Hepatik aldoz rediiktaz expresyonu alkolik ve non-alkolik steatozis, hepatitis ve
karaciger kanserlerinde artar. Ancak hastaliklarin gelisiminde AR’nin temel rolii hala tam
olarak aydinlatilamamistir. Hiicre i¢i aldoz rediiktaz protein diizeyleri, kontrol grubuna
gore carvacrol’lin tek basina eklenen grupta % 1.5 oraninda azalma, tek basina palmitat
eklenen grupta ise %1.3 artma tespit edilmistir. Ancak palmitat uygulanimi sonrasi
carvacrol uygulanan grupta ise carvacroliin aldoz rediiktaz protein diizeyini palmitat
grubuna goére % 1.7 oraninda azalttigi bulunmustur. Qui ve ark. (2013) yaptiklari non-
alkolik yagli karaciger sendrom modelinde AR’nin lentivirlis uyarimli  gen
sessizlestirilmesinde serum alanine aminotransferaz ve hepatik lipoperoksitlerin azaldigini
rapor etmislerdir. Yine ayni arastirmada AR noksanliginin hepatik sitokrom p 450’nin hem
MRNA ekspresyonunu hem de protein diizeylerini azaltarak oksidatif stres uyarimli IL-1f
ve TNF-a stimiilasyonunu baskiladigini ortaya koymuslardir. Khan ve ark. (2019) alkolik
karaciger toksitite modelinde carvacrol’iin antioksidan belirtegleri uyararak ve sitokrom

p450 ekspresyonunu inhibe ederek hiicre kayiplarini 6nledigini rapor etmislerdir.
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6. SONUC

Arastirmada non-alkolik steatozda karvakroliin hepatoprotektif etkinligi arastirildi.
Bu amagla calismada model olusturmak i¢in insan orijinli Hep-G2 hiicrelerine palmitat
uygulandi. Palmitat 6nemli derecede hiicre kayiplarina neden oldu. Palmitatin hiicre
kayiplarina neden olmasindaki temel sebebler arastirmadan elde edilen verilerle polyol
yolaginin énemli enzimlerinden olan aldoz rediiktazin hiicrei¢i protein sentezindeki artigsa
bagl olarak sekillendigi ortaya konulmustur. Literatiire benzer sekilde karvakroliin ise bu
hiicre kayiplarin1 6nlemede aldoz rediiktazi anlamli diizeyde inhibe etmesiyle
iliskilendirilebilecegi ortaya konulmustur. Tim literatiir biligileri ve bu arastirmann
sonuglarina gore, karvakroliin non alkolik karaciger yaglanmasi tedavisinde o6zellikle
polyol yolagi lizerine etkileri ile potansiyel bir alternatif olabilecegi kanisina varilmistir.
Bu tez ¢alismasinda alinan sonuglar, karvakroliin non-alkolik steatozisin patogenezinde ne
gibi degisikler olabilecegi konusunda gelecekte yapilacak kapsamli galigsmalara kaynak
teskil edecegi gibi, literatiirdeki bosluklarin doldurulmasinda da onemli katkilar

saglayacag diisiiniilmektedir.
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