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OZET

In Vitro Lipopolisakkarit Uyarimh Karaciger Yangi1 Modelinde Alfa-terpineol’iin
Etkinliginin Arastirilmasi
Terpinollerin bircok calismada antioksidan o6zelliklerinden dolay1r antikanser,
antikonviilsant ve antiiilser gibi biyolojik etkileri ortaya konulmustur. Arastirmanin amacini
Ecoli’den izole edilen LPS (lipopolisakkarit)’in karaciger hiicrelerine etkin konsantrasyonda
uygulanarak olusturulan yangi modelinde a-terpineol’tin anti-inflamatuar ve anti-apoptotik

gibi biyofonksiyonlari arastirilmasi olusturdu.

Bu amacla deneme materyali olarak siirekli hiicre hatlarindan insan orijinli HepG2
hiicreleri materyal olarak sec¢ildi. Etken madde olarak segilen LPS ve a-terpineol, ticari
olarak temin edildi ve hiicrelere farkli konsantrasyonlarda 24 saat uygulandi. Her iki etken
maddenin etkin konsantrasyonlari, hiicre canlilik testleriyle gerceklestirildi. Siire sonunda
alman mRNA o6rneklerinden ise, TNF-a, IL-1p ve IL-10, Kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 gen
ekspresyon diizeyleri gergek zamanli kuantatif polimeraz zincir reaksiyonuyla (qQRT-PCR)

arastirildi.

Arastirmada elde edilen sonuglara gére LPS’in farkli konsantrasyonlar: hiicrelere
uygulanarak kontrol grubuna goére %11.5 oraninda hiicre kayiplarina neden olan 50 ng/ml
konsantrasyonu modelleme i¢in se¢ildi. Ancak a-terpineoliin LPS ile birlikte kullanildiginda
10 pM konsantrasyonunda hiicre kayiplarint % 2.12 oraninda 6nledigi bulundu. Calismada
gen analizleri degerlendirildiginde LPS’in TNF-a ve IL-13 gen ekspresyonlarini arttirdigi,
a-terpineol uygulamasinin ise bu durumu tersine gevirdigi tespit edildi. Yine IL-10 gen
ekspresyonu LPS tarafindan baskilanirken, a-terpineol tarafindan anlamli diizeyde
uyarildigi da ortaya konuldu. Bununla birlikte ¢alismada LPS’in kaspaz 3 ve Bax gen
ekspresyonlarini arttirdigi, ancak a-terpineol’iin bu stimiilasyonu baskiladig: tespit edildi.
Ayrica buna ilaveten anti-apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonlart LPS tarafindan baskilanirken,

a-terpineol tarafindan uyarildig1 bulundu.

Arastirmadan elde edilen verilerle, monoterpen a-terpineol’lin kisa siireli ve diisiik
olan proliferatif konsantrasyonunun 6zellikle patojen kaynakli karaciger rahatsizliklarinda
alternatif bir tedavi ajan1 olabilecegi goriildi. = Bununla birlikte konunun tam
aydinlatiabilmesi i¢in in vivo ve daha ileri diizey arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu kanisina

varildi.
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ABSTRACT

Investigation of the Effectiveness of Alpha-terpineol in the In Vitro lipopolysaccaride
Stimulated Liver Inflammation Model

Due to the antioxidant properties of terpineols, biological effects such as anticancer,
anticonvulsant and antiulcer have been revealed in many studies. The aim of the research
was to investigate the biofunctions of a-terpineol such as anti-inflammatory and
antiapoptotic in the inflammatory model created by applying LPS isolated from Ecoli to liver

cells at an effective concentration.

For this purpose, HepG2 cells of human origin from continuous cell lines were
selected as the test material. LPS and a-terpineol, selected as the active ingredient, were
commercially available and applied to the cells at different concentrations for 24 hours.
Effective concentrations of both active ingredients were carried out by cell viability tests.
TNF-0, IL-1B and IL-10, caspase 3, Bax and Bcl-2 gene expression levels were investigated
by real-time quantitative polymerase chain reaction (QRT-PCR).

According to the results obtained in the study, different concentrations of LPS were
applied to the cells and 50 ng / ml concentration that caused 11.5 % cell loss compared to
the control group was selected for modeling. However, when used together with LPS, a-
terpineol was found to prevent cell loss at a concentration of 10 uM at a rate of 2.12%. When
gene analysis was evaluated in the study, it was found that LPS increased gene expressions
of TNFa and IL-1p, and a-terpineol application reversed this situation. The other IL-10 gene
expression was also suppressed by LPS and it was significantly stimulated by a-terpineol.
Besides, in the study, it was found that LPS increased caspase 3 and Bax gene expressions,
while a-terpineol significantly suppressed this stimulation. In addition,Bcl-2 gene
expressions were found to be suppressed by LPS and a-terpineol application stimulated this

gene expression.

With the data obtained from the study, it was seen that the short-term and low
proliferative concentration of monoterpene a-terpineol may be an alternative treatment agent
especially in pathogen-induced liver disorders. However, it was concluded that in vivo and
more advanced studies are needed to fully illuminate the subject.

Keywords: Lipopolysaccharide, inflammation, a-terpineol, apoptosis.
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1. GIRIS

Giliniimiizde o6zellikle bakteriyel enfeksiyonlara bagli karaciger yangisi gerek
primer gereksede sekonder olarak diger enfektif hastaliklarin komplikasyonu olarak
gelisebilmektedir. Obezite ve insiilin direnci, Tip 2 diyabet, non-alkolik yagl karaciger
hastalig1 (NAFLD), kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar ve cesitli kanser tiirleri
komorbiditelere baslica yatkinlik faktorleridir. Ayrica diyetle indiiklenen obezitenin
bagirsak mikrobiyotasina bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla insiilin direncini arttirdigi
da bilinmektedir. Bagirsak florasi bakterilerinden gelen LPS, TLR4 (Toll benzeri reseptor)
aktivasyonu ile insiilin direncine yol agan kronik subklinik inflamatuar siireci baglatmakta

ve obeziteye sebep olmaktadir.

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi en yaygin goriilen karaciger hastaligidir ve
diinya niifusunun yaklasik % 25'inde goriilmektedir. Hastaligin gelisiminde obezite ve
hareketsiz bir yasam tarzi, besin aliminin bilesimi (6rn. Misir surubundaki fruktoz),
diyabet, insiilin direnci, disbiyoz ve genetik yatkinliklar gibi gesitli faktorlerin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Hastalarin ¢ogunda, izole hepatik steatoz patojenik bir durum degildir
ve basit steatoz olarak adlandirilir. Fakat izole hepatik steatozu olan hastalar neoplastik ve
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk grubundadirlar. Buna karsilik, hastalarin bir kisminda
hepatoselliiler hasar, hepatik inflamasyon ve karaciger fibrozu gelisimi gibi patolojik

bulgularla karakterize alkolsiiz steatohepatit (NASH) olusumu gézlemlenebilir.

Terpineoller, dogal olarak bulunabilen doymamis monosiklik mono-terpenoid
alkollerdir. Bu bilesikler nergis ve frezya gibi ¢igeklerde, mercankosk, kekik, biberiye ve
limon gibi bitkilerde yaygin olarak bulunurlar. Terpineoller, 6zellikle a-Terpineol ve
Terpinen-4-ol olarak en sik kullanilan bilesikler olup, insanlar, hayvanlar ve ayrica bitkiler
tizerinde c¢ok ¢esitli farkli biyolojik etkiler gdstermektedirler. Sadece parfiim, kozmetik ve
ev temizlik iirtinlerinde degil aym1 zamanda yiyecek ve iceceklerin tatlandirilmasinda da
kullanilan popiiler koku bilesenleridir. Ayn1 zamanda ¢esitli 6nemli biyolojik ve tibbi
ozelliklere de sahiptirler (Sales ve ark., 2020). Son yillarda yapilan ¢aligmalara
bakildiginda, bu bilesigin anti-hipertansif, anti-proliferatif, anti-enflamatuar, anti-oksidan,

anti-tlser, ve anti-karsinojenik gibi gesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu gortilmistiir.



Verilen bu bilgilerin 1s18inda, arastirmada Ecoli’den izole edilen LPS’in karaciger
hiicrelerine etkin konsantrasyonda uygulanarak olusturulan yangi modelinde alfa
terpineoliin  antiinflamatuar ve antiapoptotik gibi biyofonksiyonlar1 amaglandi.
Arastirmadan elde edilen verilerle, monoterpen a-terpineol’iin hepatoprotektif etkileri in
vitro ortamda ortaya konuldu. Yine bu veriler konunun tam aydinlatilabilmesi i¢in in vivo

caligmalara 6n veri 6zelligi tasidig1 kanaatine varildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Non-alkolik yagh karaciger hastahg (NAFLD)

Obezite ve insilin direnci, Tip 2 diyabet, NAFLD, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar ve ¢esitli kanser tiirleri komorbiditelere baslica yatkinlik
faktorleridir. Son 10 yilda yapilan bir¢ok calismada, bagirsak mikrobiyotasi ile obezite /
insiilin direnci arasinda nedensel bir baglanti kurulmustur. Ayrica diyetle indiiklenen
obezitenin bagirsak mikrobiyotasina bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla insiilin direncini
arttirdigr da bilinmektedir. Bagirsak florasi bakterilerinden gelen LPS, TLR4 aktivasyonu
ile insiilin direncine yol agan kronik subklinik inflamatuar siireci baslatmakta ve obeziteye
sebep olmaktadir (Saad ve ark., 2016). Non-alkolik yaglh karaciger hastalifi en yaygin
goriilen karaciger hastaliidir ve diinya niifusunun yaklasik % 25'inde goriilmektedir
(Younossi ve ark., 2016). Hastaligin gelisiminde obezite ve hareketsiz bir yasam tarzi,
besin aliminin bilesimi (6rn. Misir surubundaki fruktoz), diyabet, insiilin direnci, disbiyoz
ve genetik yatkinliklar gibi cesitli faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Machado ve
ark., 2016). Safra asidi havuzundaki degisimlerin de NAFLD patogenezinde rol oynadigi
diistiniilmektedir (Arab ve ark. 2017). Hastalarin ¢ogunda, izole hepatik steatoz patojenik
bir durum degildir ve basit steatoz olarak adlandirilir (Ahmed ve ark., 2015). Fakat izole
hepatik steatozu olan hastalar neoplastik ve kardiyovaskiiler hastaliklar igin risk
grubundadirlar (Bonci ve ark. 2015). Buna karsilik, hastalarin bir kisminda hepatoselliiler
hasar, hepatik inflamasyon ve karaciger fibrozu gelisimi gibi patolojik bulgularla
karakterize NASH olusumu gozlemlenebilir (Machado ve ark., 2016; Younossi ve ark.,
2016). Hepatositlerde lipit ara maddelerinin birikimi, hepatoselliiler lipotoksisiteye neden
olarak hiicresel stres, islev bozuklugu ve sonug olarakta hiicre 6liimiine sebep olur(Hirsova
ve ark. 2015). Lipotoksisite kaynakli hepatosit hiicre 6liimii esas olarak 6liim reseptorleri
ve endoplazmik retikulum (ER) stresi tarafindan aktive edilen apoptotik faktorler araciligy
ile sekillenir ve bu durumun baslica yag asidi tagima proteinlerinin upregiilasyonu
nedeniyle artan yag asidi alimindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir (Bechmann ve
ark., 2010).
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Sekil. 1. NAFDL olusum siirecinde inflamasyon gibi uyarici faktorler (Ni ve ark., 2016).

2.2. Yang1

Yangi, sitokinler, kemokinler ve eikosanoidler gibi medyatorlerle hiicresel savunma
ve doku onariminin koordinasyonu amaciyla, doku hasarina veya enfeksiyona karsi verilen
bir yanittir. Akut veya kronik olarak klasifiye edilebilir. Akut inflamasyonda baslangi¢
yanit1 etkilenen dokuya kandan makrofaj ve nétrofillerin gecisiyle karakterizedir. Kronik
yangida ise siire¢ hasar gdrmils dokularin yikimi ve iyilesmesini igeren farkli bagisiklik
sistemi hiicreleri (T ve B lenfositleri) ile iliskilendirilir (Ferrero-Miliani ve ark., 2007).
Yangisal ajanlarin varliginda hiicre membrani fosfolipaz A2’yi uyarimi ile arasidonik asit
ve sitokinler, serotonin, histamin, prostaglandin ve damar ge¢irgenligini arttiran
l16kotrienler gibi inflamatuar mediyatdrlerin salinimini saglar. Bunun sonucu olarak yangi

bolgesine 16kositlerin gecisine olanak verir (Dassoler ve ark., 2004; Falcao ve ark., 2005).

Lipopolisakkarit gram negatif bakterilerin hiicre dig membraninda bulunan ve
endotoksin olarak adlandirilan bir molekiildir (Wolff 1904). LPS, baglayici proteinine
baglanarak myeloid faklilasma faktoriinii ve CD 14 uyarimlarini gergeklestirerek, TLR4



yolagini aktilestirir. Bu yolun uyarimi TNF-a (Tiimor nekroz faktor alfa), IL-6 (interlokin
6), IL-12 (interlokin 12), ve IL-1P (interldkin 1 beta), gibi proinflamatuar sitokinlerin
salimimina neden olarak etkilenen dokuda yangiy1 uyarir (Yang ve ark. 2000). Oksidatif
stresin kardiyovaskiiler hastaliklar yangi ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok
hastaligin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli etkileri bulunmaktadir. Etkilenen dokularda
reaktif oksijen tiirlerinin artisiyla karakterizedir (Touyz, 2000). LPS, inflamatuar yanitin
baslatilmasindan sorumlu TLR4’e yiiksek afinitesi bulunmaktadir. Bu etkilesim sadece
makrofajlarda degil, ayn1 zamanda viicudun neredeyse tiim hiicrelerinde gegerlidir(Saad ve
ark., 2016). TLR4 tarafindan aktive edilen sinyal yolunda, serin kinazlar (JNK, IKK beta
ve IKK epsilon) IRS-1'in serin fosforilasyonu yoluyla insiilin direncinin indiiklenmesinde
onemli roller tistlenirler (Velloso ve ark., 1996; Folli ve ark., 1997). obezlerde ve subklinik
inflamasyonu TLR4 sinyal yolu TNF-a, IL-6 ve NF-kB (Niikleer faktor kappa B)'yi aktive
eden MCP1 proteinini aktiflestirebilir (Hotamisligil ve ark., 1993).

LPS
LBPAm, .
Cl‘ﬂ'g
CD14 TLR4
TIRAP MrrAM
H - _J
MyD86
o TRIF

MyD8S§-dependent MyDSS-independent
pathway pathway

Proinflammatory Tipe |
cViokines Interferons

Sekil .2. LPS-TLR4- CD14 sinyal iletim yolag1 (Lu ve ark., 2008)

Karaciger hiicreleri besin maddeleri ve bagirsaktan tiiretilmis bakteri {irtinlerini

PPR reseptorleri ile tanir. PPR (Patern tanimlayici reseptor) reseptorleri TLR ve NLR



tiyelerinden olusur. PRR, TLR ve NOD benzeri reseptorler (NLR) olmak iizere en az iki
adet algilayic1 protein {iyesini icerir. Hem NLR'ler hem de TLR'ler patojene bagh
molekiiler paternler (PAMP) ve hasarla iliskili molekiiler paternler (DAMP) gibi
molekiiller tarafindan uyarilirlar. PAMP'ler bagirsaktan tiiretilen mikroorganizmalardan
kaynaklanan patojenler tarafindan salinir. DAMP'lar ise endojen molekiilleri igerirken
stresli veya yarali hepatositlerden salinir.  TLR, bagirsak mikrobiyotasindan tiiretilen

bakteriyel iirtinleri lipopolisakkarit (endotoksin olarak da bilinir) ve peptidoglikanlari tanir

(Marra ve ark., 2013).

2.3. Apoptoz

Apoptoz kelimesi, ilk olarak 1972’de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan, hiicre
oliimiiniin morfolojik olarak farkli bir tipini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Kerr ve ark.,
1972). Apoptoz, biiylimesi ve boliinmesi durdurulan bir hiicrenin, icerigindeki molekiilleri
onu cevreleyen ortama dokiilmeden oOliimiiyle sonuglanan bir siirece girdigi islemdir.
Apoptoz, zaman zaman programlanmis hiicre 6liimii (ya da daha ¢ok 'hiicresel intihar’)
olarak adlandirilir. Apoptozun baslamasi, kaspaz olarak bilinen bir dizi sistein - aspartik
proteazin aktivasyonuna baghdir (Arcy, 2019). Kaspazlar, baslatici kaspazlar ve uygulayici
kaspazlar olmak {izere iki kategoriye ayrilabilir (Elmore, 2007). Hiicre hasar1 tespit
edildikten sonra, baslatici kaspazlar (kaspazlar 8 ve 9) aktif olmayan prokaspazlardan
aktive edilir ve uygulayici kaspazlari (kaspazlar 3, 6 ve 7) aktiflestirmek i¢in bir kaskad
sistemi olusturur. Yikici kaspazlarinin 6n aktivasyonu, endoniikleazlarin aktivasyonundan
DNA parcalanmasi, niikleer proteinlerin ve kas iskeletinin tahrip edilmesi, proteinlerin
capraz baglanmasi, fagositik hiicreler i¢in ligandlarin ekspresyonu ve apoptositik
antikorlarin olusumu ile sonuglanan bir dizi olay1 baslatir (Martinvalet ve ark., 2005; Poon

ve ark., 2014).

Apoptozisin diizenlenmesinde Bcl-2 gen ailesinin tiyeleri 6nemli bir rol oynar. Bcl-
2'nin kendisi apoptoz baskist olarak islev goriirken, ailenin bagka bir iiyesi bax proteini
hiicre 6liimiinii destekleyici olarak islev goriir (Kroemer, 1997). Bir hiicrenin i¢indeki Bax
/ Bcl-2 oranimnin, hiicrenin apoptotik uyaranlara nasil tepki verdigini gostermesi agisindan
kritik ©Oneme sahip oldugu disliniilmektedir. T hiicrelerinde Bax'in teorik olarak

ekspresyonu, DNA hasar1 veya glukokortikoid gibi apoptotik uyaranlara kars1 daha duyarli



hale getirir ancak anti-Fas antikoruna kars1 duyarli degildir ve bu etkiler Bcl-2 tarafindan
bloke edilebilir (Brady ve ark., 1996) .
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Sekil.3. Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz sinyal yolag1 ve iiyeleri (Amelio ve ark., 2010)



2.4. Terpineol

Terpineoller dogal olarak bulunabilen doymamis monosiklik mono-terpenoid
alkollerdir. Bu bilesikler nergis ve frezya gibi ¢igeklerde, mercankdsk, kekik, biberiye ve
limon gibi bitkilerde yaygin olarak bulunurlar (Bauer ve ark., 2000, Sell ve ark., 2003).
Terpineoller genis farmaklojik 6zelliklerinden dolay1 oldukca popiiler bilesiklerdir.

OH OH OH

~ferpineol  B-terpineol  y-ferpineol  -terpineol  4-ferpinec

Sekil .4. Terpineol tiirevleri ve kimyasal yapilar1 (Khaleel ve ark., 2018).

Alfa- (o -T), beta- (B-T), gama- (y-T), delta- (6-T) ve terpinen-4-ol (T-4-ol) olmak
lizere toplam bes terpineol izomeri vardir.a - ve B-Terpineol, optik olarak aktif formlarda
ve bir rasemik karisim olarak bulunmaktadirlar. Hem o-T hem de T-4-ol en 6nemli ticari
iiriinlerdir ve ¢ok sayida ugucu yagda bulunurlar. Ote yandan, B-, y- ve &-terpineoller
dogada ¢ok sik goriilmez (Bauer ve ark., 2001). Terpineoller, 6zellikle a-Terpineol ve
Terpinen-4-ol olarak en sik kullanilan bilesikler olup, insanlar, hayvanlar ve ayrica bitkiler
tizerinde cok ¢esitli farkli biyolojik etkiler gostermektedirler. Sadece parfiim, kozmetik ve
ev temizlik iirlinlerinde degil ayn1 zamanda yiyecek ve iceceklerin tatlandirilmasinda da

kullanilan popiiler koku bilesenleridir. Ayn1 zamanda c¢esitli 6nemli biyolojik ve tibbi



Ozelliklere de sahiptirler(Sales ve ark., 2020). Son yillarda yapilan c¢aligmalara
bakildiginda, bu bilesigin anti-hipertansif (Sabino ve ark., 2013), anti-proliferatif
(Lampronti ve ark., 2006), anti-enflamatuar (Held ve ark., 2007), anti-oksidan (Brand ve
ark., 2001), anti-iilser (Khaleel ve ark., 2018) ve anti-karsinojenik (Hassan ve ark., 2010)
gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu goriilmiistiir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Aragtirmada materyal olarak siirekli hiicre hatti HepG2 (ATCC® HB-8065™)
hiicreleri kullanildi. Hiicreler, polietilenimin kapli 25 cm? lik hiicre flasklarina eklendi.
Hiicreler daha sonra igeriginde % 10 oraninda 1s1 maruziyetli fotal sigir serumu (FBS) ve
penisilin/ streptomisin/amfoterisin B karigimi1 bulunan, diisiik glikoz konsantrasyonlu
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's) kiiltiir vasati uygulandi. Sonrasinda HepG2
hiicreleri, 37 °C, % 5 COz ve % 95 hava ihtiva eden inkiibator kosullarinda iiretilerek
pasajlandi. Hiicreler, flask tabanina % 80-90 popiilasyona kavustuklarinda tripsin (%
0,025 Tripsin/EDTA) ile flask tabanindan uzaklastirildi. Sonrasinda hiicreler 200 g 5 dk
stireyle santrifiij edilerek pelet haline getirildi. Daha sonrasinda ise kuyucuklara konulacak
hiicre sayist bir hemositome yardimiyla (tripan mavisi boyasi hiicre sayim metodu)
gerceklestirilerek ¢alisma gruplan tasarlandi. Calisma gruplari her bir kuyucuga ml’de
1x10° hiicre gelecek sekilde olusturuldu. Hiicre kiiltiirii deneme gruplar1 Cizelge 1.” de

belirtilmistir.

Cizelge.1. Hiicre kiiltiirii ¢aligma gruplari

Deneme Gruplari Ornek sayis1 | Tekrar
Sayisi
Grup 1: Kontrol (K) 5 1
Grup 2: LPS ugulanan grup (L) 5 1
Grup 3: a-Terpineol uygulanan grup (T) 5 1
Grup 4: LPS ile birlikte a-Terpineol uygulanan grup (T+L) |5 1
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3.2. Uygulamada kullanilan etken maddeler

Arastimada Escherichia coli O111:B4 susundan elde edilen lipopolisakkarit (LPS-
Sigma, EU) ve a- terpineol (Sigma, EU) ticari olarak temin edildi ve hiicre besiyerlerinde
cozdiiriilerek calismada kullanildi. Hiicrelere farkli konsantrasyonlarda LPS (1, 10 ve 50
ng/ml) ve a-terpineol (10, 25 ve 50 uM) 24 saat siireyle uygulanarak, bu maddelerin etkin
konsantrasyonlar1t MTT viyabilite testleriyle tespit edildi.

3.3. MTT Viabilite Testi

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) metodunun prensibini, yasayan
hiicrelerdeki  mitokondrial —rediiktazlarin  tetrazolium halkasin1  parcalayabilmesi
olusturmaktadir. Bu parcalanma sonrasi soluk sar1 renkli boya koyu mavi formazan rengine
doniismektedir. Bu metotta kisaca LPS ve a-terpineol’iin 1 giin siireyle maruziyeti
sonrasi, kuyucuklardaki besiyeri aspire edilerek, 20 pL MTT ayiract (5 mg/ml PBS’te
cozdiiriilerek elde edildi) bulunan 200 pL taze besiyeri eklendi. HepG2 hiicreleri bu
ayiragla 4 saat siireyle 37 °C’de inkiibe edildi. MTT formazan {iriinleri 100 puL 0.04 M
HCL/isopropanol ile 15 dakika ¢ozdiiriildii. Sonrasinda temiz tiiplere alinan hiicre
numuneleri 12000 rpm ve +4 °C’de santrifiij edilerek ve 570 nm 1s1k dalga boyunda
mikropleyt (uQuant ELISA reader, SK) okuyucuda okutuldu ve kaydedildi. Yontemle

besiyerine eklenen LPS ve a- terpineol’iin hiicre viyabilitelerine etkileri degerlendirildi.

3.4. RNA izolasyonu ve gRT-PCR

Mesajct Riboniikleik asit (mRNA) eldesi icin inkiibasyon sonu alinan hiicre
orneklerine, Iml RNA izolasyon reaktifi konuldu (Trizol, Sigma,,EU). Sonrasinda iiretici
firmanin belirttigi metodoloji takip eilerek total RNA izole edildi. RNA miktar1 ve saflig1
(OD260/0D280 nm oran1) spektrofotometrede (UV mini 1240, Shimadzu, JP) belirlendi.
PCR reaksiyonu i¢cin cDNA sentezi ve PCR basamaklarini birlikte gergeklestirebilecek
“tek basamak 6zellikli ve “syber green” problu ticari kit temin edildi. (Verso-one step
Sybr green master mix, Thermo, EU). Kit protokoliine uygun olarak, test tiipleri icerisinde

RNA ve enhancer, master mix ve reaksiyon buffer ile arastirilan genlere spesifik bir ¢ift
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edilerek
cDNA(tamamlayict DNA) doniisiimii ve PCR reaksiyonlari gerceklestirildi.

primer (oligoniikleotid) ilave thermal sayklirda (Bio RAD CFX96)

Bu yontemle arastirmadaki deneme gruplarindan izole edilen RNA 6rneklerinde yangi
belirtegleri TNF-a, IL-1p ve IL-10 sitokinleri ile apoptozun 6nemli parametrelerinden
kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyon diizeyleri, “ house keeping”gen [ aktin

diizeyleriyle optimize edilerek ortaya konuldu.

3.5. istatistiksel Metot

Calisma hiicre canlilik verilerinin istatistigi, SPSS 22.0 (Statistical Package for
Social Sciences) paket programinin  “One-way ANOVA” analiz yontemiyle ortaya
konuldu. Istatistiksel farklar ise “Duncan” testiyle tespit edildi. p<0.05 ve bunun altindaki
sonuglar 6nemli olarak degerlendirildi. Arastirmada bulgular ortalama + standart hata (S.E)

seklinde verildi.

Cizelge.2. Aragtirmada kullanilan spesifik gen dizgeleri

Gen Forward Reverse

B-actin 5’-CGT GGC CAT CTC TTG CTC 5’-CAT CGT CAC CAA CTG GGA
GAA G-3 CGA C-3

Kaspaz 3 5-TTT GGGG AGT AGA TTG 5°-TGC ACA TCC ACG ATT TGA
CAG GG-3’ TT-3°

IL-18 5°-GGT CAT TCT CCT GGA AGG 5°-GCA AGG GCT TCA GGC AGG
AGG TCT GTG GGC -3 CCG CG-3’

TNF-a 5’-CAG AGG GAA GAG 5’-TTC 5°-CCT TGG TCT GGT AGG AGA
CCC AG-3’ CG-3’

Bax 5°-GTT TCA TCC AGG ATC GAG 5’-CAT CTT CTT CCA GAT GGT
CAG-3’ GA-3’

Bcl-2 5-CCT GTG GAT GAC TGA 5’-GAG ACA GCC AGG AGA AAT
GTA CC-3’ CA-3’

IL-10 5-AAG TCT CAA GGG GCT 5°-ATG CCC CAA GCT GAG ACC
GGG TCA GCT A-3’ CAA GAC CCA-3’

12




4 BULGULAR

4.1.Hiicre canlhilig test sonuglar::

HepG?2 hepatomalara farkli konsantrasyonlarda LPS ve a-terpineol 24 saat siireyle

uygulandi. Inkiibasyon siiresi sonrasi1 kuyucuklardaki hiicrelerin viyabilite kontrolleri MTT

yontemiyle gergeklestirildi.

4.1.1. Farkh konsantrasyonlarda a- terpineol ‘iin hiicre canlihg iizerine etkilerinin

sonuclari.
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0,000
K T10 T25 T50

Grafik.1. Degisik konsantrasyonlardaki a-terpineol’{in hiicre viyabilitesine etkisi

Viyabilite kontrollerine goére viyabilite kontrol grubu (0,164+0,009) ile
karsilagildiginda terpineol’tin 10, 25 ve 50 um konsantrasyonlarinda, hiicre sayisin1 % 20
(0,196 £+ 0,007), % 8(0,178 + 0,01) ve % 6.6 (0,175 + 0,02) oranlarinda arttirdig1 tespit
edildi(p<0.05).
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4.1.2. Farkh konsantrasyonlarda LPS ‘in hiicre canlihgi iizerine etkilerinin sonuclari
0,4
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Grafik.2. Degisik yogunluklardaki LPS ‘in hiicre canlilig1 tizerine etkileri

Hiicre canlilik testlerine gore karaciger hiicrelerine uygulanan LPS kontrol
grubuna (0.209 £ 0.04) gore diisiikk konsantrasyonlarda (0.1, 1 ve 10 ng/ml) hiicre sayisini
sirastyla % 9 (0.228 £ 0.05),% 11(0.233 + 0.64) ve % 49(0.312 = 0.64) oranlarinda
arttirdig1 tespit edildi. Ancak LPS ‘in yliksek konsantrasyonunun (50 ng/ml) hiicrelerde
toksik etki yaparak % 11.5 (0.188 + 0.04) oraninda kayiplara neden oldugu ortaya
konuldu (p<0.05). Bu sonuglar g6z oOniinde bulundurularak etkin konsantrasyonun 50

ng/ml olarak se¢ildi ve ¢alismanin devaminda bu konsantrasyon referans olarak kullanildi.

14



4.1.3. Etkin konsantrasyonlarda a-terpineol ve LPS ‘in hiicre viyabilitesine

etkilerinin sonuglar:
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Grafik.3. Etkin konsantrasyonlardaki LPS ve a- terpineol’iin hiicre canliligi iizerine etkileri

Etkin konsantrasyonda LPS ve a-terpineol’iin hiicreler {iizerine etkilerine
bakildiginda kontrol grubuna gore(0.209 + 0.05) LPS 50 ng/ml konsantrasyonda
uygulanan grupta(0.188 + 0.07) hiicre canliliginin %10 diizeyinde kayiplara neden
oldugu tespit edildi(p<0.05). Bununla birlikte, LPS ile birlikte a-terpineol (10 um)
uygulanan grup (0.192 + 0.04) ile LPS grubu karsilastirildiginda hiicre kayiplarinda %
2.12 diizeyinde geri ¢evirme oldugu ortaya konuldu(p<0.05).
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4.2 Gen ekspresyon analiz sonuglari

Karaciger hiicrelerine etkin konsantrasyonlarda (LPS, 50 ng/ml ve a-terpineol,
10um) etken maddeler 24 saat siireyle uygulandi. Inkiibasyon siiresi sonrasi calisma
gruplarindan m RNA izolasyonu gerceklestirildi. Daha sonrasinda RNA orneklerinden
hedef genler olan TNF-a, IL -1B ve IL-10 ile Bax, Bcl-2 ve kaspaz 3  genlerinin
ekspresyon diizeyleri spesifik ~ primerler kullanilarak, qRT-PCR yoOntemiyle
arastirildi. Arastirmada farkli tarihlerde alinan 3 6rnegin gen sonuclarinin ortalamasi alindi

ve grup standart hatalar1 ylizde olarak verildi.

4.2.1. Kaspaz 3 gen ekspresyon sonugclari

1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60

0,40

Kaspaz 3 mRNA transkripsiyonu (misli degisim)

0,20

0,00
K L T T+L

Grafik.4. Deneme gruplarindaki Kaspaz 3 gen ekspresyonu diizeyleri (24 saat).

Arastirmada etkin konsantrasyonda terpineol’iin kontrol grubuna gore Kaspaz 3
ekspresyonunu yaklasik 2 kat “’down-regiile’’ ettigi tespit edildi. Calismada gen
ekspresyon analizlerine gore etkin konsantrasyondaki LPS’in kaspaz 3 diizeyine kontrol
grubuna gore 1,42 kat “’up-regiile ‘’bulundu. Bununla birlikte a-terpineoliin LPS ile ayn1
zamanli uygulanan grupta bu gen ekspresyon diizeyinin sadece LPS uygulanan grupla
karsilasildiginda, bu artisin 1,28 kat misli degisimlerle ¢’down-regiile “’edildigi ortaya
konuldu.
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4.2.2. Bax gen ekspresyonu sonuclari.
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Grafik.5. Deneme gruplarindaki Bax gen ekspresyonu diizeyleri (24 saat).

Arastirmada etkin konsantrasyonda a-terpineol’iin kontrol grubuna gdre Bax
ekspresyonu 14 kat “’down-regiile’” ettigi tespit edildi. Calismada gen ekspresyon
analizlerine gore etkin konsantrasyondaki LPS ‘in bax diizeyini kontrol grubuna gore
yaklasik 2.78 kat “’up-regiile ©* bulundu. Bununla birlikte a-terpineoliin LPS ile aym
zamanli uygulanan grupta bu gen ekspresyon diizeyinin sadece LPS uygulanan grupla
karsilagtirildiginda, bu baskilanmanin yaklasgik 11.4 kat misli degisimlerle ‘’up-

regiile’’edildigi ortaya konuldu.
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4.2.3. Bcl -2 gen ekspresyon sonuclari
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Grafik.6. Deneme gruplarindaki Bcl -2 gen ekspresyonu diizeyleri(24 saat)

Calismada gen ekspresyon analizlerine gore etkin konsantrasyondaki LPS ‘in Bcl-2
diizeyini kontrol grubuna gore yaklasik 2.6 kat “’down-regiile’’ettigi bulundu. Bununla
birlikte a-terpineoliin LPS ile ayni zamanli uygulanan grupta bu gen ekspresyon
diizeyinin sadece LPS uygulanan grupla karsilasildiginda, bu baskilanmanin yaklasik 4.6

kat misli degisimlerle ‘’up-regiile’’edildigi ortaya konuldu.
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4.2.4. 1L-1B gen ekspresyonu sonuglari
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Grafik.7. Deneme gruplarindaki IL-IB gen ekspresyonu diizeyleri (24 saat).

Arastirmada etkin  konsantrasyonda  a-terpineol’iin kontrol grubuna IL-If
ekspresyonunu 25 kat’’down-regiile’’ ettigi tespit edildi.Calisjmada gen ekspresyon
analizlerine gore etkin konsantrasyondaki ~ LPS ‘in IL-If diizeyini kontrol grubuna
gore yaklasik 1.87 kat “’up-regiile’” bulundu. Bununla birlikte a-terpineoliin LPS ile
ayni zamanli uygulanan grupta bu gen ekspresyon diizeyinin sadece LPS uygulanan grupla

karsilastirildiginda yaklasik 50 kat misli degisimlerle “down regiile” edildigi tespit edildi.
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4.2.5. IL-10 gen ekspresyon sonuclari
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Grafik.8. Deneme gruplarindaki IL-10 gen ekspresyonu diizeyleri (24 saat).

Arastirmada etkin konsantrasyonda a-terpineol’iin kontrol grubuna gore IL-10
ekspresyonunu 10.56 kat “’up-regiile’’ettigi tespit edildi. Calismada gen ekspresyon
analizlerine gore etkin konsantrasyondaki LPS ‘in IL-10 diizeyini kontrol grubuna gore
yaklasik 8.33 kat’’down-regiile’” bulundu. Bununla birlikte ~a-terpineoliin LPS ile aynm
zamanli uygulanan grupta bu gen ekspresyon diizeyinin sadece LPS uygulanan

grupla karsilastirildiginda, bu baskilanmanin yaklasik 3.08 kat misli degisimlerle *’up-
regiile’’edildigi ortaya konuldu.
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4.2.6. TNF-a gen ekspresyonu sonuclari
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Grafik.9. Deneme gruplarindaki TNF-a gen ekspresyonu diizeyleri (24 saat).

Arastirmada etkin konsantrasyonda a-terpineol’in kontrol grubuna gére TNF-a
ekspresyonunu 1.19 kat’’down-regiile’’ ettigi tespit edildi. Calismada gen ekspresyon
analizlerine gore etkin konsantrasyondaki LPS ‘in IL-10 diizeyini kontrol grubuna gore
yaklasik 2.03 kat’’up-regiile’” bulundu. Bununla birlikte a-terpineol’in LPS ile aym
zamanli uygulanan grupta bu gen ekspresyon diizeyinin sadece LPS uygulanan grupla
karsilagtirildiginda, bu baskilanmanin yaklagik 50 kat misli degisimlerle “’down-

regiile’’edildigi ortaya konuldu.
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4.3. Hiicre Goriintiileri

Karaciger hiicrelerine LPS ve a-terpineol’in 24 saat maruziyeti sonrasi
calisma gruplarindaki hiicreler invert mikroskobun (Olympus CK40,JP) 20x objektifiyle
goriintiilendi. Deneme gruplarindan elde edilen fotograflarda LPS’in 50 ng/ml
konsantrasyonda yogun hiicre kayiplarina neden olugu gozlendi. Ayrica LPS ile birlikte
terpineol kullanilan grupta bu kayiplarin dikkate deger bicimde azaldig1 da gozlemlendi.

4.3.1. Kontrol grubu hiicre goriintiileri

Fotograf 1. Kontrol grubu fotografi (20 x, sala bar 1-50 n).

Calismada kontrol hiicrelerinin morfolojilerinin normal hepatosit yapisinda olduklari

ve flask tabanina homojen yayildiklar1 goriilmektedir.
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4.3.2. LPS grubu hiicre goriintiileri

4

Fotograf 2.LPS gruu fotografi (20 x, skala bar 1-50 nm)

Calismada LPS uygulanan grup hiicrelerinin hem morfolojik olarak deformasyona

ugradig1 ve bununla birlikte yogun hiicre kayiplarinin oldugu goriilmektedir.
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4.3.3. a-Terpineol grubu hiicre goriintiileri

Fotograf 3. a-terpineol grubu fotografi (20 x, skala bar 1-50 nm)

Calismada yalniz a-terpineol eklenen grup hiicrelerinin gerek morfoloji gerekse de

yogunluk olarak kontrol hiicrelerine yakin oldugu goriilmektedir.
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4.3.4. LPS+a-terpineol grubu hiicre goriintiileri

"B,

. ) o
Fotograf 4. LPS+ a-terpineol grubu fotografl (20 x, skala bar 1-50 nm).

Diger bir sonug¢ olarak LPS+terpineol grubu sadece LPS uygulanan gruptaki
hiicrelerle kiyaslandiginda, LPS’in meydana getirdigi morfoloji ve yougunluk
degisimlerini dikkate deger bir sekilde iyilestirdigi gortilmektedir.
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5- TARTISMA

Son 10 yilda yapilan bir¢ok ¢alismada, bagirsak mikrobiyotasi ile obezite /insiilin
direnci arasinda nedensel bir baglanti kurulmustur. Ayrica diyetle indiiklenen obezitenin
bagirsak mikrobiyotasina bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla insiilin direncini arttirdig
da bilinmektedir. Bagirsak floras1 bakterilerinden gelen LPS, TLR4 aktivasyonu ile insiilin
direncine yol acan kronik subklinik inflamatuar siireci baslatmakta ve obeziteye sebep

olmaktadir.

Arastirmamizda elde ettigimiz hiicre canlilik testlerinde etkin konsantrasyonda
LPS’in hiicre kayiplarina neden oldugu, ancak yine etkin konsantrasyonda uygulanan o-
terpineol’iin bu kayiplar1 anlamli derecede azalttig1 ortaya konulmustur. Bununla birlikte
literatiir tarandiginda tespit ettigimiz etkin konsantrasyonun (10 pM) birgok calismaya
gore kisa siireli kullanimi ve daha diisikk konsantrasyonda oldugu goriildii. Bircok
calismada, a-terpineol’lin ¢alismamizdakinden yiiksek konsantrasyonlarda uygulaniminin
goreceli olarak karaciger yaglanmasma sebep oldugu rapor edilmistir. Ornegin; Choi ve
ark., (2013) vyaptiklar1 in vivo c¢alismada farelere 2 hafta siireyle 100 pg/ml
konsantrasyonda oral olarak a-terpineol verdiklerinde karaciger dokusunda yag

infiltrasyonu oldugunu rapor etmisleridir.

Calismamizda viyabilite analizleri verilerine benzer olarak, birgok calismada
LPS’in farkli hiicre tiplerine sitotoksik etki gdsterdigi rapor edilmistir (Stone ve ark., 2003;
Nishio ve ark., 2013; Shi ve ark., 2016; Ting ve ark., 2019). Yine Nogueira ve ark.,
(2014) yaptiklart LPS uyarimli makrofajlarda ¢ay agaci esansiyel yag bilesenlerinden o-
terpineol’iin Ozellikle proinflamatuar sitokinlerden IL-1PB, TNF-o baskilayarak ve
antiinflamatuar sitokin olan IL-10’u uyararak LPS’in neden oldugu hiicre kayiplarini
onledigini rapor etmislerdir. Konu ile ilgili literatiir tarandiginda hiicre canlilik testi

sonugclari biiylik oranda homoloji gdstermektedir.

Arastirmada LPS’in karaciger hiicrelerinde pro inflamatuar sitokinlerin (IL-18 ve
TNF-0) gen ekspresyonunu anlamli diizeyde uyardig: tespit edildi. Calismada diger bir
sitokin olan ve anti inflamatuar yanitta rolii bulunan IL10 ekspresyonu LPS tarafindan

baskilanmisti. Yine arastirmada yangi parametrelerindeki bu olumsuz tablo a-terpineol
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tarafindan anlamhi  diizeyde iyilestirildigi de gorildii. Calismalar, bagirsak
mikrobiyotasinin gesitli mekanizmalar yoluyla NAFLD'ye katkida bulundugunu
gostermektedir (Chalasani ve ark., 2018). Bunlar enerji homeostazinin diizenlenmesi i¢in
kisa zincirli yag asitleri karbonhidrat fermantasyonu yoluyla karacigerde de novo
lipogenezi indiiklenmesi (Lucas ve ark., 2018) endokannabinoid sistemin modiilasyonu
(Armstrong ve ark., 2014); ¢ok diisiikk yogunluklu lipoprotein (VLDL) ve karaciger lipit
thracatinin sentezi igin gerekli kolin metabolizmasinin modiilasyonu (Ashtari ve ark.,
2015); safra asidi homeostazinin modiilasyonu( Buzzetti ve ark., 2016); endojen etanol
olusumu; ve (Mazzotti ve ark.,, 2016) karaciger makrofajlarinda pro-enflamatuar
sitokinlerin {iretimini aktive eden ve hepatositlerin iltihaplanmasina neden olan
lipopolisakkaritin (LPS) artis1 olarak siralanabilir (Poeta ve ark., 2017). Gram negatif
bakterilerin hiicre duvari bileseni olan LPS’in, TNF-a ve IL-6, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz 2 (COX2) ve niikleer faktor-kappaB gibi birgok
enflamatuar aract molekiiliin ekspresyonu i¢in sinyalleme kaskatini baslattig1 bilinmektedir
(Rossol ve ark., 2011). Bagirsak mikrobiyotas1 ve bagirsak bariyeri bozulma olaylarinin
6ziinde PRR'lerin aktivasyonu ile IL-1 IL, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin {iretiminin ve
ekspresyonunun uyarilmast bulunmaktadir (Buzzetti ve ark., 2016). TNF-o'nin asiri
ekspresyonu, NAFLD ve obezitenin ilerlemesinde inflamatuar bir belirte¢ olarak kabul
edilir. TNF-a, hiicrelerin insiiline duyarli hale getirilmesinde rol oynayan bir anti-
enflamatuar sitokindir ve adiponektinin bir antagonisti olarak islev goriir. Ayn1 zamanda,
enflamasyonu, metabolizmayz, hiicre canliligini ve ¢esitli sitokinlerin iiretimini diizenleyen
niikleer faktor kappa B'nin (NF-kB)’nin hiicre i¢i enflamatuar yolunu aktive eder. Hem
TNF-0 hem de NF-kB aktive edilir ve birlikte insiilin direncini arttirirlar ve karaciger
iltihabina katilirlar (Duarte ve ark., 2015). Sitokin saliniminin yan1 sira, TLR aktivasyonu;
NF-kB hiicre i¢i enflamatuar yolunu uyararak, insiilin direncine ve obeziteye neden olan
makrofajlarin stimiilasyonunu indiikler (Chakraborti, 2015). Insiilin direnci ve obezite
varligl, viicut tarafindan daha fazla serbest lipit metaboliti iiretildigi ve daha fazla pro-
inflamatuar sitokinlerin dolastig1 anlamina gelir. Pro-inflamatuar sitokinler ve lipotoksisite
faktorleri hepatositlerde inflamasyon, apoptoz ve fibrozisin gelismesine katkida bulunur
(Buzzetti ve ark., 2016). NASH'li karacigerlerde pro-enflamatuar yolaklar1 etkinlestirerek
kemokinlerin, sitokinlerin ve diger proenflamatuar molekiillerin salinmasina yol acan bazi

mekanizmalar mevcuttur. Bu sinyal yolaklari, protein kinaz, NF-kf ve JNK gibi
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transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu i¢cermektedir (Yu ve ark., 2006). NF-«kf3, p65 ve
pS0 gibi homodimerik veya heterodimerik bes peptitten olusan bir transkripsiyon
faktoridiir ve karacigerde yiiksek oranda eksprese edilir. NF-kf3 p65: p50 heterodimerleri,
sitokinler, kemokinler, adhezyon molekiilleri, nitrik oksit ve siklooksijenaz 2 gibi bir¢ok
pro-enflamatuar molekiillerin transkripsiyonunu diizenler (Yu ve ark., 2006). Non-alkolik
yagli karaciger hastaligi’de NF-«kf aktivasyonunun en ¢ok parankimal olmayan hiicrelerde
goriildiigi, TNF-a, IL-1B ve diger sitokinlerin aktivasyonu yoluyla hiicrelerde pro-
enflamatuar yolaklarin uyarimi gergeklestigi bilinmektedir (Dela Pefia ve ark., 2005).
Sousa ve ark., (2020) a-terpineol enantiyomerlerinin yiiksek yagli diyet uygulanan
farelerde antioksidan ve antienflamatuar etkilerini arastirdiklar1 calismada 50mg/kg a-
terpineol’tin pro-inflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-1p serum diizeylerini diigiirdigiinii
tespit etmislerdir. Cintra ve ark., (2008) yaptiklar1 fare NAFLD modelinde, antikor veya
antisens oligoniikleotitler kullanilarak IL-10 inhibisyonunun, karacigerdeki TNF-a ve IL-6
ekspresyonunu upregiile ettigi ve insiilin direncini arttirdigi gézlemlenmistir. Yapilan bir
caligmada, yogun a-terpineol ve terpinen-4-ol i¢eren gay agaci esansiyel yaglari 6ziitiiniin
giiclii antienflamatuar 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. a-terpineol’iin enflamatuar
medyatorlerin tiretimini baskiladigi ve bu etkiyi NF-kB, p38 veya ERK/MAPK yolaklar
tizerinden gergeklestirdigi rapor edilmistir (Nogueira et al., 2014). Bir diger ¢alismada ise
Oliveira ve ark., (2012) a-terpineoliin sitokin kaskadini inhibe ettigi, TNF- a ve IL-1f gibi
enflamatuar medyatorlerin iiretimini azalttigi ve NO salimini inhibe ettigi, boylelikle de

antienflamatuar ve antihipernosikeptif etkinlik gosterdigi bildirilmistir

Arastirmamizda karaciger hiicrelerinde LPS’in kaspaz 3 ve bax gibi proapoptotik
parametreleri uyardigi, bununla birlikte anti apoptotic olan Bcl-2gen ekspresyonunu ise
baskilayarak hiicre kayiplarina neden oldugu tespit edildi. Yine koruyucu etken madde
olarak a-terpineol’lin bu olumsuz durumu geri ¢evirerek hiicreleri kurtardigi da yapilan gen
ekspresyon analizleriyle ortaya konuldu. Inflamatuar yanit faktorleri hiicre ici NFxB ve
AP-1 aktivasyonuna neden olarak TNF-a transkripsiyonunu tetikler ve apoptoz siirecinin
baslamasina neden olur (Bubici ve ark., 2004). Zhu ve ark., (2006); LPS gibi faktorlerin
uyarimiyla  TNF-o reseptoriine baglandiginda kaspaz 3’i dolayli olarak kaspaz 8
tizerinden uyarabildigi gibi dogrudanda uyararak mitokondriyal membran permeabilitesini
bozarak sitokrom c’nin sitoplazmaya translokasyonunu uyararak intrinsik apoptozu

tetikledigni rapor etmislerdir. Bax proteininin mitokondriye translokasyonu apoptozda

28



kritik bir adimdir (Valentijn ve ark. 2003). Bax genelde sitozolde bulunur. Ancak apoptoz
stirecinde protein Bcl2/Bcl x1 proteinleriyle interaksiyona girerek onlarin mitokondri
gecislerini engeller (Copano ve ark., 2002). Zhang ve ark.,(2007) yaptiklar1 ¢alismada
noron hiicrelerine uyguladiklari TNF-o’nin bax stimiilasyonuna neden olarak apoptozu
indiiklediklerini rapor etmislerdir. Pourbakhsh ve ark.,(2014) yaptiklar1 etanol uyariml
karaciger harabiyeti modelinde igeriginde terpineol bulunan Nigella sativa bitkisinin
esansiyel yaglarinin Bax eksperyonunu baskilarken, Bcl-2 ekspresyonunu indiikledigini
rapor etmislerdir. Yine ayni ¢aligmada ekstrinsik apoptozunda baskilanmasinda esansiyel

yaglarin kaspaz 8’1 baskilayarak etki gosterdigide rapor edilmistir.

Arastirmanin tiim verileri dikkate alindiginda karaciger hiicrelerinin LPS ile
maruziyeti sonrasi inflamasyon ve buna bagli olarak apoptoz gelismistir. Bununla birlikte
hiicrelere proliferatif etkin konsantrasyonda uygulanan a-terpineol’iin ise inflamatuar yanit
sitokinlerini baskilayarak yangiyr Onlemis ve buna bagli olarak apoptozu engelledigi

goriilmiistiir.
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6. SONUC

Sonu¢ olarak, arastirmada bakteriyel hiicre duvari endotoksini ile karaciger
hiicrelerinde in vitro olarak yangi ve apoptoz modellemesi yapildi. Yine g¢alismada
hiicrelerde meydana gelen bu olumsuz durumun giderilmesinde bir monoterpen alkol olan
a-terpineol kullanildi. Arastirmadan elde edilen sonuglara goére etkin konsatrasyondaki
LPS, hiicrelerde anlamli diizeyde yangi ve apoptoz meydana getirdi. Bununla birlikte hiicre
canlilik testleriyle etkin konsantrasyonu tespit edilen a-terpineol’iin proinflamatuar yangi
belirte¢ olan IL-1B ve TNF-a‘nin gen ekspresyonlarini baskilayarak giiglii antiinflamatuar
etki gosterdigi ortaya konuldu. Yine anti inflamatuar sitokinlerden IL 10 ekspresyonlari ise
a-terpineol tarafindan anlamli diizeyde uyarildigi da tespit edildi. Ayrica arastirmada
proapoptozu uyaran bax ve kaspaz 3 gen ekspresyonlart LPS tarafindan uyarilirken o-
terpineol tarafindan baskilandigi bulundu. Yine antiapoptotik Bcl2 gen ekspresyonlari

LPS tarafindan baskilanirken a-terpineol tarafindan uyarildig: goriildii.

Tim bu sonuglar degerlendirildiginde o-terpineoliin mikrobiyota patojenleri
tarafindan meydana getirilen yangi ve hiicre kayiplarina kars1 alternatif bir etken madde
olarak kulllanilabilecegi kanisina varildi. Bununla birlikte literatiir tarandiginda, tespit
ettigimiz proliferatif etkin konsantrasyonun (10 pM) bir¢ok calismaya gore kisa siireli
kullanim1 ve daha diisiik konsantrasyonda oldugu goriildii. Bircok ¢alismada, a-
terpineol’iin c¢alismamizdakinden yiiksek konsantrasyonlarda uygulaniminin goreceli
olarak karaciger yaglanmasina sebeb oldugu rapor edilmistir. Ancak konunun tam
aydinlatilabilmesi ve ortaya konulabilmesi igin in vivo ve ileri diizey aragtirmalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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