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in vitro lipopolisakkarit uyariml karaciger yangi modelinde
Alfa-Terpineol'iin etkinliginin arastiriimasi
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Ozet: Terpinoller monoterpen bilesikler olup, bircok calismada antioksidan &zelliklerinden dolay1 antikanser,
antikonvilsantve antililser gibi biyolojik etkileri ortaya konulmustur. Arastirmanin amacini, LPS'in karaciger hiicrelerine
uygulanarak olusturulan yangi modelinde, a-terpineol'in antiinflamatuar ve antiapoptotik biyofonksiyonlarinin
arastirilmasi olusturmustur. Denemede insan orijinli HepG2 (ATCC® HB-8065) hiicreleri materyal olarak segilmistir.
LPS ve a-terpineol, hiicrelere farkli konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmistir ve etkin konsantrasyonlari, hiicre canhlik
testleriyle (MTT) gerceklestirilmistir. Sonrasinda, TNF-o, IL-1pB, IL-10, Kaspaz 3, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyon diizeyleri
tam zamanl kantatif polimeraz zincir reaksiyonuyla (QRT-PCR) arastiriimistir. LPS'in 50 ng/ml konsantrasyonu %11,5
oraninda hiicre kayiplarina neden oldugu belirlenmis ve modelleme icin bu konsantrasyon secilmistir. Ancak, 10 pM
konsantrasyonda a-terpineoliin hiicre kayiplarini % 2.12 oraninda 6nledigi bulunmustur. Calismada, LPS'in TNF-a ve
IL-1B gen ekspresyonlarini arttirdigi, a-terpineol uygulamasinin ise bu durumu tersine cevirdigi tespit edilmistir. Yine,
IL-10 gen ekspresyonu yiiksek LPS konsantrasyonu ile baskilanirken, a-terpineol tarafindan anlamli diizeyde uyarildigi
da ortaya konulmustur. Bununla birlikte, LPS'in kaspaz 3 ve Bax gen ekspresyonlarini arttirdigi, ancak a-terpineol’iin
bu stimilasyonu baskiladigr tespit edilmistir. Bcl-2 gen ekspresyonlari ise LPS tarafindan baskilanirken, a-terpineol
tarafindan uyanldigi bulunmustur. Ozetle, a-terpineol’lin kisa sireli ve diisiik olan proliferatif konsantrasyonunun
ozellikle patojen kaynakli karaciger rahatsizliklarinda alternatif bir tedavi ajani olabilecegi gorilmustur.

Anahtar kelimeler: o- terpineol, apoptoz, inflamasyon, lipopolisakkarit

Investigation of the efficiency of Alpha-Terpineol in the in vitro
lipopolisacharide stimulated liver inflammation model

Abstract: Terpineols are monoterpene compounds, and biological effects like anticancer, anticonvulsant and
antiulcer have been demonstrated in many studies due to their antioxidant properties. The aim of the research was
to investigate the anti-inflammatory and antiapoptotic biofunctions of a-terpineol in LPS induced inflammation
model of liver cells. HepG2 (ATCC® HB-8065) cells of human origin were selected as material. LPS and a-terpineol
were applied to cells at different concentrations for 24 hours, and their effective concentrations were determined
by cell viability tests (MTT). Afterwards, gene expression levels of TNF-o, IL-1B, IL-10, Caspase 3, Bax and Bcl-2
were investigated by qRT-PCR method. LPS at 50 ng/ml, caused 11.5% cell loss and was chosen for modeling.
However, a-terpineol at 10 pM concentration prevented 2.12% of cell loss. In the study, LPS increased TNF-a and
IL-1B gene expressions, and a-terpineol application reversed this situation. Again, while IL-10 was suppressed by
high LPS concentration, it was significantly stimulated by a-terpineol. Besides, LPS increased caspase 3 and Bax
gene expressions, but a-terpineol suppressed this stimulation. Bcl-2 gene expressions were suppressed by LPS and
stimulated by a-terpineol. In summary, short-term and low proliferative concentration of a-terpineol can be an
alternative treatment agent, especially in pathogen-induced liver disorders.
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Non-alkolik yagli karaciger hastaligi en yaygin go-
rilen karaciger hastaligidir ve dinya nifusunun
yaklasik % 25'inde gorilmektedir (Younossi ve
ark. 2016). Hastaligin gelisiminde obezite ve hare-
ketsiz bir yasam tarzi, besin aliminin bilesimi (6rn.
Misir surubundaki fruktoz), diyabet, insilin direnci,
disbiyoz ve genetik yatkinliklar gibi cesitli faktor-
lerin etkili oldugu disindlmektedir (Machado ve

ark. 2016). Hepatositlerde lipit ara maddelerinin
birikimi, hepatoselliler lipotoksisiteye neden ola-
rak hicresel stres, islev bozuklugu ve sonug olarak
da hicre olimine sebep olmaktadir (Hirsova ve
ark. 2015). Lipopolisakkarit gram negatif bakterile-
rin hiicre dis membraninda bulunan ve endotoksin
olarak adlandirilan bir molekdldir (Wolff 1904). LPS,
baglayici proteinine baglanarak myeloid faklilasma
faktoriini ve CD 14 uyarimlarini gergeklestirerek,
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TLR4 vyolagini aktilestirir. Bu yolun uyarimi TNF-o
(TGmor nekroz faktor alfa), IL-6 (interldkin 6), IL-12
(interlokin 12), ve IL-1PB (interldkin 1 beta), gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin salinimina neden olarak et-
kilenen dokuda yangiyi uyarir (Yang ve ark. 2000).

Terpineoller dogal olarak bulunabilen doyma-
mis monosiklik mono-terpenoid alkollerdir. Bu bile-
sikler nergis ve frezya gibi ciceklerde, mercankosk,
kekik, biberiye ve limon gibi bitkilerde yaygin olarak
bulunurlar (Bauer ve ark. 2001; Sell 2003). Terpine-
oller, ozellikle a-Terpineol ve Terpinen-4-ol olarak
en sik kullanilan bilesikler olup, insanlar, hayvanlar
ve ayrica bitkiler Gizerinde ¢ok cesitli farkli biyolojik
etkiler gostermektedirler. Sadece parfiim, kozmetik
ve ev temizlik trlinlerinde degil ayni zamanda yiye-
cek ve iceceklerin tatlandiriimasinda da kullanilan
poptiler koku bilesenleridir. Ayni zamanda cesitli
onemli biyolojik ve tibbi ozelliklere de sahiptirler
(Sales ve ark. 2020). Son yillarda yapilan calismalara
bakildiginda, bu bilesigin anti-hipertansif (Sabino ve
ark. 2013), antiproliferatif (Lampronti ve ark. 2006),
antienflamatuar (Held ve ark. 2007), antioksidan
(Brand ve ark. 2001), antitlser (Khaleel ve ark. 2018)
ve antikarsinojenik (Hassan ve ark. 2010) gibi cesitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugu gorilmustur.

Verilen bu bilgilerin 1siginda, arastirmada E.co-
li'den izole edilen LPS'in karaciger hicrelerine etkin
konsantrasyonda uygulanarak olusturulan yangi
modelinde alfa terpineoliin antiinflamatuar ve an-
tiapoptotik gibi biyofonksiyonlarinin arastiriimasi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem
Hiicre Kiiltiirii

Arastirmada materyal olarak surekli hiicre hatt
HepG2 (ATCC® HB-8065™) hiicreleri kullanildi. Hiic-
reler daha sonra iceriginde % 10 oraninda isI ma-
ruziyetli fotal sigir serumu (FBS) ve penisilin/ strep-
tomisin/amfoterisin B karisimi bulunan, disuk gli-
koz konsantrasyonlu DMEM (Dulbecco’'s Modified
Eagle's) kiltur vasatinda Uretildi. Calisma gruplari
her bir kuyucuga ml'de 1x10°¢ hiicre gelecek sekil-
de olusturuldu. Deneme Kontrol (K), LPS uygulanan
grup (L), a-Terpineol uygulanan grup (T), LPS ile bir-
likte a-Terpineol uygulanan grup (T+L) olmak Uzere
4 gruptan olusturuldu.

Uygulamada kullanilan etken maddeler ve
viyabilite testleri

Arastimada Escherichia coli O111:B4 susundan elde
edilen lipopolisakkarit (LPS- Sigma, EU) ve a- terpi-
neol (Sigma, EU) ticari olarak temin edildi ve hiic-

re besiyerlerinde ¢ozdirulerek calismada kullanildi.
Hicrelere farkh konsantrasyonlarda LPS (1, 10 ve
50 ng/ml) ve a-terpineol (10, 25 ve 50 pM) 24 saat
streyle uygulanarak, bu maddelerin etkin konsant-
rasyonlari Kiiglikgil ve Erdogan (2014); rapor ettigi
metod takip edilerek, MTT (Thiazolyl Blue Tetrazoli-
um Bromide) viyabilite testleriyle tespit edildi.

RNA izolasyonu ve qRT-PCR

inkiibasyon sonu hiicrelerden mRNA eldesi RNA
izolasyon reaktifi ile Uretici firmanin protokoli ta-
kip edilerek gerceklestirildi (Trizol, Sigma, EU). RNA
miktari ve safligi (OD260/0D280 nm orani) spekt-
rofotometrede (UV mini 1240, Shimadzu, JP) be-
lirlendi. PCR reaksiyonu igcin ¢cDNA sentezi ve PCR
basamaklarini birlikte gerceklestirebilecek “tek ba-
samak Ozellikli ve “syber green” problu ticari kit te-
min edildi. (Verso-one step Sybr green master mix,
Thermo, EU). Arastirilan genlere spesifik bir ¢ift pri-
merler (B-actin, Forward 5'-CGT GGC CAT CTC TTG
CTC GAA G-3'reverse, 5-CAT CGT CAC CAA CTG
GGA CGA C-3'; Kaspaz 3 Forward 5-TTT GGGG
AGT AGA TTG CAG GG-3', reverse, 5'-TGC ACA TCC
ACG ATT TGA TT-3"; IL-1B Forward 5-GGT CAT
TCT CCT GGA AGG AGG TCT GTG GGC -3'reverse,
5'-GCA AGG GCT TCA GGC AGG CCG CG-3'; TNF-a
Forward 5'-CAG AGG GAA GAG 5'-TTC CCC AG-3,
reverse 5'-CCT TGG TCT GGT AGG AGA CG-3'; Bax
Forward 5'-GTT TCA TCC AGG ATC GAG CAG-3
reverse 5'-CAT CTT CTT CCA GAT GGT GA-3'; Bcl-2
Forward 5'-CCT GTG GAT GAC TGA GTA CC-3', re-
verse 5'-GAG ACA GCC AGG AGA AAT CA-3'; IL-10
Forward 5'-AAG TCT CAA GGG GCT GGG TCA GCT
A-3', reverse 5'-ATG CCC CAA GCT GAG ACC CAA
GAC CCA-3" )ilave edilerek thermal sayklirda (Bio
RAD CFX96) cDNA (tamamlayici DNA) doéntsima-
nu takiben ve PCR reaksiyonlari gerceklestirildi. Elde
edilen verilerle DDCt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)
denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin) kontrol
grubu formdili kullanilarak, her bir gen icin 2-DDCt
formdlinde yerine konularak mRNA transkripsiyon
dizeyi misli olarak baskilanma ya da uyariima sek-
linde belirlendi.

istatistiksel Metot

Galisma hicre canhilik verilerinin istatistigi, SPSS 22.0
(Statistical Package for Social Sciences) paket prog-
raminin “One-way ANOVA" analiz ydntemiyle orta-
ya konuldu. istatistiksel farklar ise “Duncan” testiyle
tespit edildi. p<0.05 ve bunun altindaki sonuclar
onemli olarak degerlendirildi. Arastirmada bulgular
ortalama * standart hata (S.E) seklinde verildi.
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Bulgular
Hiicre canlihigi test sonuglari

HepG2 hepatomalara farkli konsantrasyonlarda LPS
ve o-terpineol 24 saat siireyle uygulandi. inkiibas-
yon suresi sonrasi kuyucuklardaki htcrelerin viya-
bilite kontrolleri MTT ydntemiyle gerceklestirildi.
Kontrol grubu (0,164+0,009) ile karsilasildiginda
a-terpineol’lin 10, 25 ve 50 pm konsantrasyonlarin-
da, hicre sayisint % 20 (0,196 + 0,007), % 8 (0,178
+ 0,01) ve % 6.6 (0,175 + 0,02) oranlarinda arttir-
digi tespit edildi (p<0.05) (Sekil 1). Hiicre canlilik
testlerine gore karaciger hiicrelerine uygulanan LPS,
kontrol grubuna (0.209 + 0.04) gére disuk konsant-
rasyonlarda (0.1, 1 ve 10 ng/ml) hicre sayisini si-
rasiyla % 9 (0.228 + 0.05), % 11 (0.233 £ 0.64) ve %
49 (0.312 + 0.64) oranlarinda arttirdidi tespit edildi.
Ancak LPS ‘in yiksek 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 goz 6niinde bulundurularak
etkin konsantrasyonun 50 ng/ml olarak segildi ve
calismanin devaminda bu konsantrasyon referans
olarak kullanildi (Sekil 2). Etkin konsantrasyonda LPS
ve a-terpineol'lin hiicreler lzerine etkilerine bakil-
diginda kontrol grubuna gore(0.209 + 0.05) LPS 50
ng/ml konsantrasyonda uygulanan grupta(0.188 +
0.07) hacre canlihdginin - %10 dizeyinde kayiplara
neden oldugu tespit edildi(p<0.05). Bununla birlikte,
LPS ile birlikte o-terpineol (10 um) uygulanan grup
(0.192 £ 0.04) ile LPS grubu karsilastirildiginda hiicre
kayiplarinda %2.12 dlzeyinde geri ¢evirme oldugu
ortaya konulmustur (p<0.05) (Sekil 3).
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Sekil 3. Etkin konsantrasyonlardaki LPS ve o- ter-
pineol uygulamasinin hiicre canlhgi tzerine etkileri

Gen ekspresyon analiz sonuglari

Arastirmada etkin konsantrasyonda o-terpineol’lin
kontrol grubuna gore kaspaz 3 ekspresyonunu yak-
lasik 2 kat baskiladigi tespit edilirken, LPS'in kaspaz
3 duzeyini kontrol grubuna goére 1,42 kat uyardigi
bulundu. Bununla birlikte a-terpineolln LPS ile ayni
zamanli uygulanan grupta bu gen ekspresyon diize-
yinin sadece LPS uygulanan grupla karsilasildiginda,
bu artisin 1,28 kat misli degisimlerle baskilandigi or-
taya konuldu (Sekil 4).
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Sekil 4. Deneme gruplarindaki Kaspaz 3 gen eks-
presyonu dizeyleri (24 saat).

Kaspaz 3 mRNA
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Ayrica, a-terpineol uygulanan grupta kontrol
grubuna gore Bax ekspresyonunun 14 kat baskilan-
digi tespit edildi. Calismada gen ekspresyon analiz-
lerine gdre etkin konsantrasyondaki LPS'in Bax du-
zeyini kontrol grubuna gore yaklasik 2.78 kat arttir-
digr bulundu. Alfa-terpineollin LPS ile ayni zamanli
uygulanan grupta ise bu gen ekspresyon diizeyinin
sadece LPS uygulanan grupla karsilastinildiginda
11.4 kat misli degisimlerle baskiladigi ortaya konul-
du (Sekil 5).

350
K7
2 3
g 299
&S 4250
40— £
S
% § %o 1,50
e -Z, 1,00
8 050
0,00 — -
K L T T+L

Sekil 5. Deneme gruplarindaki Bax gen ekspresyonu
dlzeyleri (24 saat).

Calismada, gen ekspresyon analizlerine gore
LPS uygulanimi Bcl-2 diizeyini kontrol grubuna gore
yaklasik 2.6 kat azaltirken a-terpineol ile birlikte LPS
uygulanimi bu gen ekspresyon dizeyinin sadece
LPS uygulanan grupla karsilasildiginda 4.6 kat misli
degisimlerle arttirdigi ortaya konuldu (Sekil 6).
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Sekil 6. Deneme gruplarindaki Bcl-2 gen ekspresyo-
nu dizeyleri (24 saat).

Bunun yanisira, a-terpineol uygulanan grupta
kontrol grubuna IL-IB ekspresyonu 25 kat baskila-
nirken LPS'in IL-IB dizeyini kontrol grubuna gore
yaklasik 1.87 kat uyardigi bulundu. Alfa-terpineolln
LPS ile uygulandigi grupta ise bu gen ekspresyon
dlizeyinin sadece LPS uygulanan grupla karsilastiril-

diginda yaklasik 50 kat misli degisimlerle baskilandi-
g1 tespit edildi (Sekil 7).

_ 250
K7

> E 2,00 1,87
& -

g €S E 15

£ > g 1,00

Q. L7

5 g8 P

- 2
2 050
& 0,04 0,04
 od 0,00 - -

K L 1} T+ L

Sekil 7. Deneme gruplarindaki IL-1p gen ekspresyo-
nu dizeyleri (24 saat).

Alfa-terpineol’in kontrol grubuna goére IL-10
ekspresyonunu 10.56 kat arttirdigi ettigi tespit edil-
di. Calismada gen ekspresyon analizlerine gore et-
kin konsantrasyondaki LPS'in IL-10 dizeyini kontrol
grubuna gore yaklasik 8.33 kat azalttigi bulundu.
Bununla birlikte a-terpineoliin LPS ile ayni zaman-
[l uygulanan grupta bu gen ekspresyon dizeyinin
sadece LPS uygulanan grupla karsilastirildiginda
yaklasik 3.08 kat misli degisimlerle uyardigi ortaya
konuldu (Sekil 8).
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Sekil 8. Deneme gruplarindaki IL-10 gen ekspresyo-
nu dizeyleri (24 saat).

Arastirmada etkin konsantrasyonda a-terpine-
ol'iin kontrol grubuna goére TNF-a ekspresyonunu
1.19 kat azalttig tespit edilirken, LPS ‘in TNF-a d-
zeyini kontrol grubuna gore yaklasik 2.03 kat arttir-
digi bulundu. Bununla birlikte a-terpineol’iin LPS ile
ayni zamanli uygulanan grupta bu gen ekspresyon
dlzeyinin sadece LPS uygulanan grupla karsilastiril-
diginda yaklasik 50 kat misli degisimlerle baskiladigi
ortaya konuldu (Sekil 9).
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2,50 Hiicre Goriintiileri
= Karaciger hiicrelerine LPS ve a-terpineol’lin 24 saat
é 2,00 maruziyeti sonrasi calisma gruplarindaki hucreler
f,f i invert mikroskobun (Olympus CK40,JP) 20x objek-
°E‘ S E 150 tifiyle gorintilendi (Scala bar 1-50 nm.) Calismada
3 Z 3 kontrol hiicrelerinin morfolojilerinin normal hepa-
s g S 100 tosit yapisinda olduklari ve flask tabanina homojen
k=a 0,50 yayildiklari goérilmektedir. LPS uygulanan grupta
£ hiicrelerin morfolojik olarak deformasyona ugradi-
0,00 g1 ve bununla birlikte yogun hticre kayiplarinin ol-
K L T T+L dugu gorulmektedir. Calismada yalniz a-terpineol
eklenen grup hicrelerinin gerek morfoloji gerekse

de yogunluk olarak kontrol hiicrelerine yakin oldu-
gu gorilmektedir. Diger bir sonug, LPS+terpineol
grubu sadece LPS uygulanan gruptaki hicrelerle
kiyaslandiginda, LPS'in meydana getirdigi morfoloji
ve yogunluk degisimlerini dikkate deger bir sekilde
iyilestirdigi gorilmektedir (Sekil 10).

Sekil 9. Deneme gruplarindaki TNF-a gen ekspres-
yonu diizeyleri (24 saat).

Sekil 10. LPS ve a-terpineol uygulaniminin hiicre gorintileri (20 x, skala bar 1-50 nm).
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Tartisma ve Sonug

Son 10 yilda yapilan bircok calismada, bagirsak
mikrobiyotasi ile obezite /insulin direnci arasinda
nedensel bir baglanti kurulmustur. Ayrica diyetle
indliklenen obezitenin bagirsak mikrobiyotasina ba-
giml ve bagimsiz mekanizmalarla insulin direncini
arttirdigi da bilinmektedir. Bagirsak florasi bakteri-
lerinden gelen LPS, TLR4 aktivasyonu ile insulin di-
rencine yol acan kronik subklinik inflamatuar streci
baslatmakta ve obeziteye sebep olmaktadir. Aras-
tirmamizda elde ettigimiz hiicre canlilik testlerin-
de etkin konsantrasyonda LPS'in hiicre kayiplarina
neden oldugu, ancak yine etkin konsantrasyonda
uygulanan a-terpineol'tin bu kayiplari anlamli dere-
cede azalttigi ortaya konulmustur. Bununla birlikte
literatlr tarandiginda tespit ettigimiz etkin konsant-
rasyonun (10 uM) bircok calismaya gore kisa siireli
kullanimi ve daha dustik konsantrasyonda oldugu
goruldi. Bircok calismada, a-terpineol’lin calisma-
mizdakinden yiiksek konsantrasyonlarda uygulani-
minin goreceli olarak karaciger yaglanmasina sebep
oldugu rapor edilmistir. Ornegin; Choi ve ark. (2013);
yaptiklari in vivo calismada farelere 2 hafta sireyle
100 pg/ml konsantrasyonda oral olarak a-terpineol
verdiklerinde karaciger dokusunda yag infiltrasyonu
oldugunu rapor etmisleridir.

Galismamizda viyabilite analizleri verilerine
benzer olarak, bircok calismada LPS'in farkl hiicre
tiplerine sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir
(Stone ve ark. 2003; Nishio ve ark. 2013; Shi ve ark.
2016; Ting ve ark. 2019). Konu ile ilgili literatir ta-
randiginda hiicre canlilik testi sonuglari buylik oran-
da homoloji gdstermektedir.

Arastirmada LPS'in karaciger hiicrelerinde pro
inflamatuar sitokinlerin (IL-1f ve TNF-a) gen eks-
presyonunu anlamli diizeyde uyardigi tespit edildi.
Calismada diger bir sitokin olan ve anti inflamatuar
yanitta roll bulunan IL10 ekspresyonu LPS tarafin-
dan baskilanmisti. Yine arastirmada yangi paramet-
relerindeki bu olumsuz tablo a-terpineol tarafindan
anlamli diizeyde iyilestirildigi de goruldi. Calisma-
lar, bagirsak mikrobiyotasinin cesitli mekanizmalar
yoluyla NAFLD'ye katkida bulundugunu gdstermek-
tedir (Chalasani ve ark. 2018). Bunlar enerji home-
ostazinin dizenlenmesi icin kisa zincirli yag asitleri
karbonhidrat fermantasyonu yoluyla karacigerde de
novo lipogenezi indiklenmesi (Lucas ve ark. 2018)
endokannabinoid sistemin modulasyonu (Armst-
rong vd. 2014); cok dusik yogunluklu lipoprotein
(VLDL) ve karaciger lipit ihracatinin sentezi icin ge-
rekli kolin metabolizmasinin modulasyonu (Ashtari
ve ark. 2015); safra asidi homeostazinin modilasyo-

nu( Buzzetti ve ark. 2016); endojen etanol olusumu
ve (Mazzotti ve ark. 2016) karaciger makrofajlarinda
pro-enflamatuar sitokinlerin Gretimini aktive eden
ve hepatositlerin iltihaplanmasina neden olan lipo-
polisakkaritin (LPS) artisi olarak siralanabilir (Poeta
ve ark. 2017). Gram negatif bakterilerin hiicre duva-
ri bileseni olan LPS'in, TNF-a ve IL-6, indUklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz 2 (COX2)
ve nikleer faktor-kappaB gibi bircok enflamatuar
araci molekdlin ekspresyonu igin sinyalleme kas-
katini baslattigi bilinmektedir (Rossol ve ark. 2011).
Bagirsak mikrobiyotasi ve bagirsak bariyeri bozulma
olaylarinin 6ziinde PRR'lerin aktivasyonu ile IL-1 IL,
IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin Uretiminin ve ekspres-
yonunun uyariimasi bulunmaktadir (Buzzetti ve ark.
2016). Ayni zamanda, enflamasyonu, metabolizma-
y1, hiicre canliligini ve cesitli sitokinlerin Gretimini
diizenleyen nukleer faktdr kappa B'nin (NF-kB)nin
hiicre ici enflamatuar yolunu aktive eder. Hem TN-
F-o hem de NF-kB aktive edilir ve birlikte insilin di-
rencini arttirirlar ve karaciger iltihabina katilirlar (Du-
arte ve ark. 2015). Sitokin saliniminin yani sira, TLR
aktivasyonu; NF-kB hiicre ici enflamatuar yolunu
uyararak, instlin direncine ve obeziteye neden olan
makrofajlarin stimilasyonunu indikler (Chakraborti
2015). insilin direnci ve obezite varlig, viicut tara-
findan daha fazla serbest lipit metaboliti retildigi
ve daha fazla pro-inflamatuar sitokinlerin dolastigi
anlamina gelir. Pro-inflamatuar sitokinler ve lipotok-
sisite faktorleri hepatositlerde inflamasyon, apoptoz
ve fibrozisin gelismesine katkida bulunur (Buzzetti
ve ark. 2016).

Non-alkolik yagh karaciger hastaligi'de NF-«k[3
aktivasyonunun en cok parankimal olmayan hic-
relerde goruldugu, TNF-o, IL-1B ve diger sitokinle-
rin aktivasyonu yoluyla hiicrelerde pro-enflamatuar
yolaklarin uyarimi gerceklestigi bilinmektedir (Dela
Pefia ve ark. 2005). Sousa ve ark. (2020); a-terpine-
ol enantiyomerlerinin ylksek yagli diyet uygulanan
farelerde antioksidan ve antienflamatuar etkileri-
ni arastirdiklar ¢alismada 50mg/kg a-terpineol’iin
pro-inflamatuar sitokinlerden TNF-o ve IL-1( serum
dlzeylerini dustrdiguni tespit etmislerdir. Cint-
ra ve ark. (2008); yaptiklari fare NAFLD modelinde,
antikor veya antisens oligonukleotitler kullanilarak
IL-10 inhibisyonunun, karacigerdeki TNF-a ve IL-6
ekspresyonunu uyardigi ve insilin direncini arttir-
digr goézlemlenmistir. Yine, Nogueira ve ark. (2014);
yaptiklari makrofajlarda a-terpineol’iin 6zellikle LPS
uyarimli proinflamatuar sitokinlerden IL-1B ve TN-
F-a artan duzeylerini baskiladigini rapor etmislerdir.
a-terpineol'lin enflamatuar medyatorlerin Gretimini
baskiladigi ve bu etkiyi NF-kB, p38 veya ERK/MAPK
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yolaklari Gzerinden gerceklestirdigi rapor edilmistir
(Nogueira ve ark. 2014). Bir diger calismada ise De
Oliveira ve ark. (2012); a-terpineoliin sitokin kaska-
dini inhibe ettigi, TNF- o ve IL-1p gibi enflamatuar
medyatdrlerin Uretimini azalttigi ve NO salimini in-
hibe ettigi, boylelikle de antienflamatuar ve antihi-
pernosikeptif etkinlik gosterdigi bildirilmistir

Arastirmamizda karaciger hicrelerinde LPS'in
kaspaz 3 ve bax gibi proapoptotik parametreleri
uyardigi, bununla birlikte anti apoptotic olan Bcl-
2gen ekspresyonunu ise baskilayarak hicre kayip-
larina neden oldugu tespit edildi. Yine koruyucu
etken madde olarak o-terpineol’iin bu olumsuz
durumu geri cevirerek hucreleri kurtardigi da ya-
pilan gen ekspresyon analizleriyle ortaya konuldu.
inflamatuar yanit faktérleri hiicre ici NFKB ve AP-1
aktivasyonuna neden olarak TNF-a transkripsiyonu-
nu tetikler ve apoptoz siirecinin baslamasina neden
olur (Bubici ve ark. 2004). Zhu ve ark. (2006); LPS gibi
faktorlerin uyarimiyla TNF-a reseptoriine baglandi-
ginda kaspaz 3'U dolayli olarak kaspaz 8 tzerinden
uyarabildigi gibi dogrudanda uyararak mitokond-
riyal membran permeabilitesini bozarak sitokrom
c'nin sitoplazmaya translokasyonunu uyararak int-
rinsik apoptozu tetikledigni rapor etmislerdir. Bax
proteininin mitokondriye translokasyonu apoptozda
kritik bir adimdir (Valentijn ve ark. 2003). Bax genel-
de sitozolde bulunur. Ancak apoptoz stirecinde pro-
tein Bcl2/Bcl x| proteinleriyle interaksiyona girerek
onlarin mitokondri gecislerini engeller (Capano ve
ark. 2002). Zhang ve ark. (2007); yaptiklari ¢alisma-
da noron hicrelerine uyguladiklart TNF-o'nin bax
stimllasyonuna neden olarak apoptozu indikledik-
lerini rapor etmislerdir. Pourbakhsh ve ark. (2014);
yaptiklari etanol uyarimh karaciger harabiyeti mode-
linde iceriginde terpineol bulunan Nigella sativa bit-
kisinin esansiyel yaglarinin Bax eksperyonunu bas-
kilarken, Bcl-2 ekspresyonunu indukledigini rapor
etmislerdir. Yine ayni calismada ekstrinsik apopto-
zunda baskilanmasinda esansiyel yaglarin kaspaz 8'l
baskilayarak etki gosterdigide rapor edilmistir. Aras-
tirmanin tim verileri dikkate alindiginda karaciger
hiicrelerinin LPS ile maruziyeti sonrasi inflamasyon
ve buna bagh olarak apoptoz gelismistir. Bununla
birlikte hiicrelere proliferatif etkin konsantrasyonda
uygulanan a-terpineol'lin ise inflamatuar yanit sito-
kinlerini baskilayarak yangiyr dnlemis ve buna bagli
olarak apoptozu engelledigi gorilmustar.

Tim bu sonuclar degerlendirildiginde o-terpi-
neoliin mikrobiyota patojenleri tarafindan meydana
getirilen yangi ve hiicre kayiplarina karsi alternatif
bir etken madde olarak kulllanilabilecegi kanisina
varildi. Bununla birlikte literatiir tarandiginda, tes-

pit ettigimiz proliferatif etkin konsantrasyonun (10
MM) bircok calismaya gore kisa sureli kullanimi ve
daha dusuk konsantrasyonda oldugu gorialdd. Bir-
cok calismada, a-terpineol’in calismamizdakinden
yiksek konsantrasyonlarda uygulaniminin goreceli
olarak karaciger yaglanmasina sebeb oldugu rapor
edilmistir. Ancak konunun tam aydinlatilabilmesi ve
ortaya konulabilmesi icin in vivo ve ileri diizey aras-
tirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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