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ÖZET 

In Vitro Lipopolisakkarit Uyarımlı Karaciğer Yangı Modelinde Alfa-terpineol’ün 

Etkinliğinin Araştırılması 

             Terpinollerin birçok çalışmada antioksidan özelliklerinden dolayı antikanser, 

antikonvülsant ve antiülser gibi biyolojik etkileri ortaya konulmuştur. Araştırmanın amacını 

Ecoli’den izole edilen LPS (lipopolisakkarit)’in karaciğer hücrelerine etkin konsantrasyonda 

uygulanarak oluşturulan yangı modelinde α-terpineol’ün anti-inflamatuar ve anti-apoptotik 

gibi biyofonksiyonları araştırılması oluşturdu. 

Bu amaçla deneme materyali olarak sürekli hücre hatlarından insan orijinli HepG2 

hücreleri materyal olarak seçildi. Etken madde olarak seçilen LPS ve α-terpineol, ticari 

olarak temin edildi ve hücrelere farklı konsantrasyonlarda 24 saat uygulandı.  Her iki etken 

maddenin etkin konsantrasyonları, hücre canlılık testleriyle gerçekleştirildi.  Süre sonunda 

alınan mRNA örneklerinden ise, TNF-α, IL-1β ve IL-10,  Kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 gen 

ekspresyon düzeyleri gerçek zamanlı kuantatif polimeraz zincir reaksiyonuyla (qRT-PCR) 

araştırıldı. 

Araştırmada elde edilen sonuçlara göre LPS’in farklı konsantrasyonları hücrelere 

uygulanarak kontrol grubuna göre %11.5 oranında hücre kayıplarına neden olan 50 ng/ml 

konsantrasyonu modelleme için seçildi. Ancak α-terpineolün LPS ile birlikte kullanıldığında 

10 μM konsantrasyonunda hücre kayıplarını % 2.12 oranında önlediği bulundu. Çalışmada 

gen analizleri değerlendirildiğinde LPS’in TNF-α ve IL-1β gen ekspresyonlarını arttırdığı, 

α-terpineol uygulamasının ise bu durumu tersine çevirdiği tespit edildi. Yine IL-10 gen 

ekspresyonu LPS tarafından baskılanırken, α-terpineol tarafından anlamlı düzeyde 

uyarıldığı da ortaya konuldu. Bununla birlikte çalışmada LPS’in kaspaz 3 ve Bax gen 

ekspresyonlarını arttırdığı, ancak α-terpineol’ün bu stimülasyonu baskıladığı tespit edildi. 

Ayrıca buna ilaveten anti-apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonları LPS tarafından baskılanırken, 

α-terpineol tarafından uyarıldığı bulundu. 

Araştırmadan elde edilen verilerle, monoterpen α-terpineol’ün kısa süreli ve düşük 

olan  proliferatif konsantrasyonunun özellikle patojen kaynaklı  karaciğer   rahatsızlıklarında 

alternatif bir tedavi ajanı olabileceği görüldü.  Bununla birlikte konunun tam 

aydınlatıabilmesi için in vivo ve daha ileri düzey araştırmalara ihtiyaç duyulduğu kanısına 

varıldı. 



XII 

 

Anahtar Kelimeler: Lipopolisakkarit,  inflamasyon, α-terpineol, apoptoz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XIII 

ABSTRACT 

 

Investıgatıon of the Effectıveness 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 α-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 α-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-α, IL-1β 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, α-

terpineol was found to prevent cell loss at a concentration of 10 μM at a rate of 2.12%. When 

gene analysis was evaluated in the study, it was found that LPS increased gene expressions 

of TNFα and IL-1β, and α-terpineol application reversed this situation. The other IL-10 gene 

expression was also suppressed by LPS and it was significantly stimulated by α-terpineol. 

Besides, in the study, it was found that LPS increased caspase 3 and Bax gene expressions, 

while α-terpineol significantly suppressed this stimulation. In addition,Bcl-2 gene 

expressions were found to be suppressed by LPS and α-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 α-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, α-terpineol, apoptosis.  
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1. GİRİŞ 

 

 Günümüzde özellikle bakteriyel enfeksiyonlara bağlı karaciğer yangısı gerek 

primer gereksede sekonder olarak diğer enfektif hastalıkların komplikasyonu olarak 

gelişebilmektedir.  Obezite ve insülin direnci, Tip 2 diyabet, non-alkolik yağlı karaciğer 

hastalığı (NAFLD), kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar ve çeşitli kanser türleri 

komorbiditelere başlıca yatkınlık faktörleridir. Ayrıca diyetle indüklenen obezitenin 

bağırsak mikrobiyotasına bağımlı ve bağımsız mekanizmalarla insülin direncini arttırdığı 

da bilinmektedir.  Bağırsak florası bakterilerinden gelen LPS, TLR4 (Toll benzeri reseptör) 

aktivasyonu ile insülin direncine yol açan kronik subklinik inflamatuar süreci başlatmakta 

ve obeziteye sebep olmaktadır.  

 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı en yaygın görülen karaciğer hastalığıdır ve 

dünya nüfusunun yaklaşık % 25'inde görülmektedir. Hastalığın gelişiminde obezite ve 

hareketsiz bir yaşam tarzı, besin alımının bileşimi (örn. Mısır şurubundaki fruktoz), 

diyabet, insülin direnci, disbiyoz ve genetik yatkınlıklar gibi çeşitli faktörlerin etkili olduğu 

düşünülmektedir.  Hastaların çoğunda, izole hepatik steatoz patojenik bir durum değildir 

ve basit steatoz olarak adlandırılır. Fakat izole hepatik steatozu olan hastalar neoplastik ve 

kardiyovasküler hastalıklar için risk grubundadırlar. Buna karşılık, hastaların bir kısmında 

hepatosellüler hasar, hepatik inflamasyon ve karaciğer fibrozu gelişimi gibi patolojik 

bulgularla karakterize alkolsüz steatohepatit (NASH) oluşumu gözlemlenebilir.   

Terpineoller, doğal olarak bulunabilen doymamış monosiklik mono-terpenoid 

alkollerdir. Bu bileşikler nergis ve frezya gibi çiçeklerde, mercanköşk, kekik, biberiye ve 

limon gibi bitkilerde yaygın olarak bulunurlar. Terpineoller, özellikle α-Terpineol ve 

Terpinen-4-ol olarak en sık kullanılan bileşikler olup, insanlar, hayvanlar ve ayrıca bitkiler 

üzerinde çok çeşitli farklı biyolojik etkiler göstermektedirler. Sadece parfüm, kozmetik ve 

ev temizlik ürünlerinde değil aynı zamanda yiyecek ve içeceklerin tatlandırılmasında da 

kullanılan popüler koku bileşenleridir. Aynı zamanda çeşitli önemli biyolojik ve tıbbi 

özelliklere de sahiptirler (Sales ve ark., 2020). Son yıllarda yapılan çalışmalara 

bakıldığında, bu bileşiğin anti-hipertansif, anti-proliferatif, anti-enflamatuar, anti-oksidan, 

anti-ülser, ve anti-karsinojenik gibi çeşitli biyolojik aktivitelere sahip olduğu görülmüştür. 
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Verilen bu bilgilerin ışığında,  araştırmada Ecoli’den izole edilen LPS’in karaciğer 

hücrelerine etkin konsantrasyonda uygulanarak oluşturulan yangı modelinde alfa 

terpineolün antiinflamatuar ve antiapoptotik gibi biyofonksiyonları amaçlandı. 

Araştırmadan elde edilen verilerle, monoterpen α-terpineol’ün hepatoprotektif etkileri in 

vitro ortamda ortaya konuldu. Yine bu veriler konunun tam aydınlatılabilmesi için in vivo 

çalışmalara ön veri özelliği taşıdığı kanaatine varıldı.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı (NAFLD) 

Obezite ve insülin direnci, Tip 2 diyabet, NAFLD, kardiyovasküler ve 

nörodejeneratif hastalıklar ve çeşitli kanser türleri komorbiditelere başlıca yatkınlık 

faktörleridir. Son 10 yılda yapılan birçok çalışmada, bağırsak mikrobiyotası ile obezite / 

insülin direnci arasında nedensel bir bağlantı kurulmuştur.  Ayrıca diyetle indüklenen 

obezitenin bağırsak mikrobiyotasına bağımlı ve bağımsız mekanizmalarla insülin direncini 

arttırdığı da bilinmektedir.  Bağırsak florası bakterilerinden gelen LPS, TLR4 aktivasyonu 

ile insülin direncine yol açan kronik subklinik inflamatuar süreci başlatmakta ve obeziteye 

sebep olmaktadır (Saad ve ark., 2016). Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı en yaygın 

görülen karaciğer hastalığıdır ve dünya nüfusunun yaklaşık % 25'inde görülmektedir 

(Younossi ve ark., 2016). Hastalığın gelişiminde obezite ve hareketsiz bir yaşam tarzı, 

besin alımının bileşimi (örn. Mısır şurubundaki fruktoz), diyabet, insülin direnci, disbiyoz 

ve genetik yatkınlıklar gibi çeşitli faktörlerin etkili olduğu düşünülmektedir (Machado ve 

ark., 2016). Safra asidi havuzundaki değişimlerin de NAFLD patogenezinde rol oynadığı 

düşünülmektedir (Arab ve ark. 2017). Hastaların çoğunda, izole hepatik steatoz patojenik 

bir durum değildir ve basit steatoz olarak adlandırılır (Ahmed ve ark., 2015). Fakat izole 

hepatik steatozu olan hastalar neoplastik ve kardiyovasküler hastalıklar için risk 

grubundadırlar (Bonci ve ark. 2015). Buna karşılık, hastaların bir kısmında hepatosellüler 

hasar, hepatik inflamasyon ve karaciğer fibrozu gelişimi gibi patolojik bulgularla 

karakterize NASH oluşumu gözlemlenebilir (Machado ve ark., 2016; Younossi ve ark., 

2016). Hepatositlerde lipit ara maddelerinin birikimi, hepatosellüler lipotoksisiteye neden 

olarak hücresel stres, işlev bozukluğu ve sonuç olarakta hücre ölümüne sebep olur(Hirsova 

ve ark. 2015). Lipotoksisite kaynaklı hepatosit hücre ölümü esas olarak ölüm reseptörleri 

ve endoplazmik retikulum (ER) stresi tarafından aktive edilen apoptotik faktörler aracılığı 

ile şekillenir ve bu durumun başlıca yağ asidi taşıma proteinlerinin upregülasyonu 

nedeniyle artan yağ asidi alımından kaynaklı olabileceği düşünülmektedir (Bechmann ve 

ark., 2010). 
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Şekil. 1. NAFDL oluşum sürecinde inflamasyon gibi uyarıcı faktörler (Ni ve ark., 2016). 

 

2.2. Yangı 

Yangı, sitokinler, kemokinler ve eikosanoidler gibi medyatörlerle hücresel savunma 

ve doku onarımının koordinasyonu amacıyla, doku hasarına veya enfeksiyona karşı verilen 

bir yanıttır. Akut veya kronik olarak klasifiye edilebilir. Akut inflamasyonda başlangıç 

yanıtı etkilenen dokuya kandan makrofaj ve nötrofillerin geçişiyle karakterizedir. Kronik 

yangıda ise süreç hasar görmüş dokuların yıkımı ve iyileşmesini içeren farklı bağışıklık 

sistemi hücreleri (T ve B lenfositleri) ile ilişkilendirilir (Ferrero-Miliani ve ark., 2007).  

Yangısal ajanların varlığında hücre membranı fosfolipaz A2’yi uyarımı ile araşidonik asit 

ve sitokinler, serotonin, histamin, prostaglandin ve damar geçirgenliğini arttıran 

lökotrienler gibi inflamatuar mediyatörlerin salınımını sağlar. Bunun sonucu olarak yangı 

bölgesine lökositlerin geçişine olanak verir (Dassoler ve ark., 2004; Falcao ve ark., 2005). 

Lipopolisakkarit gram negatif bakterilerin hücre dış membranında bulunan ve 

endotoksin olarak adlandırılan bir moleküldür (Wolff 1904). LPS, bağlayıcı proteinine 

bağlanarak myeloid faklılaşma faktörünü ve CD 14 uyarımlarını gerçekleştirerek, TLR4  
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yolağını aktileştirir. Bu yolun uyarımı TNF-α (Tümör nekroz faktör alfa), IL-6 (interlökin 

6), IL-12 (interlökin 12),   ve IL-1β (interlökin 1 beta), gibi proinflamatuar sitokinlerin 

salınımına neden olarak etkilenen dokuda yangıyı uyarır (Yang ve ark. 2000).  Oksidatif 

stresin kardiyovasküler hastalıklar yangı ve nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok 

hastalığın gelişiminde ve ilerlemesinde önemli etkileri bulunmaktadır. Etkilenen dokularda 

reaktif oksijen türlerinin artışıyla karakterizedir (Touyz, 2000).  LPS, inflamatuar yanıtın 

başlatılmasından sorumlu TLR4’e yüksek afinitesi bulunmaktadır. Bu etkileşim sadece 

makrofajlarda değil, aynı zamanda vücudun neredeyse tüm hücrelerinde geçerlidir(Saad ve 

ark., 2016).  TLR4 tarafından aktive edilen sinyal yolunda, serin kinazlar (JNK, IKK beta 

ve IKK epsilon) IRS-1'in serin fosforilasyonu yoluyla insülin direncinin indüklenmesinde 

önemli roller üstlenirler (Velloso ve ark., 1996; Folli ve ark., 1997). obezlerde ve subklinik 

inflamasyonu TLR4 sinyal yolu  TNF-α, IL-6 ve NF-kB (Nükleer faktör kappa B)'yi aktive 

eden MCP1 proteinini aktifleştirebilir (Hotamisligil ve ark., 1993).  

 
Şekil .2. LPS-TLR4- CD14 sinyal iletim yolağı (Lu ve ark., 2008) 

 

 Karaciğer hücreleri besin maddeleri ve bağırsaktan türetilmiş bakteri ürünlerini 

PPR reseptörleri ile tanır.  PPR (Patern tanımlayıcı reseptör) reseptörleri TLR ve NLR 



6 

üyelerinden oluşur.  PRR, TLR ve NOD benzeri reseptörler (NLR) olmak üzere en az iki 

adet algılayıcı protein üyesini içerir. Hem NLR'ler hem de TLR'ler patojene bağlı 

moleküler paternler (PAMP)  ve hasarla ilişkili moleküler paternler (DAMP) gibi 

moleküller tarafından uyarılırlar. PAMP'ler bağırsaktan türetilen mikroorganizmalardan 

kaynaklanan patojenler tarafından salınır. DAMP'lar ise endojen molekülleri içerirken 

stresli veya yaralı hepatositlerden salınır.   TLR, bağırsak mikrobiyotasından türetilen 

bakteriyel ürünleri lipopolisakkarit (endotoksin olarak da bilinir) ve  peptidoglikanları tanır 

(Marra ve ark., 2013).  

 

2.3. Apoptoz 

 Apoptoz kelimesi, ilk olarak 1972’de Kerr, Wyllie ve Currie tarafından, hücre 

ölümünün morfolojik olarak farklı bir tipini tanımlamak için kullanılmıştır (Kerr ve ark., 

1972). Apoptoz, büyümesi ve bölünmesi durdurulan bir hücrenin, içeriğindeki molekülleri 

onu çevreleyen ortama dökülmeden ölümüyle sonuçlanan bir sürece girdiği işlemdir. 

Apoptoz, zaman zaman programlanmış hücre ölümü (ya da daha çok 'hücresel intihar') 

olarak adlandırılır. Apoptozun başlaması, kaspaz olarak bilinen bir dizi sistein ‐  aspartik 

proteazın aktivasyonuna bağlıdır (Arcy, 2019). Kaspazlar, başlatıcı kaspazlar ve uygulayıcı 

kaspazlar olmak üzere iki kategoriye ayrılabilir (Elmore, 2007). Hücre hasarı tespit 

edildikten sonra, başlatıcı kaspazlar (kaspazlar 8 ve 9) aktif olmayan prokaspazlardan 

aktive edilir ve uygulayıcı kaspazları (kaspazlar 3, 6 ve 7) aktifleştirmek için bir kaskad 

sistemi oluşturur.  Yıkıcı kaspazlarının ön aktivasyonu, endonükleazların aktivasyonundan 

DNA parçalanması, nükleer proteinlerin ve kas iskeletinin tahrip edilmesi, proteinlerin 

çapraz bağlanması, fagositik hücreler için ligandların ekspresyonu ve apoptositik 

antikorların oluşumu ile sonuçlanan bir dizi olayı başlatır (Martinvalet ve ark., 2005; Poon 

ve ark., 2014).  

 

Apoptozisin düzenlenmesinde Bcl-2 gen ailesinin üyeleri önemli bir rol oynar. Bcl-

2'nin kendisi apoptoz baskısı olarak işlev görürken, ailenin başka bir üyesi bax proteini 

hücre ölümünü destekleyici olarak işlev görür (Kroemer, 1997).  Bir hücrenin içindeki Bax 

/ Bcl-2 oranının, hücrenin apoptotik uyaranlara nasıl tepki verdiğini göstermesi açısından 

kritik öneme sahip olduğu düşünülmektedir. T hücrelerinde Bax'ın teorik olarak 

ekspresyonu, DNA hasarı veya glukokortikoid gibi apoptotik uyaranlara karşı daha duyarlı 
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hale getirir ancak anti-Fas antikoruna karşı duyarlı değildir ve bu etkiler Bcl-2 tarafından 

bloke edilebilir (Brady ve ark., 1996) . 

 
Şekil.3. İntrinsik ve ekstrinsik apoptoz sinyal yolağı ve üyeleri (Amelio ve ark., 2010) 
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2.4. Terpineol  

 

Terpineoller doğal olarak bulunabilen doymamış monosiklik mono-terpenoid 

alkollerdir. Bu bileşikler nergis ve frezya gibi çiçeklerde, mercanköşk, kekik, biberiye ve 

limon gibi bitkilerde yaygın olarak bulunurlar (Bauer ve ark., 2000, Sell ve ark., 2003). 

Terpineoller geniş farmaklojik özelliklerinden dolayı oldukça popüler bileşiklerdir.  

 

 
Şekil .4. Terpineol türevleri ve kimyasal yapıları (Khaleel ve ark.,  2018). 

 

Alfa- (α -T), beta- (β-T), gama- (γ-T), delta- (δ-T) ve terpinen-4-ol (T-4-ol) olmak 

üzere toplam beş terpineol izomeri vardır.α - ve β-Terpineol, optik olarak aktif formlarda 

ve bir rasemik karışım olarak bulunmaktadırlar. Hem α-T hem de T-4-ol en önemli ticari 

ürünlerdir ve çok sayıda uçucu yağda bulunurlar. Öte yandan, β-, γ- ve δ-terpineoller 

doğada çok sık görülmez (Bauer ve ark., 2001). Terpineoller, özellikle α-Terpineol ve 

Terpinen-4-ol olarak en sık kullanılan bileşikler olup, insanlar, hayvanlar ve ayrıca bitkiler 

üzerinde çok çeşitli farklı biyolojik etkiler göstermektedirler. Sadece parfüm, kozmetik ve 

ev temizlik ürünlerinde değil aynı zamanda yiyecek ve içeceklerin tatlandırılmasında da 

kullanılan popüler koku bileşenleridir. Aynı zamanda çeşitli önemli biyolojik ve tıbbi 
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özelliklere de sahiptirler(Sales ve ark., 2020). Son yıllarda yapılan çalışmalara 

bakıldığında, bu bileşiğin 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-ülser (Khaleel ve ark., 2018)   ve anti-karsinojenik (Hassan ve ark., 2010) 

gibi çeşitli biyolojik aktivitelere sahip olduğu görülmüştür. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Hücre Kültürü  

Araştırmada materyal olarak sürekli hücre hattı HepG2 (ATCC® HB-8065™) 

hücreleri kullanıldı.  Hücreler, polietilenimin  kaplı 25 cm2’ lik  hücre flasklarına eklendi.  

Hücreler daha sonra içeriğinde  % 10 oranında ısı maruziyetli fötal sığır serumu (FBS) ve 

penisilin/ streptomisin/amfoterisin B karışımı bulunan,  düşük glikoz konsantrasyonlu 

DMEM (Dulbecco′s Modified Eagle′s) kültür vasatı uygulandı. Sonrasında HepG2 

hücreleri,   37 oC, % 5 CO2 ve % 95 hava ihtiva eden inkübatör koşullarında üretilerek 

pasajlandı.  Hücreler, flask tabanına % 80-90 popülasyona kavuştuklarında tripsin (% 

0,025 Tripsin/EDTA) ile flask tabanından uzaklaştırıldı.  Sonrasında  hücreler 200 g  5 dk 

süreyle santrifüj edilerek pelet haline getirildi. Daha sonrasında ise kuyucuklara konulacak 

hücre sayısı bir hemositome yardımıyla  (tripan mavisi boyası hücre sayım metodu)  

gerçekleştirilerek çalışma grupları tasarlandı.  Çalışma grupları her bir kuyucuğa  ml’de 

1x106 hücre gelecek şekilde oluşturuldu. Hücre kültürü deneme grupları Çizelge 1.’ de 

belirtilmiştir.  

 

Çizelge.1. Hücre kültürü  çalışma  grupları 

 

 

 

 

 

 

Deneme Grupları Örnek sayısı Tekrar 

Sayısı 

Grup 1:  Kontrol (K) 5 1 

Grup 2:   LPS ugulanan grup (L) 5 1 

Grup 3: α-Terpineol uygulanan grup (T) 5 1 

Grup 4: LPS ile birlikte  α-Terpineol uygulanan grup (T+L) 5 1 
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3.2. Uygulamada kullanılan etken maddeler  

 

Araştımada Escherichia coli O111:B4 suşundan elde edilen lipopolisakkarit (LPS- 

Sigma, EU) ve α- terpineol (Sigma, EU) ticari olarak temin edildi ve hücre besiyerlerinde 

çözdürülerek çalışmada kullanıldı. Hücrelere farklı konsantrasyonlarda LPS (1, 10 ve 50 

ng/ml) ve α-terpineol (10, 25 ve 50 μM)  24 saat süreyle uygulanarak, bu maddelerin etkin 

konsantrasyonları MTT viyabilite testleriyle tespit edildi.  

 

3.3. MTT Viabilite Testi 

 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) metodunun prensibini, yaşayan 

hücrelerdeki mitokondrial redüktazların tetrazolium halkasını parçalayabilmesi 

oluşturmaktadır. Bu parçalanma sonrası soluk sarı renkli boya koyu mavi formazan rengine 

dönüşmektedir.  Bu metotta kısaca  LPS ve α-terpineol’ün  1 gün süreyle maruziyeti 

sonrası, kuyucuklardaki besiyeri aspire edilerek, 20  μL MTT ayıracı (5 mg/ml PBS’te 

çözdürülerek elde edildi) bulunan 200 μL taze besiyeri eklendi. HepG2 hücreleri bu 

ayıraçla 4 saat süreyle 37 0C’de inkübe edildi. MTT formazan ürünleri 100 μL 0.04 M 

HCL/isopropanol ile 15 dakika çözdürüldü. Sonrasında temiz tüplere alınan hücre 

numuneleri 12000 rpm ve +4 0C’de santrifüj edilerek ve 570 nm ışık dalga boyunda 

mikropleyt (μQuant ELİSA reader, SK) okuyucuda okutuldu ve kaydedildi. Yöntemle 

besiyerine eklenen LPS ve α- terpineol’ün hücre viyabilitelerine etkileri değerlendirildi.  

 

3.4. RNA izolasyonu ve qRT-PCR 

 

Mesajcı Ribonükleik asit (mRNA) eldesi için inkübasyon sonu alınan hücre 

örneklerine, 1ml RNA izolasyon reaktifi konuldu (Trizol, Sigma,,EU). Sonrasında üretici 

firmanın belirttiği metodoloji takip eilerek total RNA izole edildi. RNA miktarı ve saflığı 

(OD260/OD280 nm oranı) spektrofotometrede (UV mini 1240, Shimadzu, JP) belirlendi. 

PCR reaksiyonu için cDNA sentezi ve PCR basamaklarını birlikte gerçekleştirebilecek 

“tek basamak özellikli ve “syber green”  problu ticari kit temin edildi. (Verso-one step 

Sybr green master mix, Thermo, EU). Kit protokolüne uygun olarak, test tüpleri içerisinde 

RNA ve enhancer, master mix ve reaksiyon buffer ile araştırılan genlere spesifik bir çift 
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primer (oligonükleotid) ilave edilerek thermal sayklırda (Bio RAD CFX96) 

cDNA(tamamlayıcı DNA)  dönüşümü ve PCR reaksiyonları gerçekleştirildi.    

Bu yöntemle araştırmadaki deneme gruplarından izole edilen RNA örneklerinde yangı 

belirteçleri TNF-α, IL-1β ve IL-10 sitokinleri ile apoptozun önemli parametrelerinden 

kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyon düzeyleri, “ house keeping”gen β aktin 

düzeyleriyle optimize edilerek ortaya konuldu.  

 

3.5. İstatistiksel  Metot  

 

Çalışma hücre canlılık verilerinin istatistiği, SPSS 22.0 (Statistical Package for 

Social Sciences) paket proğramının  “One-way ANOVA” analiz yöntemiyle ortaya 

konuldu. İstatistiksel farklar ise “Duncan” testiyle tespit edildi. p<0.05 ve bunun altındaki 

sonuçlar önemli olarak değerlendirildi. Araştırmada bulgular ortalama ± standart hata (S.E) 

şeklinde verildi.  

  

Çizelge.2. Araştırmada kullanılan spesifik gen dizgeleri  

Gen  Forward Reverse 

β-actin 5’-CGT GGC CAT CTC TTG CTC 

GAA G-3’ 

5’-CAT CGT CAC CAA CTG GGA 

CGA C-3’ 

Kaspaz 3 5’-TTT GGGG AGT AGA TTG 

CAG GG-3’ 

5’-TGC ACA TCC ACG ATT TGA 

TT-3’  

IL-1β 5’-GGT CAT TCT CCT GGA AGG 

AGG TCT GTG GGC -3’ 

5’-GCA AGG GCT TCA GGC AGG 

CCG CG-3’ 

TNF-α 5’-CAG AGG GAA GAG 5’-TTC 

CCC AG-3’ 

5’-CCT TGG TCT GGT AGG AGA 

CG-3’ 

Bax 5’-GTT TCA TCC AGG ATC GAG 

CAG-3’ 

5’-CAT CTT CTT CCA GAT GGT 

GA-3’ 

Bcl-2 5’-CCT GTG GAT GAC TGA 

GTA CC-3’ 

5’-GAG ACA GCC AGG AGA AAT 

CA-3’ 

IL-10 5’-AAG TCT CAA GGG GCT 

GGG TCA GCT A-3’ 

5’-ATG CCC CAA GCT GAG ACC 

CAA GAC CCA-3’ 
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4.BULGULAR 

4.1.Hücre canlılığı test sonuçları: 

HepG2 hepatomalara farklı konsantrasyonlarda LPS ve α-terpineol 24 saat süreyle 

uygulandı. İnkübasyon süresi sonrası kuyucuklardaki hücrelerin viyabilite kontrolleri MTT 

yöntemiyle gerçekleştirildi.  

4.1.1. Farklı konsantrasyonlarda α- terpineol ‘ün hücre canlılığı üzerine etkilerinin 

sonuçları. 

 
Grafik.1. Değişik konsantrasyonlardaki   α-terpineol’ün hücre viyabilitesine etkisi  

 

  Viyabilite kontrollerine göre viyabilite kontrol grubu (0,164±0,009) ile 

karşılaşıldığında terpineol’ün 10, 25 ve 50 um konsantrasyonlarında, hücre sayısını % 20 

(0,196 ± 0,007), % 8(0,178 ± 0,01) ve % 6.6 (0,175 ± 0,02) oranlarında arttırdığı tespit 

edildi(p<0.05). 
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4.1.2. Farklı konsantrasyonlarda LPS  ‘in hücre canlılığı üzerine etkilerinin sonuçları 

 
Grafik.2. Değişik yoğunluklardaki LPS  ‘in hücre canlılığı üzerine etkileri    

 

             Hücre canlılık testlerine göre karaciğer hücrelerine uygulanan LPS kontrol 

grubuna (0.209 ± 0.04) göre düşük konsantrasyonlarda  (0.1, 1 ve 10 ng/ml) hücre sayısını 

sırasıyla   % 9 (0.228 ± 0.05),% 11(0.233 ± 0.64) ve % 49(0.312 ± 0.64) oranlarında 

arttırdığı tespit edildi. Ancak LPS ‘in yüksek konsantrasyonunun    (50 ng/ml) hücrelerde 

toksik etki yaparak   % 11.5 (0.188 ± 0.04) oranında kayıplara neden olduğu ortaya 

konuldu (p<0.05). Bu sonuçlar göz önünde bulundurularak etkin konsantrasyonun 50 

ng/ml olarak seçildi ve çalışmanın devamında bu konsantrasyon referans olarak kullanıldı. 
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4.1.3. Etkin konsantrasyonlarda   α-terpineol ve LPS ‘in hücre viyabilitesine 

etkilerinin   sonuçları 

 
   Grafik.3. Etkin konsantrasyonlardaki LPS ve  α- terpineol’ün hücre canlılığı üzerine etkileri  

  

Etkin konsantrasyonda LPS ve α-terpineol’ün hücreler üzerine etkilerine 

bakıldığında kontrol grubuna göre(0.209 ± 0.05) LPS 50 ng/ml konsantrasyonda 

uygulanan grupta(0.188 ± 0.07) hücre canlılığının  %10 düzeyinde kayıplara neden 

olduğu tespit edildi(p<0.05). Bununla birlikte,   LPS ile birlikte   α-terpineol    (10 μm) 

uygulanan grup (0.192 ± 0.04) ile LPS grubu karşılaştırıldığında hücre kayıplarında    % 

2.12 düzeyinde geri çevirme olduğu ortaya konuldu(p<0.05). 
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4.2 Gen ekspresyon analiz sonuçları 

Karaciğer hücrelerine etkin konsantrasyonlarda   (LPS, 50 ng/ml ve α-terpineol, 

10μm) etken maddeler 24 saat süreyle uygulandı. İnkübasyon süresi sonrası çalışma 

gruplarından m RNA izolasyonu gerçekleştirildi.  Daha sonrasında RNA örneklerinden 

hedef genler olan TNF-α, IL -1β ve IL-10 ile Bax,   Bcl-2 ve kaspaz 3   genlerinin 

ekspresyon  düzeyleri     spesifik    primerler   kullanılarak,   qRT-PCR  yöntemiyle    

araştırıldı. Araştırmada farklı tarihlerde alınan 3 örneğin gen sonuçlarının ortalaması alındı 

ve grup standart hataları yüzde olarak verildi. 

4.2.1. Kaspaz 3 gen ekspresyon sonuçları 

 
Grafik.4. Deneme  gruplarındaki    Kaspaz   3 gen ekspresyonu    düzeyleri (24 saat). 

 

Araştırmada etkin konsantrasyonda terpineol’ün kontrol grubuna göre Kaspaz 3 

ekspresyonunu yaklaşık 2 kat ‘’down-regüle’’ ettiği tespit edildi.    Çalışmada gen 

ekspresyon analizlerine göre etkin konsantrasyondaki LPS’in kaspaz 3 düzeyine kontrol 

grubuna göre 1,42 kat ‘’up-regüle ‘’bulundu. Bununla birlikte α-terpineolün LPS ile aynı 

zamanlı uygulanan grupta bu gen ekspresyon düzeyinin sadece LPS uygulanan grupla 

karşılaşıldığında, bu artışın 1,28 kat misli değişimlerle  ‘’down-regüle ‘’edildiği ortaya 

konuldu. 
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4.2.2. Bax gen ekspresyonu sonuçları.  

 

 Grafik.5. Deneme gruplarındaki  Bax  gen ekspresyonu   düzeyleri (24 saat). 

 

 

Araştırmada etkin konsantrasyonda  α-terpineol’ün kontrol grubuna göre Bax 

ekspresyonu 14 kat  ‘’down-regüle’’  ettiği tespit edildi. Çalışmada gen ekspresyon 

analizlerine göre etkin konsantrasyondaki LPS  ‘in bax düzeyini kontrol grubuna göre 

yaklaşık 2.78 kat  ‘’up-regüle ‘’ bulundu. Bununla birlikte α-terpineolün LPS ile aynı 

zamanlı uygulanan grupta bu gen ekspresyon düzeyinin sadece LPS uygulanan grupla 

karşılaştırıldığında,   bu baskılanmanın yaklaşık 11.4 kat misli değişimlerle ‘’up-

regüle’’edildiği ortaya konuldu. 
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4.2.3. Bcl -2 gen ekspresyon  sonuçları 

 
     Grafik.6. Deneme gruplarındaki   Bcl -2 gen ekspresyonu düzeyleri(24 saat) 

 

 

Çalışmada gen ekspresyon analizlerine göre etkin konsantrasyondaki LPS  ‘in Bcl-2 

düzeyini kontrol grubuna göre yaklaşık 2.6 kat  ‘’down-regüle’’ettiği bulundu. Bununla 

birlikte    α-terpineolün LPS ile aynı zamanlı uygulanan grupta bu gen ekspresyon 

düzeyinin sadece LPS uygulanan grupla karşılaşıldığında, bu baskılanmanın yaklaşık 4.6 

kat misli değişimlerle   ‘’up-regüle’’edildiği ortaya konuldu. 
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4.2.4. IL-1β gen ekspresyonu sonuçları 

 
Grafik.7. Deneme gruplarındaki  IL-Iβ gen ekspresyonu düzeyleri (24 saat). 

 

Araştırmada etkin  konsantrasyonda  α-terpineol’ün kontrol grubuna  IL-Iβ 

ekspresyonunu 25 kat’’down-regüle’’ ettiği tespit edildi.Çalışmada  gen ekspresyon   

analizlerine   göre etkin konsantrasyondaki    LPS  ‘in IL-Iβ düzeyini   kontrol grubuna   

göre yaklaşık   1.87 kat ‘’up-regüle’’ bulundu.  Bununla birlikte   α-terpineolün LPS ile 

aynı zamanlı uygulanan grupta bu gen ekspresyon düzeyinin sadece LPS uygulanan grupla 

karşılaştırıldığında yaklaşık 50 kat misli değişimlerle “down regüle” edildiği tespit edildi. 
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4.2.5. IL-10 gen ekspresyon sonuçları 

 
Grafik.8. Deneme gruplarındaki IL-10 gen ekspresyonu düzeyleri  (24 saat). 

 

Araştırmada etkin konsantrasyonda α-terpineol’ün kontrol grubuna göre IL-10 

ekspresyonunu 10.56 kat  ‘’up-regüle’’ettiği tespit edildi. Çalışmada gen ekspresyon 

analizlerine göre etkin konsantrasyondaki LPS ‘in IL-10 düzeyini kontrol grubuna göre 

yaklaşık 8.33 kat’’down-regüle’’ bulundu. Bununla birlikte   α-terpineolün LPS   ile aynı 

zamanlı   uygulanan   grupta    bu gen ekspresyon    düzeyinin    sadece   LPS   uygulanan   

grupla  karşılaştırıldığında, bu baskılanmanın  yaklaşık  3.08  kat misli  değişimlerle   ‘’up-

regüle’’edildiği ortaya  konuldu. 
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4.2.6. TNF-α gen ekspresyonu sonuçları   

 
  Grafik.9. Deneme gruplarındaki TNF-α gen ekspresyonu düzeyleri (24 saat). 

 

Araştırmada etkin konsantrasyonda  α-terpineol’ün kontrol grubuna göre TNF-α 

ekspresyonunu 1.19 kat’’down-regüle’’  ettiği tespit edildi. Çalışmada gen ekspresyon 

analizlerine göre etkin konsantrasyondaki LPS ‘in IL-10 düzeyini kontrol grubuna göre 

yaklaşık 2.03 kat’’up-regüle’’ bulundu. Bununla birlikte α-terpineol’ün LPS ile aynı 

zamanlı uygulanan grupta bu gen ekspresyon düzeyinin sadece LPS uygulanan grupla 

karşılaştırıldığında, bu baskılanmanın yaklaşık 50 kat misli değişimlerle   ‘’down-

regüle’’edildiği ortaya konuldu. 
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4.3. Hücre Görüntüleri 

Karaciğer hücrelerine   LPS  ve  α-terpineol’ün 24  saat  maruziyeti  sonrası   

çalışma  gruplarındaki hücreler invert mikroskobun (Olympus CK40,JP)  20x objektifiyle 

görüntülendi. Deneme gruplarından elde edilen fotoğraflarda LPS’in 50 ng/ml 

konsantrasyonda yoğun hücre kayıplarına neden oluğu gözlendi. Ayrıca LPS ile birlikte 

terpineol kullanılan grupta bu kayıpların dikkate değer biçimde azaldığı da gözlemlendi.   

4.3.1. Kontrol grubu hücre görüntüleri 

 
Fotoğraf 1. Kontrol grubu fotoğrafı (20 x, skala bar 1-50 nm). 

 

Çalışmada kontrol hücrelerinin morfolojilerinin normal hepatosit yapısında oldukları 

ve flask tabanına homojen yayıldıkları görülmektedir.  
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4.3.2. LPS grubu hücre görüntüleri 

 
Fotoğraf 2. LPS grubu fotoğrafı (20 x, skala bar 1-50 nm) 

 

Çalışmada LPS uygulanan grup hücrelerinin hem morfolojik olarak deformasyona 

uğradığı ve bununla birlikte yoğun hücre kayıplarının olduğu görülmektedir.   
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4.3.3. α-Terpineol grubu hücre görüntüleri 

 
Fotoğraf 3. α-terpineol grubu fotoğrafı (20 x, skala bar 1-50 nm) 

 

Çalışmada yalnız α-terpineol eklenen grup hücrelerinin gerek morfoloji gerekse de 

yoğunluk olarak kontrol hücrelerine yakın olduğu görülmektedir.   
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4.3.4. LPS+α-terpineol grubu hücre görüntüleri 

 
Fotoğraf 4. LPS+ α-terpineol grubu fotoğrafı (20 x, skala bar 1-50 nm). 

 

Diğer bir sonuç olarak LPS+terpineol grubu sadece LPS uygulanan gruptaki 

hücrelerle kıyaslandığında, LPS’in meydana getirdiği morfoloji ve youğunluk 

değişimlerini dikkate değer bir şekilde iyileştirdiği görülmektedir.    

 

 

 

 

 

 



26 

  5- TARTIŞMA 

            Son 10 yılda yapılan birçok çalışmada, bağırsak mikrobiyotası ile obezite /insülin 

direnci arasında nedensel bir bağlantı kurulmuştur.  Ayrıca diyetle indüklenen obezitenin 

bağırsak mikrobiyotasına bağımlı ve bağımsız mekanizmalarla insülin direncini arttırdığı 

da bilinmektedir.  Bağırsak florası bakterilerinden gelen LPS, TLR4 aktivasyonu ile insülin 

direncine yol açan kronik subklinik inflamatuar süreci başlatmakta ve obeziteye sebep 

olmaktadır.  

      Araştırmamızda elde ettiğimiz hücre canlılık testlerinde etkin konsantrasyonda 

LPS’in hücre kayıplarına neden olduğu, ancak yine etkin konsantrasyonda uygulanan α-

terpineol’ün bu kayıpları anlamlı derecede azalttığı ortaya konulmuştur. Bununla birlikte 

literatür tarandığında tespit ettiğimiz etkin konsantrasyonun (10 μM) birçok çalışmaya 

göre kısa süreli kullanımı ve daha düşük konsantrasyonda olduğu görüldü. Birçok 

çalışmada, α-terpineol’ün çalışmamızdakinden yüksek konsantrasyonlarda uygulanımının 

göreceli olarak karaciğer yağlanmasına sebep olduğu rapor edilmiştir. Örneğin; Choi ve 

ark., (2013) yaptıkları in vivo çalışmada farelere 2 hafta süreyle 100 μg/ml 

konsantrasyonda oral olarak α-terpineol verdiklerinde karaciğer dokusunda yağ 

infiltrasyonu olduğunu rapor etmişleridir.  

     Çalışmamızda viyabilite analizleri verilerine benzer olarak, birçok çalışmada 

LPS’in farklı hücre tiplerine sitotoksik etki gösterdiği rapor edilmiştir (Stone ve ark., 2003; 

Nishio ve ark., 2013; Shi ve ark., 2016; Ting ve ark., 2019).   Yine Nogueira ve ark., 

(2014) yaptıkları LPS uyarımlı makrofajlarda çay ağacı esansiyel yağ bileşenlerinden α-

terpineol’ün özellikle proinflamatuar sitokinlerden IL-1β, TNF-α baskılayarak ve 

antiinflamatuar sitokin olan IL-10’u uyararak LPS’in neden olduğu hücre kayıplarını 

önlediğini rapor etmişlerdir. Konu ile ilgili literatür tarandığında hücre canlılık testi 

sonuçları büyük oranda homoloji göstermektedir.  

      Araştırmada LPS’in karaciğer hücrelerinde pro inflamatuar sitokinlerin (IL-1β ve 

TNF-α) gen ekspresyonunu anlamlı düzeyde uyardığı tespit edildi. Çalışmada diğer bir 

sitokin olan ve anti inflamatuar yanıtta rolü bulunan IL10 ekspresyonu LPS tarafından 

baskılanmıştı. Yine araştırmada yangı parametrelerindeki bu olumsuz tablo α-terpineol 
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tarafından anlamlı düzeyde iyileştirildiği de görüldü. Çalışmalar, bağırsak 

mikrobiyotasının çeşitli mekanizmalar yoluyla NAFLD'ye katkıda bulunduğunu 

göstermektedir (Chalasani ve ark., 2018). Bunlar    enerji homeostazının düzenlenmesi için  

kısa zincirli yağ asitleri karbonhidrat fermantasyonu yoluyla karaciğerde de novo 

lipogenezi indüklenmesi (Lucas ve ark., 2018) endokannabinoid sistemin modülasyonu 

(Armstrong ve ark., 2014); çok düşük yoğunluklu lipoprotein (VLDL) ve karaciğer lipit 

ihracatının sentezi için gerekli kolin metabolizmasının modülasyonu (Ashtari ve ark., 

2015); safra asidi homeostazının modülasyonu( Buzzetti ve ark., 2016); endojen etanol 

oluşumu; ve (Mazzotti ve ark., 2016) karaciğer makrofajlarında pro-enflamatuar 

sitokinlerin üretimini aktive eden ve hepatositlerin iltihaplanmasına neden olan 

lipopolisakkaritin (LPS) artışı olarak sıralanabilir (Poeta ve ark., 2017). Gram negatif 

bakterilerin hücre duvarı bileşeni olan LPS’in, TNF-α ve IL-6, indüklenebilir nitrik oksit 

sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz 2 (COX2) ve nükleer faktör-kappaB gibi birçok 

enflamatuar aracı molekülün ekspresyonu için sinyalleme kaskatını başlattığı bilinmektedir 

(Rossol ve ark., 2011).  Bağırsak mikrobiyotası ve bağırsak bariyeri bozulma olaylarının 

özünde PRR'lerin aktivasyonu ile IL-1 IL, IL-6 ve TNF-α gibi sitokinlerin üretiminin ve 

ekspresyonunun uyarılması bulunmaktadır (Buzzetti ve ark., 2016). TNF-α'nın aşırı 

ekspresyonu, NAFLD ve obezitenin ilerlemesinde inflamatuar bir belirteç olarak kabul 

edilir. TNF-α, hücrelerin insüline duyarlı hale getirilmesinde rol oynayan bir anti-

enflamatuar sitokindir ve adiponektinin bir antagonisti olarak işlev görür. Aynı zamanda, 

enflamasyonu, metabolizmayı, hücre canlılığını ve çeşitli sitokinlerin üretimini düzenleyen 

nükleer faktör kappa B'nin (NF-κB)’nin hücre içi enflamatuar yolunu aktive eder. Hem 

TNF-α hem de NF-kB aktive edilir ve birlikte insülin direncini arttırırlar ve karaciğer 

iltihabına katılırlar (Duarte ve ark., 2015). Sitokin salınımının yanı sıra, TLR aktivasyonu; 

NF-κB hücre içi enflamatuar yolunu uyararak, insülin direncine ve obeziteye neden olan 

makrofajların stimülasyonunu indükler (Chakraborti, 2015). İnsülin direnci ve obezite 

varlığı, vücut tarafından daha fazla serbest lipit metaboliti üretildiği ve daha fazla pro-

inflamatuar sitokinlerin dolaştığı anlamına gelir. Pro-inflamatuar sitokinler ve lipotoksisite 

faktörleri hepatositlerde inflamasyon, apoptoz ve fibrozisin gelişmesine katkıda bulunur 

(Buzzetti ve ark., 2016). NASH'li karaciğerlerde pro-enflamatuar yolakları etkinleştirerek 

kemokinlerin, sitokinlerin ve diğer proenflamatuar moleküllerin salınmasına yol açan bazı 

mekanizmalar mevcuttur. Bu sinyal yolakları, protein kinaz, NF-κβ ve JNK gibi 
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transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonunu içermektedir (Yu ve ark., 2006). NF-κβ, p65 ve 

p50 gibi homodimerik veya heterodimerik beş peptitten oluşan bir transkripsiyon 

faktörüdür ve karaciğerde yüksek oranda eksprese edilir. NF-κβ p65: p50 heterodimerleri, 

sitokinler, kemokinler, adhezyon molekülleri, nitrik oksit ve siklooksijenaz 2 gibi birçok 

pro-enflamatuar moleküllerin transkripsiyonunu düzenler (Yu ve ark., 2006).  Non-alkolik 

yağlı karaciğer hastalığı’de NF-κβ aktivasyonunun en çok parankimal olmayan hücrelerde 

görüldüğü, TNF-α, IL-1β ve diğer sitokinlerin aktivasyonu yoluyla hücrelerde pro-

enflamatuar yolakların uyarımı gerçekleştiği bilinmektedir (Dela Peña ve ark., 2005). 

Sousa ve ark., (2020) α-terpineol enantiyomerlerinin yüksek yağlı diyet uygulanan 

farelerde  antioksidan ve antienflamatuar etkilerini araştırdıkları çalışmada 50mg/kg α-

terpineol’ün pro-inflamatuar sitokinlerden TNF-α ve IL-1β serum düzeylerini düşürdüğünü 

tespit etmişlerdir. Cintra ve ark., (2008) yaptıkları fare NAFLD modelinde, antikor veya 

antisens oligonükleotitler kullanılarak IL-10 inhibisyonunun, karaciğerdeki TNF-α ve IL-6 

ekspresyonunu upregüle ettiği ve insülin direncini arttırdığı gözlemlenmiştir. Yapılan bir 

çalışmada, yoğun α-terpineol ve terpinen-4-ol içeren çay ağacı esansiyel yağları özütünün 

güçlü antienflamatuar özelliklere sahip olduğu gösterilmiştir. α-terpineol’ün enflamatuar 

medyatörlerin üretimini baskıladığı ve bu etkiyi NF-kB, p38 veya ERK/MAPK yolakları 

üzerinden gerçekleştirdiği rapor edilmiştir (Nogueira et al., 2014). Bir diğer çalışmada ise 

Oliveira ve ark., (2012) α-terpineolün sitokin kaskadını inhibe ettiği, TNF- α ve IL-1β gibi 

enflamatuar medyatörlerin üretimini azalttığı ve NO salımını inhibe ettiği, böylelikle de 

antienflamatuar ve antihipernosikeptif etkinlik gösterdiği bildirilmiştir 

Araştırmamızda karaciğer hücrelerinde LPS’in kaspaz 3 ve bax gibi proapoptotik 

parametreleri uyardığı, bununla birlikte anti apoptotic olan Bcl-2gen ekspresyonunu ise 

baskılayarak hücre kayıplarına neden olduğu tespit edildi.  Yine koruyucu etken madde 

olarak α-terpineol’ün bu olumsuz durumu geri çevirerek hücreleri kurtardığı da yapılan gen 

ekspresyon analizleriyle ortaya konuldu.  İnflamatuar yanıt faktörleri hücre içi NFκB ve 

AP-1 aktivasyonuna neden olarak  TNF-α transkripsiyonunu tetikler ve apoptoz sürecinin 

başlamasına neden olur (Bubici ve ark., 2004). Zhu ve ark., (2006); LPS gibi faktörlerin 

uyarımıyla  TNF-α reseptörüne bağlandığında kaspaz 3’ü dolaylı olarak kaspaz 8 

üzerinden uyarabildiği gibi doğrudanda uyararak mitokondriyal membran permeabilitesini 

bozarak sitokrom c’nin sitoplazmaya translokasyonunu uyararak intrinsik apoptozu 

tetiklediğni rapor etmişlerdir.  Bax proteininin mitokondriye translokasyonu apoptozda 
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kritik bir adımdır (Valentijn ve ark. 2003). Bax genelde sitozolde bulunur. Ancak apoptoz 

sürecinde protein Bcl2/Bcl xl proteinleriyle interaksiyona girerek onların mitokondri 

geçişlerini engeller (Copano ve ark., 2002).  Zhang ve ark.,(2007) yaptıkları çalışmada 

nöron hücrelerine uyguladıkları TNF-α’nın bax stimülasyonuna neden olarak apoptozu 

indüklediklerini rapor etmişlerdir. Pourbakhsh ve ark.,(2014) yaptıkları etanol uyarımlı 

karaciğer harabiyeti modelinde içeriğinde terpineol bulunan Nigella sativa bitkisinin 

esansiyel yağlarının Bax eksperyonunu baskılarken, Bcl-2 ekspresyonunu indüklediğini 

rapor etmişlerdir. Yine aynı çalışmada ekstrinsik apoptozunda baskılanmasında esansiyel 

yağların kaspaz 8’I baskılayarak etki gösterdiğide rapor edilmiştir.  

Araştırmanın tüm verileri dikkate alındığında karaciğer hücrelerinin LPS ile 

maruziyeti sonrası inflamasyon ve buna bağlı olarak apoptoz gelişmiştir. Bununla birlikte 

hücrelere proliferatif etkin konsantrasyonda uygulanan α-terpineol’ün ise inflamatuar yanıt 

sitokinlerini baskılayarak yangıyı önlemiş ve buna bağlı olarak apoptozu engellediği 

görülmüştür.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

6. SONUÇ 

Sonuç olarak, araştırmada bakteriyel hücre duvarı endotoksini ile karaciğer 

hücrelerinde in vitro olarak yangı ve apoptoz modellemesi yapıldı. Yine çalışmada 

hücrelerde meydana gelen bu olumsuz durumun giderilmesinde bir monoterpen alkol olan 

α-terpineol kullanıldı. Araştırmadan elde edilen sonuçlara göre etkin konsatrasyondaki 

LPS, hücrelerde anlamlı düzeyde yangı ve apoptoz meydana getirdi. Bununla birlikte hücre 

canlılık testleriyle etkin konsantrasyonu tespit edilen α-terpineol’ün proinflamatuar yangı 

belirteç olan IL-1β ve TNF-α‘nın gen ekspresyonlarını baskılayarak güçlü antiinflamatuar 

etki gösterdiği ortaya konuldu. Yine anti inflamatuar sitokinlerden IL 10 ekspresyonları ise 

α-terpineol tarafından anlamlı düzeyde uyarıldığı da tespit edildi. Ayrıca araştırmada 

proapoptozu uyaran bax ve kaspaz 3 gen ekspresyonları LPS tarafından uyarılırken α-

terpineol tarafından baskılandığı bulundu. Yine antiapoptotik  Bcl2 gen ekspresyonları 

LPS tarafından baskılanırken α-terpineol tarafından uyarıldığı görüldü. 

Tüm bu sonuçlar değerlendirildiğinde α-terpineolün mikrobiyota patojenleri 

tarafından meydana getirilen yangı ve hücre kayıplarına karşı alternatif bir etken madde 

olarak kulllanılabileceği kanısına varıldı. Bununla birlikte literatür tarandığında, tespit 

ettiğimiz proliferatif  etkin konsantrasyonun (10 μM) birçok çalışmaya göre kısa süreli 

kullanımı ve daha düşük konsantrasyonda olduğu görüldü. Birçok çalışmada, α-

terpineol’ün çalışmamızdakinden yüksek konsantrasyonlarda uygulanımının göreceli 

olarak karaciğer yağlanmasına sebeb olduğu rapor edilmiştir. Ancak konunun tam 

aydınlatılabilmesi ve ortaya konulabilmesi için in vivo ve ileri düzey araştırmalara ihtiyaç 

bulunmaktadır. 
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