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ÖZET 

İn Vitro Hepatik Oksidatif  Hasarda  Carvacrol’ün  Etkinliğinin 

Araştırılması 

Non-alkolik steatohepatit (NASH);  karaciğerde, özellikle trigliserit olmak üzere yağ 

birikimi ile karakterize, yaygın görülen bir hastalıktır. NASH insülin direnciyle yakından 

ilişkilidir ve metabolik sendromun hepatik belirtisi olarak kabul edilmektedir. Hastalığın 

tedavisinde araştırmalar doğal kaynaklardan elde edilen antioksidan moleküllere 

yoğunlaşmıştır. Bu bağlamda araştırmamızda üniversitemizin de bulunduğu bölge bitki 

florasında bulunan kekiğin etken maddesi carvacrol hastalığın tedavisi amacıyla in vitro 

denemelerle ortaya konulmaya çalışılmıştır.   

Çalışmada materyal olarak insan hepatosit hücre hattı ( HepG-2, ATCCHB-8065 ) 

kullanıldı. Hücreler “Dulbecco's Modified Eagle Medium” (DMEM) besiyeri ortamında 

üretildi. Deneme grupları kontrol (kont.), palmitat eklenen grup (P), carvacrol eklenen grup 

(C) ve palmitat ile birlikte carvacrol eklenen grup (+C) olarak tasarlandı. Farklı 

konsantrasyonlarda palmitat (150, 300 ve 450 µM/ml) ve carvacrol (1, 5 10 ve 10 µM/ml)   24 

saat sürelerle hücrelere uygulanarak etkin konsantrasyon tespitleri MTT viyabilite testi ile 

ortaya konuldu. Hücrelerden elde edilen homojenatlardan hücre içi glutatyon (GSH) ve nitrit 

düzeyi (NO) spektrofotometrik olarak analiz edildi. Yine bu örneklerdeki aldozredüktaz 

düzeyleri (AR) ELİSA metoduyla araştırıldı. Çalışmadan elde edilen viyabilite verilerine göre 

palmitatın 300 µM konsantrasyonu kontrole göre % 45 oranında hücre kayıplarına neden 

olduğu, carvacro’lün ise 5µM/ml konsantrasyonunun hücrelere uygulanımıyla bu kayıpların 

% 41oranında önlendiği tespit edildi. Çalışmada palmitat ve carvacro’lün GSH düzeyinde 

önemli bir değişiklik oluşturmadığı ancak NO düzeylerini anlamlı düzeyde azalttığı bulundu. 

Yine hücre içi AR protein düzeyini palmitat arttırırken, carvacrol bu artışı % 1.7 oranında 

önlediği tespit edildi.  

Tüm bu verilen doğrultusunda carvacro’lün non-alkolik steatozis gibi yağlanmaya 

bağlı karaciğer hastalıklarında potansiyel bir etken madde olarak düşünülebileceği kanısına 

varılmıştır. Bu savın tam olarak söylenebilmesi için ise in vivo ve daha ileri moleküler 

araştırmalara ihtiyaç bulunmaktadır.  

Anahtar kelimeler:Non-alkolik steatozis, palmitat, carvacrol, oksidatif stres, aldozredüktaz. 
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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 µM / ml) and carvacrol (1, 5 and 10 µM / 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 µM concentration of palmitate caused 45% cell losses 

compared to the control, and 5 µM / 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 
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1.GİRİŞ 

Nonalkolik karaciğer yağlanması (NAFLD); genetik bozukluklar dışında temelde 

enerji alımı ve fiziksel hareketsizliğin sebep olduğu, obezite, insülin direnci ve diğer 

metabolik komplikasyonlarla yakından ilişkili steatohepatik ile karakterize bir hastalıktır. 

Steatohepatiğin oluşum mekanizması tam olarak aydınlatılamamasına rağmen, akut 

inflamasyon ve oksidatif stresin hastalığın ilerlemesini tetiklediği bilinmektedir. AR 

enziminin diyabet ve diğer hastalıkların yanısıra, karaciğer hastalıklarında lipit 

homeostazisi, hepatit ve fibrozis gelişimiyle ilişkili olduğu yapılan çalışmalarda rapor 

edilmiştir. Yapılan çalışmalara bakıldığında, AR enzimi inhibisyonunun NAFLD 

gelişiminin önlenmesinde yararlı olabileceği öngörülmektedir.  

Carvacrol, Origanum türlerine doğal kokusunu veren bir monoterpenik fenol 

bileşiğidir. Başlıca kekik, bergamot ve tere gibi bazı bitki türlerinin en temel biyoaktif 

bileşenidir. Bu bileşiğin antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antikanser gibi birçok 

biyolojik aktivitelere sahip olduğu yapılan literatür çalışmalarında rapor edilmiştir. 

Carvacrol’ün farmakolojik etkinliğinde, kimyasal yapısında bulunan serbest hidroksil 

gruplarının varlığı ve delokalize elektron dağılımına sahip olması gibi özellikler önemli rol 

oynamaktadır. Bu nedenle sunulan projede carvacrol’ün karaciğerin oksidatif kaynaklı 

hasarının önlenmesinde potansiyel etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Bu bağlamda, sunulan projede, in vitro karaciğer hücrelerinde palmitat uyarımlı 

hasarın önlenmesinde, üniversitemizin bulunduğu yöre florasının baskın türlerinden olan 

kekiğin antioksidan bileşiği carvacrol’ün potansiyel faydalarının araştırılması projenin 

amaç ve önemini ortaya koymaktadır. Yine tezde öğrencinin akademik yeteneklerinin 

arttırılması ana önemi arz etmektedir.  
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Nonalkolik Karaciğer Yağlanması   

Omurgalıların önemli bir evrimsel özelliği, çok sayıda fizyolojik ihtiyacı karşılayan 

çok yönlü bir organ olan karaciğerin gelişmiş özellik göstermesidir. Karaciğer, özellikle de 

metabolik homeostazın korunmasında önemli rol oynamaktadır. Lipit metabolizmasının 

düzenlenmesi karaciğerin temel fonksiyonlarından biridir. Karaciğer her iki dolaşımdan da 

lipitler alabilir ve lipid partiküllerini kan akışına salgılayabilir (Davidson ve Cliff 

2011) . Öte yandan, karaciğerde aşırı yağ birikimi patolojik bir durum olarak kabul edilir 

(Kaplan 1985). Kronik yağ birikiminin patolojisi ilk olarak akut hepatit alevlenmesi 

potansiyeli ile ilişkili bir durum olan alkolizm ile karakterize edilmiştir (Lieber ve Rubin 

1969) . İlk olarak 1981 yılında Jurgen Ludwig, yağ birikimi patolojisinin nonalkolik 

olarakta gerçekleşebileciğini açıklamıştır (Ludwig ve ark.1980). Ultrasonda yağlı karaciğer 

pozitif bulguları olan hastaların yaklaşık %30'unda biyopside NAFLD 

saptanmıştır (Williams ve ark. 2011). 

Klinik olarak, NAFLD alkolün çok kullanımı veya viral hepatit dışında yüksek 

karaciğer enzimleri tarafından tetiklenir. Aspartat aminotransferaz / alanin aminotransferaz 

oranı genellikle ilerlemiş fibrozis oluşana kadar stabil görülmektedir (Angulo ve ark. 

1999). Abdominal görüntüleme çalışmaları sırasında hepatik steatoz rastlantısal bir 

bulgudur.  Yakın tarihli bir rapor, ultrasonun karaciğer hastalıklarının diğer nedenleri için 

çalışmadan sonra hepatik steatozu saptamada %92 duyarlılığa ve %100 özgüllüğe sahip 

olduğunu göstermiştir (Hamaguchi M ve ark. 2007). Bilgisayarlı tomografi ve manyetik 

rezonans görüntüleme de hepatik steatoz hakkında bilgi verir. Proton manyetik rezonans 

spektroskopisi (1H MRS), steatozun en hassas ve kesin miktarını sunduğu için 

epidemiyolojik araştırmalarda popülerlik kazanmaktadır (Petersen ve ark. 2010, Kozlitina 

ve ark. 2011). Görüntüleme yöntemlerinde kaydedilen ilerlemelere rağmen, karaciğer 

biyopsisi NAFLD tanısında steatohepatit veya siroz ile basit steatozis arasındaki ayrım 

yapmanın tek yolu olduğu için NAFLD tanısında hala altın standart niteliğindedir. 

Biyopsinin örnekleme ve yorumlama değişkenliğinden dolayı NAFLD evrelemesinin 

doğruluğunu sınırlamaktadır (Ratziu ve ark. 2005). Hastalığın patofizyolojisini 

netleştirmek ve potansiyel olarak yeni tanı stratejileri ve terapötik hedefleri belirlemek 
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amacıyla lipoprotein metabolizması ile NAFLD arasındaki ilişkinin ortaya konulması 

önemlidir.  

NAFLD, hem gelişmiş olan hem de gelişmekte olan ülkeleri etkileyen, artan bir 

sağlık sorunu olarak kabul edilmektedir (Fan ve ark. 2009, Chitturi ve ark. 2011). Batı 

dünyasında, genel yetişkin popülasyonunda NAFLD prevalansı %20 ile %30 arasında 

değişmektedir (Browning ve ark. 2004). Bu prevalans, tip 2 diabetes mellitus (T2DM) olan 

hastalarda %70'e ve obezlerde ise %90'a kadar yükselebilmektedir (Machado ve ark. 2006, 

Targher ve ark. 2007). Son epidemiyolojik birçok çalışmada, NAFLD hastalığının 

Amerika Birleşik Devletlerinde görülme sıklığının %33 olduğu rapor edilmiştir. En yüksek 

prevalans Hispanikler ve Kafkas erkekleri arasında bulunmuştur (Guerrero ve ark. 2009). 

NAFLD; genetik bozukluklar dışında; obezite, insülin direnci ve diğer metabolik 

komplikasyonlarla yakından ilişkilidir ve steatohepatik özellik gösteren bir hastalıktır 

(Festi ve ark. 2004). Karaciğer dokusu enerji metabolizmasında, özellikle glukoz ve lipid 

homeostazında büyük bir rol oynar. Özellikle tip II diabetes mellitus (T2DM) olan 

diyabetin, genellikle hepatik steatoz veya NAFLD gelişmesine yol açabilecek, hepatik 

trigliserit birikimi ile ilişkili olduğu bilinmektedir (Cusi 2009, Xu ve ark.2009). Steatozisin 

oluşum mekanizması tam olarak aydınlatılamamasına rağmen, akut inflamasyon ve 

oksidatif stres hastalığın ilerlemesini tetiklemektedir (Day ve James 1998). NAFLD, 

insülin direnciyle ilişkilidir ve metabolik sendromun hepatik belirtisi olarak kabul 

edilmektedir (Marchesini ve ark. 2001; Kotronen ve Yki-Jarvinen 2008). Hipertansiyon ve 

hipertrigliseridemi NAFLD ile  bağlantılıdır ve son çalışmalar bunun kardiyovasküler 

hastalıklar için bir risk faktörü olduğunu göstermektedir (Assy ve ark. 2000, Donati ve ark. 

2004, Ekstedt ve ark. 2006, Targher 2007). 
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İki anahtar enzimden oluşan polyol yolağı, aldoz redüktaz (AR) ve sorbitol 

dehidrojenazdan (SDH) oluşmaktadır ve çeşitli diyabetik komplikasyonların patogenezinde 

önemli bir rol oynamaktadır. Bu baypas yolağında, koenzim NADPH'nin NADP'ye eş 

zamanlı oksidasyonu ile birlikte AR tarafından sorbitol glukoza dönüştürülür ve daha sonra 

SDH, NAD'nin NADH'ye indirgenmesiyle sorbitol'ü fruktoza dönüştürür.  

 

 
Şekil 2.1. Aldoz redüktaz ve sorbitol dehidrogenaz reaksiyonları  

 

 

 

Aldoz redüktaz enziminin diyabet ve diğer hastalıkların yanısıra, karaciğer 

hastalıklarında da lipid homeostazisi, hepatit ve fibrozis gelişimiyle ilişkili olduğu birçok 

çalışmada rapor edilmiştir (Brown ve ark. 2005,  Qiu ve ark. 2012). Yapılan çalışmaların 

birçoğunda, AR enzim inhibisyonunun NAFLD patogenezinin önlenmesinde yararlı 

olabileceği öngörülmektedir (Ekstedt 2006 ). 

Normal glisemik şartlarda, glikoz hücrede çoğunlukla glikoliz yoluyla metabolize 

edilmektedir ve polyol yolağı bu olguda oldukça düşük düzeyde görev almaktadır.  Ancak, 

hiperglisemide polyol yolağı aktivitesi artarak glikozun %30’dan fazlası bu yolla 

metabolize edilir (Nishimura 1998). Polyol yolağının oksidatif stresi nasıl tetiklediği tam 

olarak aydınlatılamamıştır. Ancak polyol yolağının aktifleşmesiyle NADPH tüketiminin 

artmasına bağlı olarak glutatyon redüktaz (GR) enziminin kullandığı NADPH 
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azalmaktadır. Bu nedenle,  ROS’un önemli bir temizleyicisi olan GSH’nin üretimi 

azalmakta ve hücrenin artan oksidatif strese dayanıklılığının azaldığı düşünülmektedir. 

Yolağın devamında SDH enzimi ise sorbitolü fruktoza dönüştürürken, NAD+  ise 

NADH’ye dönüştürülmektedir. Bu durum, NADH oksidaz katalizliğinde NADH oranını 

arttırarak ROS’ların artışına bağlı mitokondriyal membrana zarar verebilmektedir. Ayrıca 

bu yolakta üretilen fruktoz, fruktoz-3-fosfat ve 3-deoksiglukozona metabolize edilmektedir 

(Evans ve ark. 2002, King ve ark. 2004). Sonuç olarak, artan glikoz akışı ve aktifleşmiş 

polyol yolağına bağlı olarak, hücreler oksidatif strese karşı daha duyarlı hale gelmektedir. 

Bu sebeple, yolağın hız düzenleyici enzimi AR’nin inhibisyonu hiperglisemide önemli bir 

yer tutmaktadır (Sango ve ark. 2006). 

 

2.2 Polyol Yolağı Ve Aldoz Redüztaz Enzimi  

2.2.1 Polyol Yolağı 

Polyol yolağı; sırasıyla aldozredüktaz (AR veya AKR1B1, EC1.1.1.21) ve 

sorbitoldehidrojenaz (SDH, EC1.1.1.14) enzimleri tarafından katalize edilmiş 

reaksiyonlarla glikozu früktoza dönüştüren metabolik bir şanttır (Hers 1960,Clements 

1986). Yolağın ilk basamağında AR, kofaktör NADPH'nin yardımıyla, glikozun sorbitol'e 

indirgemesini katalize eder. İkinci basamakta ise SDH enzimi NAD
+
 kullanarak sorbitol'ü 

fruktoza dönüştürür. AR / polyol yolağının böbrek, retina, lens ve periferik nöron dokuları 

da dâhil olmak üzere birçok dokuda diyabetik komplikasyonların gelişiminde ve 

ilerlemesinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir (Brownlee 2001, Alexiou ve ark. 

2009). Karaciğerde ise normal fizyolojik koşullar altında AR'nin ifadesi nispeten düşüktür 

(Markus ve ark. 1983). Bunun yanısıra, polyol yolağının ikinci enzimi olan sorbitol 

dehidrojenazın hepatik ifadesi çok daha yüksektir (Jeffery ve Jornvall 1983). Normal 

durumlarda karaciğerdeki AR ifadesinin nispeten düşük seviyelerinden dolayı, geçmişte 

karaciğerdeki rollerine nispeten daha az dikkat gösterilmiştir. Ancak son zamanlarda artan 

kanıtlar, hepatik AR'nin ifadesinin hastalık durumunda arttığını belirtmektedir. Örneğin; 

ratlarda hepatik AR ekspresyonunun indüklenmesinin hepatit ve hepatoma gelişimi ile 

ilişkili olduğu gösterilmiştir (Takahashi ve ark. 1996). Benzer bir şekilde, AR'nin insan 

hepatoselüler karsinomada önemli ölçüde upregüle olduğu çeşitli çalışmalarda rapor 

edilmiştir (Takahashi ve ark.1995,  Zeindl-Eberhart ve ark.2004). 
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2.2.2.Aldoz Redüktaz Enzimi 

Aldoz redüktaz enzimi, 1956'da Hers ve arkadaşları tarafından ilk olarak glikoz 

azaltıcı etkiye sahip bir protein olarak tanımlanmıştır (Hers 1956). Daha sonra, Van 

Heyningen diyabette yüksek düzeyde sorbitol ve galaktitol biriktiğini bildirmiştir ve 

galaktosemik sıçan oküler lensinin AR aktivitesinin artmasından kaynaklandığını 

öngörmüştür (Van Heyningen 1959). Bu gözlemin ardından, Kinoshita ve arkadaşları 

(1979) bu enzimin flavinoidlerle ve sorbinil ve tolrestat gibi farmakolojik inhibitörlerle 

inhibe edilmesinin, diyabetik sıçanlarda kataraktogenezi önlediğini rapor etmişlerdir. 

Ayrıca, birkaç çalışma serisi, hiperglisemiye atfedilen patofizyolojik koşulların, poliol 

yolağı hiper aktivitesi yoluyla dokularda sorbitol birikiminden kaynaklandığını 

belirtmişlerdir (Kinoshita ve ark.1979, Brownlee ve ark. 1981).  

Aldoz redüktaz, alifatik ve aromatik aldehidleri, aldozların aldehit grubunu ve daha az 

oranda da aromatik ve alifatik ketonların keto indirgenmesini NADPH kofaktörüne bağlı 

olarak katalize edebilen geniş bir substrat özgüllüğüne sahip bir oksidoredüktazdır  

(Bohren 1989, Petrash 2004). Ayrıca monosakkaritleri, streoidleri, polisiklikaromatik 

hidrokarbonları ve isoflavonoidler gibi substratları detoksifikasyon reaksiyonlar sırasında 

katalize etmektedir (Kumar 1998, Reddy 2008). 

Aldoz redüktaz enzimlerinin üç boyutlu yapılarına bakıldığında hemen hemen hepsinin 

aynı protein kıvrımlarına sahip olduğu, yapılarında karakteristik olarak (α/β)8 fıçı yapısı ve 

birkaç α sarmal yapıyı da birlikte içerdikleri görülmektedir (Hoog ve ark.1994, Wilson ve 

ark. 1992). Enzimin aktif bölgesi varilin C-terminali üzerinde bulunmakla birlikte, substrat 

özgüllüğü sağlayan spesifik aminoasitlerle çevrili olduğu gözlemlenmiştir. Enzimin aktif 

bölgesi kofaktörü olan NADPH için bağlanma bölgesi ve 4 aminoasit tarafından (aspartat, 

tirozin, lisin ve histidin) korunmuş katalitik alandan oluşmaktadır (Penning 2015). 

Aldoz redüktaz süperfamilyasındaki enzimler kofaktör olarak çoğunlukla NADPH 

tercih ederler. NADPH enzimin aktif bölgesinde kendisi için bulunan bağlanma 

bölgesindeki aminoasitlerle etkinleşerek enzimin konformasyonel değişikliğine yol açar 

(Ehrensberger ve ark. 2004, Richter ve ark. 2010). Böylelikle karbonil yapıdaki 

substratlarının aktif bölgenin katalitik merkezine kolaylıkla bağlanması sağlanmış olur 

(Schlegel ve ark. 1998). 
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2.3.Carvacrol 

 

Carvacrol, 5-izopropil-2-metilfenolün kimyasal adı ile monoterpenik bir fenoldür. 

Timol ile izomerik olan bu organik bileşik, thymus, kekik, coridothymus, thymbra, satureja 

ve lippia dahil olmak üzere çok sayıda aromatik esansiyel yağ üreten bitki türlerinde bol 

miktarda üretilmektedir (Suntress ve ark. 2015). Carvacrol sentetik olarak karvolün 

fosforik asit ile sıcak muamele edilmesi, iyotun kafur ile 1:5 oranında ısıtılması, 

carvone'un Pd/C katalizörü ile dehidre edilmesi, kostik potasın cymol sulfonic acid ile 

kaynaşması ve metil amino propil benzenin nitröz asitle (HNO2) reaksiyonu şeklinde 

üretilmektedir. 

Carvacrol sıvı bir maddedir ve timol ile aynı tada sahiptir. Carvacrol yoğunluğu, 

20°C'de 0.976 g / cm
3
 ila 25 ° C'de 0.975 g / cm

3
 arasında değişmektedir. Carvacrol 237 ~ 

238°C'de kaynar, erime noktası ise 1°C'dir ve buharla uçucu olabilir. Carvacrol oldukça 

lipofiliktir; carvacrol'ün çözünürlüğü karbon tetraklorür, etanol, dietil eter, asetonda çok 

yüksektir; ancak suda neredeyse hiç çözünmez (Ultee ve ark. 2000). 
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Şekil 2.3. Carvacrol’ün kimyasal yapısı  
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Carvacrol tüketim için güvenli olarak kabul edilen, Federal İlaç İdaresi (FDA) 

tarafından gıdalardaki kullanımları için onaylanmış ve alkollü içeceklerde, unlu 

mamullerde, sakızda, baharat çeşnisinde, dondurulmuş sütte, alkolsüz içeceklerde ve 

yumuşak şekerde bulunabilecek kimyasal tatlar listesine Avrupa Konseyi tarafından dâhil 

edilmiş bir bileşiktir (Ultee ve ark. 1999, De Vincenzi ve ark 2004). Carvacrol, tek başına 

veya diğer doğal olarak oluşan organik bileşiklerle kombinasyon halinde, gıda 

bozulmalarının ve gıda kaynaklı patojen bakterilerin büyümesini kontrol etmede etkilidir. 

Elma suyu, yarı yağlı süt, taze kesilmiş kivi ve tatlı karpuz, pirinç, üzümler de dâhil olmak 

üzere çok çeşitli gıda ürünleri için koruyucu olarak kullanılmaktadır (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 kullanımı için carvacrol'ün biyolojik ve 

farmakolojik özelliklerini belirleyen önemli araştırmalar yapılmıştır (Suntress ve ark. 

2015). Carvacrol'ün antioksidan (Guimarães ve ark. 2010, Aristatile ve ark. 2011), 

antibakteriyel (Du ve ark. 2008), antitümör (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 çeşitli biyoaktiviteleri olduğu 

belirtilmiştir.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Hücre Kültürü:  

Araştırmada insan orijinli HepG2 karaciğer hücre hattı kullanıldı. Hücreler, 

polietilenimin (sodyum borat buffer içerisinde 0.2 mg/ml,   pH 8.3) ile kaplı 25 cm
2
 lik 

flasklarda ve içeriğinde %10 oranında ısı ile inaktif edilmiş fötal sığır serumu (FBS), 2 

mM L-glutamin ve penisilin/streptomisin/amfoterisin B karışımı bulunduran Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) besi ortamında,  37
o
C, % 5 CO2 ve % 95 hava 

bulunduran steril inkübatörde üretildi. Hücreler flask tabanına % 80-90 oranında 

yayıldıklarında tripsinize (% 0,025 Tripsin/EDTA) edilerek kaldırıldı ve 1:5 oranında 

pasajlandı. Tripan mavisi boyası ile hücre sayımı mikroskop altında bir hemositometre 

yardımıyla belirlendi. Daha sonra deneme grupları için ihtiyaç duyulan hücre sayısı (4x10
5
 

hücre/kuyucuk) 24’lü pleytlere eklenerek çalışma başlatıldı. Deneme grupları aşağıda tablo 

halinde verilmiştir (Tablo 1.). 

Çizelge.3.1. Deneysel çalışma düzeni 

 

Deneysel Çalışma Düzeni  

Deneme Grupları Tekrar Sayısı 

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. Çalışmada kullanılan kimyasallar: 

Karaciğer hücrelerinde apoptozu uyarmak için Palmitat (Acros Organics, USA) ve 

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

Çalışma Papachristou ve ark., (2013) uyguladığı metod takip edilerek 

gerçekleştirildi. Bu metotta kısaca farklı konsantrasyonlarda carvacrol (1, 5, 10 ve 50 µM) 

ve palmitat (150, 300 ve 450 µM) hücrelere uygulanmasından 24 saat sonra hücre 

kuyucuklarındaki medium alınarak üzerlerine içerisinde 20 μL MTT ayıracı (5 mg/ml 

PBS’te çözdürülerek elde edildi) bulunan 200 μL taze komple besiyeri eklendi.   Hücreler 

bu solüsyonla 90 dakika 37°C’de inkübe edildi ve MTT kristalleri 100 μL 0.04 M 

HCL/isopropanol ile 15 d süreyle 37°C’de çözdürüldü. Süre sonunda ependorflara alınan 

örnekler 12000 rpm ve +4 C’de santrifüj edildi ve 570 nm ışık dalga boyunda mikropleyt 

(μQuant ELISA reader)  okuyucuda okutuldu ve kaydedildi. 

3.4. Hücre Lizatlarının Hazırlanması 

İnkübasyon süreleri sonrasında hücrelerin kültür kap tabanından ayrılmaları için  

300 µl tripsin/EDTA (% 0,025) eklenerek 1-2 dk beklendi. Toplanan HepG2’ler 

resüspanse edilerek oda ısısında 400 g devir 5 dk süreyle santrifüj edildi.  Homojenatlar 

hazırlanırken hücre peletleri, PBS (KH
2
PO4 , Na2HPO4 pH:7) ile 2 kez yıkanarak 

resantrifüj edildi. Sonrasında 250 μl protein ekstraksiyon kiti (Thermo) çalışma solüsyonu 

ve % 8 oranında proteaz inhibitor kokteyli (aprotinin, PMSF, leupeptin, sodyum florür) 

eklendi ve 5 dk nazikçe çalkalandı. Sonrasında örnek lizatları toplanarak 14000g’de 8 dk 

santrifüj edildi. Elde edilen süpernatantlar analiz süresine kadar -80°C’de tutuldu. 

Deterjanla çözünmeyen selüler protein fraksiyonları 12000g, 4°C’de 10 dk süreyle 

santrifüj edilerek süpernatantlar elde edildi. Elde edilen lizat örnekleri glutatyon ve nitrit 

düzeylerinin tespiti için kullanıldı. Yine hücre içi aldoz redüktaz (AR) protein düzeyleri 

için bu lizat örnekleri kullanıldı. 

3.5. Protein Düzeyleri Analizleri 

Çalışmada AR protein düzeyi hazır ticari kit (Finetest, PRC) protokolü takip 

edilerek gerçekleştirildi. Bu metoda göre; çalışmaya başlamadan önce, oda sıcaklığında 

(37°C) SABC çalışma çözeltisi ve TMB substratı en az 30 dakika bekletildi. Örnekler ve 

reaktifler uygun konsantrasyonda seyreltilirken, tamamen ve eşit şekilde karıştırıldı. 

Kullanım öncesi test pleyti iki kez yıkandı. Sonrasında herbir kuyucuğa 100 µl standart 

çözelti ve örnekler eklenerek 37°C’de 90 dk inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 100 µl 



13 
 

biyotin deteksiyon antikor solüsyonu herbir kuyucuğa eklenerek ve 37°C’de 60 dk inkübe 

edildi. Devamında su banyosundan alınan pleyt yıkama çözeltisi ile 3 kez yıkanarak herbir 

kuyucuğa 100 µl HRP-streptavidin konjuge solüsyonu eklenerek 37°C’de 30 dk inkübe 

edildi. Pleyt aynı yıkama solüsyonuyla 5 kez yıkanarak kuyucuklara 90µl TMB substratı 

eklendi ve 37°C’de 15 dk bekletildi. Daha sonra kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu 

eklenerek reaksiyon durdurulması sağlandı ve bir ELISA okuyucuda (Biotech, µ-quant, 

SK) 450 nm ışık dalga boyunda absorbans değerleri okundu. Standartların absorbans 

değerlerinden grafik çizilerek elde edilen formülasyonla nümunelerin AR düzeyleri  

hesaplandı. Değerler ng/ml cinsinden verildi.   

3.6.  Glutatyon (GSH) Analizi 

Glutatyon (GSH) düzeylerinin ölçümü, Sedlak ve Lindsay (1968) metodunun 

takibiyle gerçekleştirildi. Metodun prensibi, reaksiyona eklenen 5,5-ditiyobis-(2-

nitrobenzoik asit) (DTNB)’nin sülfidril grupları vasıtasıyla indirgenmesi ile 1 mol’lük 

sülfidrili, 1 mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik asite karşılık gelmesine dayanmaktadır. Kısaca 

bu yöntemde, önceden hazırlanan hücre lizatlarından 250 μl alınarak aynı miktarda % 

10’luk triklor asetik asit (TCAA) ile karıştırılarak 8600 rpm’de 15 dk süre ile 

santrifüjlendi. Protein fraksiyonu atılan örneklerden 250 μl alınıp yeni ependorflara 

aktarılarak üzerlerine 2 ml 0.3 M’lık Na
2
HPO

4 
ilave edildi. Sonrasında üzerlerine  250 μl 

DTNB ilave edilerek resuspanse edildi. Daha sonra karışım 5 dk oda ısısında inkübasyona 

bırakıldı. Tüm işlemlerin sonunda örnekler distile suya karşı 410 nm ışık dalga boyunda 

okundu. Elde edilen değerler µmol olarak kaydedildi. 

 

3.7. Nitrik oksit (NO) Düzeylerinin Belirlenmesi  

Çalışmada nitrit düzeyleri, Cortas ve Wakid (1990)’in uyguladığı ‘’Griess metodu’’ 

ile spektrofotometrik olarak ortaya konuldu. Kısaca; granüler kadminyum partikülleri, 3 

kez deiyonize su yıkanarak bir filtre kağıdı ile süzdürüldü. Sonrasında granüller, glisin-

NaOH tampon II (15 gr/L, pH=9,7) ve 5 mmol/L CuSO4 içeren solüsyonda 5 dk süre ile 

aktifleştirildi. Tüm deneme gruplarında 300 μl örneklere 250 μl 75 mmol/L ZnSO4 ve 350 

μl 55mmol/L NaOH ilave edildi. Sonrasında 10000 g rotor hızında 4ºC’de 3 dk santrifüj 

edildi. Elde edilen süpernatantlardan 750 μl alınarak farklı temiz tüplere aktarıldı. 

Üzerlerine 250 μl glisin tampon I (45 gr/L pH: 9,7) eklendi. Bu tüplere aktif olan 

kadminyum granüllerinden bir pens yardımıyla her tüpe bir granül olacak şekilde eklendi. 
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Bu şekilde 10 dk karıştırıldıktan sonra hazır hale getirilen örneklerden 300 μl alınıp 

üzerlerine 1125 μl ayraç 1 (N-naftil etilen diamin) ve 1200 μl ayraç 2 (sülfanilik asit, 3 

mmol/L HCL) eklenerek; örnek yerine su ilave edilerek hazırlanan köre karşı 546 nm ışık 

dalga boyunda absorbans ölçümleri yapıldı. Elde edilen veriler  μmol cinsinden hesaplanıp 

kaydedildi. 

 

3.8. Hücre Görüntüleri 

Karaciğer hücrelerine C ve P  24 saat süreyle uygulanımları sonucu hücre 

görüntüleri bir invert mikroskop (Olympus CK40, JP)  ile 10x objektifiyle görüntülendi.  

 

3.9. İstatistiksel Metot 

Araştırmada elde edilen veriler, SPSS 20.0 (Statistical Package for Social Sciences) 

programında, One-way ANOVA varyans analizi yöntemi kullanılarak yapıldı. Gruplar 

arasındaki istatistiksel farklar Duncan testi ile belirlendi. p<0.05 ve altı istatistiksel olarak 

önemli kabul edildi. Değerler ortalama ± standart hata (S.E) şeklinde verildi. 
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4.BULGULAR 

4.1.Viyabilite bulguları 

 

Karaciğer hücrelerine farklı konsantrasyonda carvacrol (1, 5 10 ve 50 µM) ve 

palmitat (150, 300 ve 450 µM) uygulanarak 24 saat süreyle maruziyetleri sağlandı. Süre 

sonunda deneme kuyucuklarındaki hücrelerin canlılık seviyeleri MTT yöntemiyle analiz 

edildi.   

 

4.1.1. Farklı konsantrasyonlarda palmitatın viyabilte üzerine etkileri 

 
Şekil 4.1.Farklı  konsantrasyonlardaki palmitatın hücre canlılığı üzerine etkileri (24 saat). 

 
 

Elde edilen verilere göre hücre canlılığında, kontrol grubuna (2,473 ± 0,01748) göre 

palmitatın 150 (0,8164 ± 0,03088), 300 (0,746 ± 0,03596) ve 450 µM (0,5678 ± 0,04778) 

dozlarının eklendiği gruplarda,  sırasıyla  %67, %69 ve %77 düzeylerinde hücre 

kayıplarına neden olduğu tespit edilmiştir.  Viyabilite sonuçlarına göre palmitatın 300 µM 

konsantrasyonu etkin konsantrasyon olarak kabul edilmiş, sonraki çalışmalar için bu 

konsantrasyon kullanılmıştır.  
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4.1.2. Farklı konsantrasyonlarda Carvacrol’ün hücre canlılığı üzerine etkileri 

 
Şekil. 4.2. Farklı dozlardaki carvacrol’ün hücre canlılığına etkileri (24 saat). 
 

 

Analiz sonuçlarına göre hücre canlılık oranı, kontrol grubuna (2,473 ± 0,01748) göre 

carvacrolün 1 (2,6602 ± 0,08362) ve 5 (2,7528 ± 0,17215) konsantrasyonları sırasıyla % 

7.8 ve %11 artış gösterirken, 10 (2,16 ± 0,05376) ve 50 (1,2302 ± 0,06165)  

konsantrasyonlarında sırasıyla % 12 ve % 50 azalma göstermiştir. Viyabilite sonuçlarına 

göre carvacrol’ün 5 µM konsantrasyonu proliferatif etki gösterdiğinden etkin 

konsantrasyon olarak kabul edilmiş, sonraki çalışmalar için bu konsantrasyon 

kullanılmıştır. 
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4.1.3.Carvacrol ve palmitatın birlikte kullanımının hücre canlılığı üzerine etkileri 

 
Şekil. 4.3. Palmitat uygulanımı sonrası carvacrol uygulanan gruptaki hücre canlılığı (24 saat). 

 
 

Analiz sonuçlarına göre viyabilite, kontrol grubuna (0,4786 ± 0,01621) göre palmitat 

(0,2602 ± 0,01897) hücre canlılığını % 45  azalmıştır. Ancak hücre ortamına palmitat 

uygulanımı sonrası carvacrol ilavesi yapılan grupta ( 0,3678 ± 0,01724) % 41 oranında 

hücre kayıplarının önlendiği tespit edilmiştir. 

 

 

 

4.2.  AR Protein Düzeyi Bulguları  

HepG2 hücrelerine carvacrolün 5 µM ve palmitat 300 µM konsantrasyonda ayrı ayrı 

veya birlikte 24 saat uygulanımının sonrasında deneme gruplarından lizat eldeleri 

gerçekleştirildi. Sonrasında bu örneklerdeki hücre içi aldoz redüktaz protein düzeyleri 

ELISA yöntemiyle arştırıldı.   
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4.2.1. Aldoz Redüktaz Protein Düzeyi 

 
Şekil. 4.4. Deney gruplarında hücre içi AR protein düzeyleri   (24 saat). 

 

Hücre içi aldoz redüktaz protein düzeyleri, kontrol grubuna (3,3140±1,01878) göre 

carvacrol’ün tek başına eklendiği grupta (2,2575 ± 0,50843) % 1.5 oranında azalırken, tek 

başına palmitat eklenen grupta (3,8261 ± 0,92858) ise  %1.3 artış tespit edilmiştir. Ancak 

palmitat uygulanımı sonrası carvacrol uygulanan grupta (3,3897 ± 0,93311) ise 

carvacrol’ün aldoz redüktaz protein düzeyini palmitat grubuna göre % 1.7 oranında 

azalttığı bulunmuştur(P<0.05). 

 

4.3.Spektrofotometrik Analiz Bulguları  

Deneme grupları 24 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda hücrelerden lizat 

örnekleri gerçekleştirildi. Sonrasında bu lizatlardan spektrofotometrik olarak GSH ve 

nitrit düzeyleri araştırıldı.  

 

 

 

 

0,0000 

0,5000 

1,0000 

1,5000 

2,0000 

2,5000 

3,0000 

3,5000 

4,0000 

4,5000 

5,0000 

Kont C 5 P 300  P300+C5 

A
R

 p
ro

te
in

 d
ü

ze
yi

 (
n

g/
m

g 
p

ro
te

in
) 

Eksen Başlığı 



19 
 

4.3.1.GSH düzeyi bulguları 

 
Şekil. 4.5. Deney gruplarında hücre içi GSH  düzeyleri   (24 saat) 

 

Elde edilen verilere göre GSH düzeyinin sadece carvacrol eklenen grupta kontrole göre 

değişmediği tespit edildi. Tek başına palmitat eklenen grupta ise kontrole göre GSH 

düzeyinin % 4 oranında azaldığı bulundu. Yine GSH seviyesinin palmitatla birlikte 

carvacrol eklenen grupta sadece palmitat eklenen gruba göre % 6.5 oranında azaldığı tespit 

edildi.  

 

 

 

 

 

 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

K C P  +C 

G
S

H
 (

µ
m

o
l)

 



20 
 

4.4.Nitrit miktarı bulguları 

 
Şekil.4.6.Hücrelere carvacrol ve palmitat uygulanımının nitrit düzeyleri üzerine etkileri  (24 saat) 

 

 Analizlerinden elde edilen bulgulara göre nitrit düzeyinin tek başına  carvacrol 

eklenen grupta (0,4617 ±  0,02041) kontrole göre (0,5400 ± 0,05329) % 14 oranında 

azaldığı tespit edildi. Yanlızca palmitat eklenen grupta (0,4500 ± 0,02449) ise kontrole 

göre nitrit düzeyinin % 16 oranında azaldığı bulundu. Bununla birlikte nitrit seviyesinin 

palmitatla birlikte carvacrol eklenen grupta (0,4517 ± 0,01602), tek başına palmitat 

eklenen gruba göre önemsiz düzeyde arttığı   tespit edildi (p<0.05). 

 

 

4.5 Hücre görüntü bulguları  

Çalışmadan alınan fotoğraf görüntülerinde, palmitatın 300 µM konsantrasyonda 

hücrelere uygulanımı sonrası hücre sayılarının dramatik derecede azaldığı görüldü. Yine 

carvacrol’ün hücrelere 5µM uygulanımı sonrası hücre yoğunluğunun kontrol hücre 

görüntülerine kıyasla anlamlı derecede arttığı gözlemlendi. Bununla birlikte palmitatla 

birlikte carvacrolün uygulanımının olduğu gruptaki hücre görüntüleriyle tek başına 

palmitat kullanılan gruptaki hücre görüntüleri karşılaştırıldığında, carvacrol’ün anlamlı 

düzeyde hücre kayıplarını önlediği görüldü.   
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4.5.1. Kontrol grubu hücre görüntüsü 

 
Şekil.4.7.Kontrol grubu hücre fotoğrafı (10x, skala bar 1-50 nm). 
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4.5.2. Carvacrol’ün 5 µM konsantrasyonda uygulandığı grup hücre görüntüsü 

Şekil. 4.8. Carvacrol’ün 5 µM konsantrasyonda eklendiği gruptaki hücre fotoğrafı (10x, skala bar 1-50 nm). 
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4.5.3. Palmitatın 300 µM konsantrasyonda uygulandığı grup hücre görüntüsü  

Şekil. 4.9.Palmitatın 300 µM konsantrasyonda eklendiği gruptaki hücre fotoğrafı (10x, skala bar 1-50 nm). 
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4.5.4. Palmitat (300 µM) ve carvacrolün (5 µM) birlikte uygulandığı gruptaki hücre 

görüntüsü  

 
Şekil. 4.10.Palmitat (300 µM) ve carvacrolün (5 µM) birlikte uygulandığı gruptaki hücre fotoğrafı (10x, 

skala bar 1-50 nm). 
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5. TARTIŞMA 

 

Nonalkolik yağlı karaciğer hastalığı terimi, steatoz, steatohepatit ve sirozun yağ 

infiltrasyonu ile karakterize geniş bir hastalık yelpazesini ifade eder (Chalasani ve ark. 

2012). NAFLD, asemptomatik yapısı nedeniyle teşhis edilmesi zordur. Bu nedenle, on 

yıllık bir araştırma ve klinik çalışmadan sonra bile, tek bir farmasötik müdahalenin etkili 

olduğu kanıtlanmamıştır. Bitkisel kökenli doğal ürünlerin, önemli yan etkiler göstermeden 

hepatik lipid birikimini önlediği yaygın olarak bildirilmiştir. Bu nedenle, NAFLD 

tedavisinde bu bitkilerin değerlerinin değerlendirilmesi önemli bir araştırma alanı olmaya 

devam etmektedir.  Son zamanlarda, sağlığa fayda sağlayabilecek ve refahı artırabilecek 

gıdalardaki fonksiyonel moleküllerle ilgili yapılan çalışmaların sayısı oldukça artmıştır 

(Abuajah ve ark. 2015).  

Carvacrol (CAR, 2-metil-5-izopropilfenol), Lamiaceae familyasının Thymus gibi 

uçucu yağlarında bulunan çeşitli biyolojik ve farmakolojik özelliklere sahip doğal bir 

fenolik monoterpendir. Bakır ve ark. (2016) hepatik hasara yol açan birçok bozukluğun 

iyileştirilmesi için carvacrol’ü güvenli ve güçlü bir yeni ilaç olarak ortaya koymuştur. Son 

zamanlarda yapılan bir çalışmada, sıçanlarda nano kapsüllenmiş ve nano emülsiyon 

formlarında carvacrol kullanımının zayıflatılmış tiyoasetamid (TAA) kaynaklı karaciğer 

hasarında etkili sonuçlar verdiği gösterilmiştir (Hussein ve ark 2017). Araştırmamızda elde 

edilen verilere göre hücre canlılığında, kontrol grubuna göre palmitatın doz bağımlı olarak 

artış gösteren hücre kayıplarına neden olduğu tespit edilmiştir.  Analiz sonuçlarına göre 

hücre canlılık oranı, kontrol grubuna göre carvacrolün 1 ve 5 µM konsantrasyonları artış 

gösterirken, 10 ve 50 µM konsantrasyonlarında  ise azalma göstermiştir. Bununla birlikte 

hücre ortamına palmitat uygulanımı sonrası carvacrol ilavesi yapılan grupta hücre 

kayıplarının anlamlı düzeyde önlendiği tespit edilmiştir.   Toppo ve ark. (2017) hem in 

vitro HepG2 hücrelerinde hem de yüksek yağlı diyetle beslediği ratlarda non-alkolik yağlı 

karaciğer sendromu oluşturdukları in vivo modelde palmitik asitin anlamlı derecede hücre 

kayıplarına neden olduğunu rapor etmişlerdir. Fu ve ark.2016  osteoartrojenik hastaların 

kıkırdak dokularından izole ettikleri kondrositlerde palmitik/oleik asit karışımının reaktif 

oksijen türleri ve kaspaz 3 uyarımlı apoptozu anlamlı dercede arttırarak hücre kayıplarına 

neden olduğunu belirtmişlerdir. Park ve ark. (2015) yaptıkları in vitro çalışmada palmitatın 
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kardiyomiyositlerde endoplazmik reticulum stresi uyararak hücre kayıplarına neden 

olduğunu rapor etmişlerdir.  Zhou ve ark. (2018) yaptıkları çalışmada palmitatın miRNA21 

inhibisyonu ile kardiyomiyositlerde apoptozu uyardığını rapor etmişlerdir. Sohrabi ve ark. 

(2018) gerçekleştirdikleri in vitro çalışmada askorbil palmitatın, insan umbilikal ven 

endotel hücrelerinde kaspaz 3, kaspaz 9 oranını arttırarak ve hücre içi Bcl-2 düzeyini 

azaltarak apoptozu uyardığını ortaya koymuşlarıdr.  Dong ve ark. (2018) yaptıkları 

çalışmada palmitik asitin INS-1 hücrelerinde endoplazmik reticulum stres uyarımına bağlı 

olarak apoptozu tetiklediğini rapor etmişlerdir.  

Nitrik oksit; nitrik oksit sentazların aktivasyonu ile L- arjininden nitratın 

indirgenmesiyle üretilir. Nitrik oksitin endotel hücreleri, düz kas hücreleri, karaciğer 

hücreleri ve bağ doku hücreleri dahil olmak üzere birçok değişik hücre tiplerinde sitotoksik 

etki gösterdiği bilinmektedir. Birçok araştırmada,  nitrik oksitin özellikle poliaminlerin 

biyosentezinden sorumlu ornitin dekarboksilaz aktivitesini baskılayarak hücre 

proliferasyonunu baskıladığı rapor edilmiştir (Santarelli ve ark. 2006).  

İnsülin aktivitesine bağlı nitrik oksit (NO) üretiminin vazodilatatör, anti-

enflamatuar, antitrombotik ve antifibrojenik etkileri vardır. Farklı karaciğer hastalığı 

modellerinde artan insulin direnci endotel disfonksiyonunu ilerletir (Pasarin ve ark. 2012). 

NO, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) tarafından yapısal olarak sentezlenir. Hücre dışı 

sıvının düzenlenmesi ve böbrek kan basıncının ayarlanmasında görev alır (Yoon ve ark. 

2000). İnsülin direncinin artışı, NO üretimini attırır veya substrat tüketimine bağlı olarak 

NAFLD’nin başlangıç safhasındaki süperoksit ve hidroksil radikallerinin oluşumuna bağlı 

olarak inflamatuar sitokinlerin salımına neden olabilir. Artan yangı sitokinleri 

hepatositlerde apoptozu tetikleyerek karaciğer hasarının ilerlemesine neden olur (Iwakiri 

ve ark. 2008). Son zamanlarda yapılan bir çalışmada NAFLD’nin erken aşamalarında, 6 

hafta yüksek yağlı diyet verilen farelerde eNOS aktivitesinin azalması,  oksidatif stress 

artışıyla ve NO biyoayarlanımının azaltılmasıyla ilişkilendirilmiştir. Bununla birlikte aynı 

araştırmada siklooksijenaz aktivitesi artışına bağlı olarak yangısal olmayan  hepatik 

vasküler direnç veya fibröz gelişimi şekillenmiştir (Gonzalez-Paredes ve ark. 2016). 

 

Araştırmada elde edilen diğer bir bulgu ise nitrit düzeyinin tek başına carvacrol 

eklenen grupta, kontrole göre % 14 oranında azaldığı tespit edildi. Yanlızca palmitat 
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eklenen grupta ise kontrole göre nitrit düzeyinin % 16 oranında azaldığı bulundu. Bununla 

birlikte nitrit seviyesinin palmitatla birlikte carvacrol eklenen grupta, tek başına palmitat 

eklenen gruba göre önemsiz düzeyde arttığı tespit edildi. 

Reaktif oksijen türleri (ROS) normal hücresel metabolizma sonucu canlı 

organizmalar tarafından üretilir. Düşük ila orta derecede konsantrasyonlarda, fizyolojik 

hücre işlemlerinde işlev görürler, ancak yüksek konsantrasyonlarda, lipidler, proteinler ve 

DNA gibi hücre bileşenlerinde ters modifikasyonlar oluştururlar ve bu durum oksidatif 

stres olarak adlandırılır. Oksidatif stresin birçok patolojik durumda rol oynadığı 

bilinmektedir. Oksidatif stres ve lipid peroksit seviyeleri NAFLD'li hastalarda artar ve 

NAFLD'de antioksidan enzim tüketimi veya oksidatif faktör üretimine yol açar 

(Jarukamjorn ve ark. 2016). Ayrıca, vücuttaki aşırı serbest radikaller NAFLD'li hastaların 

hemen hepsinde gözlenen sitotoksisite ile ilgili çeşitli proteinlerin anormal ekspresyonuna 

yol açarlar (Yeşilova ve ark.2005). Bu nedenle, oksidatif stresin inhibisyonu, NAFLD'nin 

müdahalesi için önemli stratejilerden biridir (Spahis  ve ark. 2017). 

 

Gelişmiş canlılarda hücreler, reaktif oksijen türlerinin bertaraf edilmesi için, 

enzimatik (CAT- katalaz  GSH-Px-glutatyon peroksidaz  ve SOD-süperoksit dismutaz vb.) 

ve nonenzimatik (GSH, vitamin E ve C, karotenoid bileşikler, lipoik asit ve naturel 

flavonoidler vb.) antioksidanlara sahiptirler (Mates ve ark. 1999). Çalışmada GSH 

düzeyinin sadece carvacrol eklenen grupta kontrole göre değişmediği tespit edildi. Tek 

başına palmitat eklenen grupta ise konrole göre GSH düzeyinin % 4 oranında azaldığı 

bulundu. Yine GSH seviyesinin palmitatla birlikte carvacrol eklenen grupta sadece 

palmitat eklenen gruba göre % 6.5 oranında azaldığı tespit edildi. Mohebbati ve ark. (2018) 

yaptıkları adriyamisin uyarımlı karaciğer toksikasyonu modelinde carvacrol’ün özellikle 

katalaz aktivitesini arttırarak ve malondialdehit seviyesini azaltarak hepatosit kayıplarını 

önlediğini ortaya koymuşlardır. Chenet ve ark. (2019) hidrojen peroksit uyarımlı beyin 

hücre oksidatif stresi modelinde, carvacrol’ün heme oksijenaz inhibisyonunun yanında, 

NFκB’nin downregülasyonu ve antioksidan belirteçlerin uyarımı ile nöroprotektör etki 

gösterdiğini rapor etmişlerdir. De Santana ve ark. (2017) gerçekleştirdikleri asetik asit 

uyarımlı kolit modelinde, carvacrol’ün SOD ve GSH gibi antioksidan parametreleri önemli 

düzeyde arttırarak koruyucu etkinlik gösterdiğini rapor etmişlerdir.  
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Fizyolojik koşullar altında, karaciğerde nispeten az oranda AR ifadesi tespit 

edilmiştir (Clements ve ark.1969, Markus ve ark. 1983). Ancak, AR ifadesinin hastalık 

durumlarında değiştiği gözlemlenmiştir. Yapılan çalışmalar karaciğer dokusunda AR 

ekspresyon seviyelerinde hepatik steatozlu tip II diyabetik farelerden (Qiu ve ark. 2012) ve 

metiyonin kolin eksik diyet kaynaklı alkolsüz yağlı karaciğer hastalığı olan farelerden (Qiu 

ve ark. 2013) karaciğer dokusunda AR ekspresyon seviyelerinde önemli artışlar olduğunu 

ve AR'nin alkolsüz yağlı karaciğer hastalığının gelişiminde önemli rol oynayabileceği ve 

inhibisyonunun hepatik steatozu iyileştirebileceği belirtilmiştir (Chen ve ark. 2015). 

Ayrıca, AR inhibisyonunun HepG2 hücrelerinde lipid damlacık birikimini belirgin şekilde 

azalttığı ve etanolün neden olduğu hepatik steatozu önleyici etki gösterebileceği öne 

sürülmüştür (Qiu ve ark. 2017). 

Hepatik aldoz redüktaz expresyonu alkolik ve non-alkolik steatozis, hepatitis ve 

karaciğer kanserlerinde artar. Ancak hastalıkların gelişiminde AR’nin temel rolü hala tam 

olarak aydınlatılamamıştır. Hücre içi aldoz redüktaz protein düzeyleri, kontrol grubuna 

göre carvacrol’ün tek başına eklenen grupta % 1.5 oranında azalma, tek başına palmitat 

eklenen grupta ise  %1.3 artma tespit edilmiştir.  Ancak palmitat uygulanımı sonrası 

carvacrol uygulanan grupta ise carvacrolün aldoz redüktaz protein düzeyini palmitat 

grubuna göre % 1.7 oranında azalttığı bulunmuştur. Qui ve ark. (2013) yaptıkları non-

alkolik yağlı karaciğer sendrom modelinde AR’nin lentivirüs uyarımlı gen 

sessizleştirilmesinde serum alanine aminotransferaz ve hepatik lipoperoksitlerin azaldığını 

rapor etmişlerdir. Yine aynı araştırmada AR noksanlığının hepatik sitokrom p 450’nin hem 

mRNA ekspresyonunu hem de protein düzeylerini azaltarak oksidatif stres uyarımlı IL-1β 

ve TNF-α stimülasyonunu baskıladığını ortaya koymuşlardır. Khan ve ark. (2019) alkolik 

karaciğer toksitite modelinde carvacrol’ün antioksidan belirteçleri uyararak ve sitokrom 

p450 ekspresyonunu inhibe ederek hücre kayıplarını önlediğini rapor etmişlerdir. 

 

 

 

 

 



29 
 

6. SONUÇ 

Araştırmada non-alkolik steatozda karvakrolün hepatoprotektif etkinliği araştırıldı. 

Bu amaçla çalışmada model oluşturmak için insan orijinli Hep-G2 hücrelerine palmitat 

uygulandı. Palmitat önemli derecede hücre kayıplarına neden oldu. Palmitatın hücre 

kayıplarına neden olmasındaki temel sebebler araştırmadan elde edilen verilerle polyol 

yolağının önemli enzimlerinden olan aldoz redüktazın hücreiçi protein sentezindeki artışa 

bağlı olarak şekillendiği ortaya konulmuştur.   Literatüre benzer şekilde karvakrolün ise bu 

hücre kayıplarını önlemede aldoz redüktazı anlamlı düzeyde inhibe etmesiyle 

ilişkilendirilebileceği ortaya konulmuştur. Tüm literatür biligileri ve bu araştırmann 

sonuçlarına göre, karvakrolün non alkolik karaciğer yağlanması tedavisinde özellikle 

polyol yolağı üzerine etkileri ile potansiyel bir alternatif olabileceği kanısına varılmıştır. 

Bu tez çalışmasında alınan sonuçlar, karvakrolün non-alkolik steatozisin patogenezinde ne 

gibi değişikler olabileceği konusunda gelecekte yapılacak kapsamlı çalışmalara kaynak 

teşkil edeceği gibi, literatürdeki boşlukların doldurulmasında da önemli katkılar 

sağlayacağı düşünülmektedir.  
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