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OZET Amag: inflamasyon, bagisiklik sisteminin enfeksiyona, yaralanmaya
veya tahrise ilk biyolojik tepkisi olmakla birlikte kontrol edilemediginde
otoinflamatuar ve nérodejeneratif hastaliklara veya kansere neden olabilir.
Myrtus communis L. (MC) Akdeniz bolgesinde yetisen, cokca farmakolojik
aktivitesi olan aromatik bir bitkidir. Bu ¢alismada, halk arasinda siklikla
kullanilan MC esansiyel yaginin antiinflamatuar etkisini aragtirmay1 amag-
ladik. Gere¢ ve Yontemler: Saglikli insan brongiyal epitel hiicre hatti
(BEAS-2B) ile hiicre kiiltiirii galigmalar1 yapildi. Hiicreler; kontrol, interlo-
kin-1 beta (IL-1p) ile inflamatuar héle getirilen BEAS-2B hiicreleri ve MC
uygulanan inflamatuar BEAS-2B hiicreleri olmak tizere 3 farkli gruba ay-
rildi. MC’nin sitotoksik olmayan konsantrasyonlart MTT testi ile belirlendi.
IL-6, IL-10, uyarilabilir sitrik oksit sentaz [inducible nitric oxide synthase
(INOS)], tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a), siklooksigenaz-2 [cyclooxy-
genase-2 (COX-2)] ve niikleer faktor kappa B (NFkB) genlerinin ekspres-
yon diizeyleri revers transkriptaz-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile
saptand1. IL-6, IL-10, iNOS ve TNF-a protein diizeyleri ELISA ile 6l¢iildii.
Bulgular: IL-1p ile uyarilmis inflamatuar hiicrelerde artan IL-6, IL-10 ve
NF«B mRNA diizeyleri, MC yag1 uygulama sonrasi anlamli derecede aza-
larak bazal seviyelere donmiistiir. IL-6 ve IL-10 protein diizeyleri gen eks-
presyon verileriyle uyumlu olarak inflamatuar hale getirilen grupta artmis
olarak saptandi. MC uygulamasi inflamatuar hiicrelerdeki artan protein dii-
zeylerini kontrol gurubundaki bazal seviyeye dondiirdii. Sonug: Caligma-
mizda, MC esansiyel yaginin BEAS-2B hiicrelerinde proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ederek, antiinflamatuar etkiye sahip ol-
dugunu gosterdik. MC esansiyel yaginin giiclii bir antiinflamatuar etkiye
sahip potansiyel bir terap6tik ajan olarak degerlendirilmesi igin farkli kon-
santrasyonlarla daha fazla arastirma yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Myrtus communis L.; antiinflamatuar; BEAS-2B;
RT-qPCR; ELISA

ABSTRACT Objective: Inflammation is the primary biological response
of immune system against infection, injury, and irritation, but when it is
not curbed, it can lead to autoimmune and neurodegenerative diseases or
cancer. Myrtus communis L. (MC) is an aromatic plant raised in the re-
gion of Mediterranean Sea and bearing several pharmacological activities.
We aimed in this study to investigate anti-inflammatory effects of MC es-
sential oil that is often utilized by the local population. Material and
Methods: Cell culture experiments were conducted with healthy bronchial
epithelial lung cell line (BEAS-2B). The cells were grouped in three as
follows; non-treated control, interleukin-1 beta (IL-1p) induced inflam-
matory cells, and MC-treated inflammatory cells. Non-cytotoxic concen-
trations of MC were determined with MTT assay. The gene expression
levels of IL-6, IL-10, inducible nitric oxide synthase (iNOS), tumor necro-
sis factor alpha (TNF-a), cyclooxygenase-2 (COX-2), and nuclear factor
kappa b (NFxB) were analyzed with reverse transcriptase-quantitative
polymerase chain reaction. The protein levels of IL-6, IL-10, iNOS, and
TNF-o were detected with ELISA. Results: The elevated mRNA levels
of IL-6, IL-10, and NF«B in IL-1p-induced inflammatory cells signifi-
cantly reduced back to the basal levels after MC treatment. In line with the
mRNA levels, the protein levels of IL-6 and IL-10 significantly increased
in inflammatory cells. MC treatment reversed this increase in protein lev-
els to the baseline as in the control group. Conclusion: We demonstrated
in our study the anti-inflammatory effects of MC essential oil on BEAS-
2B cells by inhibiting the expression of pro-inflammatory cytokines. To be
able suggest MC essential oil as a potential therapeutic agent with a strong
anti-inflammatory action, further studies testing several concentrations are
warranted.
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RT-qPCR; ELISA
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Inflamasyon, viicudun enfeksiyona kars1 dogus-
tan gelen ve uyarlanabilir bagisiklik sistemlerini ige-
ren dogal bir biyolojik tepkisidir. Doku hasari,
patojen istilasi ve tahris edici maddeler gibi uyaran-
lara kars1 ortaya cikar.'* inflamasyon ¢oklu bir siireg
olup, hem dogal hem uyarlanabilir immiin hiicrele-
rince modiile edilmektedir. Bu siirece dahil olan hiic-
reler, proinflamatuar sitokinlerin ve diger inflamatuar
mediyatdrlerin tiretiminden ve modiile edilmesinden
sorumludurlar. Inflamasyonda proinflamatuar ve an-
tiinflamatuar sitokinlerin kombine etkileri goriilmek-
tedir. Interlokin-6 (IL-6) ve timdr nekrozis faktdr alfa
(TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinler bagisiklik ya-
nitin1 meydana getirirken, IL-10 gibi antiinflamatuar
sitokinler bagigiklik yanitin1 ve diger bazi sitokinle-
rin sentezini baskilayabilirler. IL-6 akut faz inflama-
tuar yanita aracilik eder ancak kronik inflamasyonda
yiiksek kalmaya devam eder.*® TNF-a sitokin tireti-
mini tesvik ederek inflamasyonu artirir. Niikleer fak-
tor kappa B (NF«xB), inflamasyon gelisimi ve
ilerlemesinde rol oynayan genlerin ekspresyonunu in-
diikleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. NFxB infla-
masyon siirecinde diizinelerce hedefi diizenleyerek
inflamasyona katkida bulunur. Bu nedenle NFkB eks-
presyonundaki degisimler inflamasyon biyobelirteci
olarak kabul edilmektedir.*” IL-1p, uyarilabilir sitrik
oksit sentaz [inducible nitric oxide synthase (iNOS)]
ve siklooksigenaz-2 [cyclooxygenase-2 (COX-2)]
¢gibi inflamatuar gelalede yer alan mediyatorlerin gen
ekspresyonlarini upregiile eder.

Inflamasyonun kontrol edilmeden devam etme-
sine izin verildiginde, siire¢ otoimmiin veya otoinfla-
matuar bozukluklar, ndrodejeneratif hastalik veya
kanser ile sonuglanabilir."? Inflamatuar mediyatorle-
rin asir1 iiretiminin, 6zellikle IL-1f, IL-6 ve TNF-a
gibi proinflamatuar sitokinlerin asir1 iretiminin inhi-
bisyonu, ¢esitli inflamatuar hastaliklar1 onleyebilir.®
Mevcut antisitokin tedavileri, romatoid artrit, infla-
matuar bagirsak hastaligi, psoriyazis, multipl skleroz
gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde bir yer bul-
mustur; spesifik proinflamatuar sitokinlerin notrali-
zasyonu bu amagla gelistirilmis stratejilerden biridir.!

Antik ¢aglardan beri, iltihapli durumlar ve bun-
larla ilgili rahatsizliklar bitkiler veya bitkilerden tii-
retilmis formiilasyonlarla tedavi edilmistir. Ayrica
antioksidan bakimindan zengin ¢ok sayida dogal
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iiriin, inflamasyona kars1 koruyucu etkiler sergiler.
Cesitli bitki 6zlerinin ve izole edilmis bilesiklerin an-
tiinflamatuar aktiviteleri halihazirda bilimsel olarak
kanitlanmustir.” ! Myrtus communis L. (MC) Myrta-
ceae familyasina ait Hatay ilinde “Hambeles” olarak
bilinen bir bitkidir. Yaprak dokmeyen bu bitki Murt
ve Mersin adiyla da bilinir. Tiirkiye, Yunanistan, Fas,
Cezayir ve Tunus’ta yaygin olarak gorilmektedir.'>*
Bitki ve yapraklariin bildirilen antiinflamatuar, an-
tifungal, antibakteriyel ve antioksidan etkilerinin yani
sira hemoroid tedavisinde de etkileri bildirilmigtir.'*
1% Geleneksel tipta yapraklari ve meyvesi uzun yil-
lardir kullanilmaktadir. Bitkiden elde edilen esansiyel
yagin bilesimi cografi bolgelere gore farkliliklar gos-
termektedir. Ana bilesen gruplari arasinda gallik asit
tiirevleri, flavonoller, flavonol tiirevleri ve hidroksi-
benzoik asitler bulunur. Renkli meyvelerde antosiya-

ninler de mevcuttur.'>"?

Patofizyolojisinde inflamasyon olan hastaliklarin
tedavisinde yan etkilerin minimum olacag: dogal bile-
sikler son derece 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alismada,
¢ok sayida etkisi bildirilmis olan MC esansiyel yagi-
nin saglikli insan bronsiyal epitel hiicre hatti olan
BEAS-2B iizerindeki antiinflamatuar etkileri arastiril-
mistir.

I GEREG VE YONTEMLER
HUCRE KULTURU

Bu calisma i¢in Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kuru-
lundan onay belgesi alinmigtir (Tarih: 31.10.2019-
Karar no: 14). Caligmanin biitiinii Helsinki Dekla-
rasyonu Prensipleri’ne uygun sekilde gergeklestiril-
mistir. Calismamizda Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dal hiicre kiil-
tiirii laboratuvarindan temin edilen BEAS-2B hiicre
hatti, in vitro ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan
insan bronsiyal epitel hiicre hattidir. Deneylerde kulla-
nilacak olan BEAS-2B hiicre dizileri 175 cm?lik kiiltiir
kaplarinda (flask) %10 FBS (Gibco, Carlsbad, CA,
ABD) ve %] penisilin/streptomisin (Gibco, Carlsbad,
CA, ABD) ihtiva eden Dulbeco Modifiye Edilmis be-
siyeri igerisinde (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
DMEM, Gibco, Birlesik Krallik) biiyiitiildii. inkiibas-
yon kosullar1 %95 nem, %5 CO, ve 37 °C olan etiivde
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inkiibe edildi. Besiyeri haftada 2 kez degistirilerek,
hiicreler kiiltiir kabinin %70-80’nini kaplayan yo-
gunluga ulastiklarinda deneylerde kullanildi.

MC ESANSIYEL YAGININ
KONSANTRASYONLARININ BELIRLENMESI

Calismamizda kullandigimiz MC esansiyel yagi
Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiilte-
sinden temin edildi. MC esansiyel yaginin igerigi,
daha 6nce yapmis oldugumuz ¢aligmada “Gas Chro-
matography/Mass spectrometry” yontemi ile belir-
lendi.?® MC esansiyel yagi 1000-500-250- 125-
62,5-31,25-15,625 mg/mL konsantrasyonlart en ytik-
sek konsantrasyonun %1 oraninda DMSO (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ABD) igerdigi, serumsuz
DMEM besi yeri iginde ¢ozdiiriilerek, seri diiliisyon
hazirlandi. Hiicreler yukarida belirtilen konsantras-
yonlara maruz birakilarak uygun konsantrasyonun
tespiti i¢in 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphen-
yltetrazolium Bromide (MTT) testi uygulandi.

HUCRE CANLILIGI

MTT testi i¢in 96 kuyucuklu platelere %10 FBS ve
%]1 penisilin/streptomisin igeren DMEM besiyeri
1x10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre ekimi yapildi
ve %95 nem, %5 CO, ve 37°C 1sida inkiibe edildi.
Hiicrelerin kiiltiir kaplarinin yiizeyini %70-80 ora-
ninda kaplamasi beklendi. Akabinde hiicrelerin {ize-
rindeki %10 FBS igeren besiyeri uzaklastirilarak
yerine serumsuz besiyeri eklendi ve 24 saat siireyle
bu kosullarda inkiibe edildi. Hazir hale getirilen hiic-
relere MC esansiyel yaginin farkli konsantrasyonlari
icin MTT testi uygulandi.

MC esansiyel yaginin nonsitotoksik konsantras-
yonlarini belirlemek iizere, hazir hale getirilmis hiic-
reler 1000-500-250-125-62,5-31,25-15,625 mg/mL
MC esansiyel yagina 24 saat maruz birakildi. MTT
deneyi i¢in 1 mg/mL MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, ABD) soliisyonu hazirlandi. Doksan alt1 kuyu-
cuklu platedeki mevcut soliisyon uzaklastirildi ve her
bir kuyuya 100 mL MTT soliisyonu eklendi. Dort
saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sii-
resi sonunda plate i¢indeki MTT soliisyonu uzaklag-
tirigdi. Her bir kuyuya 100 mL DMSO eklendi ve 5
dk oda sicakliginda bekletildi. Renkteki degisim
spektrofotometrede 590 nm’de ve 670 nm referans
dalga boyuna kars1 okutuldu.
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GEN EKSPRESYONU

RNA izolasyonu i¢in hiicreler 6 kuyucuklu platelere
%10 FBS ve %] penisilin/streptomisin igeren
DMEM besiyerinde 1x10° hiicre/mL olacak sekilde
ekildi ve %95 nem, %5 CO, ve 37°C saglayan inkii-
bator kosullarinda inkiibe edildi. Hiicreler plate yii-
zeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra, mevcut
besiyeri uzaklastirilarak serumsuz besiyeri eklendi ve
24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Yirmi dort saat
sonunda hiicreler;

1) Kontrol grubu (herhangi bir maddenin eklen-
medigi saglikli hiicre grubu),

ii) inflamasyonun tetiklendigi grup (10 ng/ml
IL-1B ile 4 saat inkiibe edilen grup),

iii) MC esansiyel yagi uygulanan grup (IL-
1B+MC esansiyel yag1 verilen grup) olmak tizere 3
farkli gruba ayrilarak ayni kosullarda inkiibe edildi.
Inflamasyonun tetiklenmesi amaciyla IL-1B kulla-
nildi. Yapilan 6n ¢aligmalarda IL-1p’nin farkli kon-
(1, 10 ng/mL) denendi.
Proinflamatuar bir belirteg olan NFkB ekspresyon

santrasyonlari 5 ve
seviyeleri degerlendirilerek IL-1p’nin 10 ng/mL
konsantrasyonu ile 4 saatlik inkiibasyonu tercih
edildi.

Yirmi dort saatlik inkiibasyon siiresinin so-
nunda hiicreler tripsin ilave edilerek kaldirildi ve
3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust faz toplana-
rak ELISA calismalari i¢in ¢aligma giiniine kadar -
80°C’de muhafaza edildi. Hiicre pelleti RNA
izolasyon kiti (Thermo Scientific GeneJET RNA
Purification Kit, Waltham, MA, ABD) kullanilarak,
tiretici firmanin protokolii dogrultusunda total RNA
izolasyonu yapildi.

Total RNA’lardan cDNA sentez kiti (High Ca-
pacity cDNA, Reverse Transcription Kit, applied bi-
osystems by Thermo Fisher Scientific, Litvanya)
kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edi-
len cDNA’lar gen ekspresyon analizleri i¢in ¢aligma
giiniine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

IL-6, IL-10, iNOS, TNF-0, COX-2, NFkB gen-
leri ve “housekeeping” geni olarak B-aktin genleri-
nin transkripsiyon diizeyleri revers transkriptaz-
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)
yontemiyle (Qiagen, Rotor-Gene Q, Almanya) be-
lirlendi.
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Hedef genlere ait primerler hazir kit olarak
satin alind1 (Tablo 1) (#330001, Qiagen, Almanya).
Rolatif mRNA diizeylerinin hesaplanmasi igin 244
yontemi kullanildi. Normalizasyon i¢in B-aktin “hou-
sekeeping gen” olarak kullanildi. Sonuclar “fold
change (kat degisimi)” olarak verildi.

ELISA

Hiicre kiiltiirii deneyleri sirasinda elde edilen {ist faz-
dan IL-6 (Human Interleukin 6 ELISA Kit, BT Lab,
Cin), IL-10 (Human Interleukin 10 ELISA Kit, BT
Lab, Cin), TNF-a (Human Tumor Necrosis Factor
Alpha ELISA KitBT Lab, Cin) ve iNOS (Human Nit-
ric Oxide Synthase, Inducible ELISA Kit, Bt Lab,
Cin) diizeyleri ELISA kiti ile tiretici firmanin proto-
kolii dogrultusunda 6l¢iildi

ISTATISTIKSEL ANALIZ

ELISA ve MTT analiz sonuglart GraphPad Prism
Version 6.01 (GraphPad Software Inc., ABD) prog-
rami uygulanarak hesaplandi. Gruplar i¢indeki veri-
lerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi
ile belirlendi. Gruplar arasinda farkliligin var olup
olmadig1 Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi.
Gruplar arasindaki anlamliligin hangileri arasinda
oldugunun tespitinde Dunn’s Multiple Comparison
testi kullanildi. Gen ekspresyon analizlerinde gruplar
aras1 anlamlilik Student t-testi ile analiz edildi. Her
caligma grubu kontrol grubu ile karsilastirildi ve
p<0,05’ten kiigiik olan degerler istatistiksel olarak an-
laml1 kabul edildi. Sonuglar ortalama+tstandart sapma
olarak verildi.

I BULGULAR

HUCRE CANLILIGI VE MC ESANSIYEL
YAG KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESI

MC yagimin BEAS-2B hiicrelerine 24 saatlik inkii-
basyonun sonunda 15,625, 31,25, 62,5 ve 125 pg/mL
konsantrasyonlarda kontrol grubu ile karsilastirildi-
ginda hiicre canlilig1 agisindan anlamli bir fark go-
rilmezken (sirasiyla p=0,9999; 0,9999; 0,7204;
0,1732), 250-500-1000 pg/mL konsantrasyonlarinin
hiicre canliligin1 anlaml derecede azaltt1g1 bulundu
(swrasiyla p=0,0083; 0,0001; 0,0001) (Sekil 1). Sito-
toksik etki gdstermeyen ve kontrol grubuna en
yakin hiicre canliligina sahip (%99,22) konsant-
rasyon olan 15,625 ug/mL, calismalarin devaminda
kullanildi. Boylelikle 3 farkli gruba (1. grup: kont-
rol, 2. grup: inflamatuar hiicre) ayirdigimiz ¢alis-
mamizda, MC uygulanan grup olan 3. gruptaki
hiicreler i¢in 10 ng/mL IL-1p ile 4 saatlik uyarim-
dan sonra, 15,625 ng/mL MC esansiyel yag kon-
santrasyonu tercih edildi.

GEN EKSPRESYONU

BEAS-2B hiicrelerinde 24. saatte kontrol grubu ile
inflamatuar hiicre grubunun gen ekspresyon dii-
zeylerini karsilastirildiginda; proinflamatuar belir-
teclerden olan IL-6’nin ekspresyon diizeyinin
kontrol grubuna gore 4,89 kat (p=0,00032),
NF«B’nin ise 3,32 kat (p=0,00001) arttig1 saptan-
mistir. Antiinflamatuar bir belirteg¢ olan IL-10, in-
flamasyonun tetiklendigi grupta kontrol grubuna
gore 2,57 kat (p=0,03070) artmistir. iNOS, COX-

TABLO 1: Primer dizileri ve gPCR ddngi kosullari.

Gen sembolii Primer kodu* Amplikon boyutu (bp)
IL-6 PPHO00560C 98 bp
TNF-a PPH00341F 110 bp
IL-10 PPHO00572C 63 bp
COX-2 PPHO1136F 63 bp
iNOS PPH00173F 71 bp
NFxB PPH00204F 81 bp
B-Actin PPH00073G 174 bp

Baglanma sicakligi (°C) Daongii sayisi Referans dizisi
60 40x NM_000600
60 40x NM_000594
60 40x NM_000572
60 40x NM_000963
60 40x NM_000625
60 40x NM_001165412
60 40x NM_001101

IL-6: Interlokin-6; TNF-c: TUmor nekrozis faktor alfa; IL-10: Interlokin-10; COX-2: Siklooksigenaz-2; iNOS: Uyarilabilir sitrik oksit sentaz; NFkB: Niikleer faktdr kappa B; B-Actin: Beta

aktin. *Katalog no:330001, Qiagen, Almanya.
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2 ve TNF-a diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
bir ekspresyon degisimi olmamustir (sirasiyla
p=0,11634; 0,49251; 0,11002). MC uygulanan hiicre
grubunda NF«kB gen ekspresyonu 1,32 katlik bir artig
gosterirken (p=0,036306), IL-6, IL-10, iNOS, TNF-a,
COX-2 gen ekspresyonlari kontrol grubu ile benzer
saptanmigtir  (swrastyla  p=0,331379; 0,441955;
0,195919; 0,843449; 0,873501). inflamatuar hiicre gru-
buna kiyasla MC uygulanan grupta NFkB ekspresyon
diizeylerinde 3.32 kattan 1.32 katlik ekspresyon dii-
zeyine diislis anlamli bulunmustur (p=0,000105).
Ayn sekilde IL-6’nin ekspresyon diizeyi, MC uy-
gulanan grupta inflamatuar hiicre grubuna gére an-
laml1 bir diisiis gdstermistir (p=0,000012) (Sekil 2).

ELISA

IL-6 diizeyleri karsilagtirildiginda kontrol grubu
(95,38 ng/L) ile inflamasyon grubu hiicreler (112
ng/L) arasinda anlamli bir fark bulunmus, inflama-
tuar hiicre modelinin olusturuldugu grupta IL-6 dii-
zeylerinin kontrol grubuna gore arttig1 saptanmistir
(Sekil 3, p=0,0051). MC uygulanan hiicrelerde ise IL-
6 diizeylerinin (105,8 ng/L) kontrol grubu ile benzer
oldugu (p=0,3502) gorilmiistiir (Sekil 3). Ayni se-
kilde, IL-10 diizeylerinin kontrole gore karsilastir-
masinda, inflamasyon modeli olusturulan hiicrede
IL-10 diizeyleri (163,5 pg/mL) anlamli bigimde ar-
tarken (p=0,0049), MC uygulanan hiicre grubunda
IL-10 diizeyleri (153,9 pg/mL) kontrol grubu ile ista-
tistiksel olarak benzer (p=0,3463) bulunmustur (Sekil
3). TNF-a ve iNOS diizeyleri tiim gruplarda benzer
bulunmustur (Sekil 3, p>0,05).

120 MTT Testi
100
g
5 80
<
S 60
o
Q
S 40
=3
T
20 .
*k ok
0 T T T T T J "I_l
R °
LS R A N
MC (pg/ml)

SEKIL 1: MC esansiyel yaginin farkli konsantrasyonlarinin (0-1000 pg/ml) BEAS
2B hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi.
MC: Myrtus communis L; *p=0,0049; **p=0,0001.
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SEKIL 2: IL-6, IL-10, iNOS, TNF-0,, COX-2 ve NF«B gen ekspresyon seviyeleri-
nin kontrol, inflamatuar (10 ng/mL IL-1B) ve MC uygulanan (10 ng/mL IL-1B
+15,625 pg/mL MC) gruplarda 24. saatteki degisimleri (*p=0,03070; **p=0,00032;
***p=0,00001; #p=0,000012; #p=0,000105).

*: Kontrol grubuna kiyasla bulunan anlamli farkliliklar; #: inflamatuar grubuna ki-
yasla bulunan anlamli farkliliklar; IL-6: Interlokin-6; IL-10: Interldkin-10; iINOS: Uya-
rilabilir sitrik oksit sentaz; TNF-o: Timor nekrozis faktor alfa; COX-2:
Siklooksigenaz-2; NF«B: Niikleer faktor kappa B; B-Actin: Beta aktin.
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SEKIL 3: IL-6, IL-10, iNOS ve TNF-a protein diizeylerinin kontrol, inflamatuar (10
ng/mL IL-18) ve MC uygulanan (10 ng/mL IL-1B +15,625 pg/mL MC) gruplarda
24. saatteki degisim grafigi (*p=0,0051,**p=0,0049).

*: Kontrol grubuna kiyasla bulunan anlamli farkliliklar. IL-8: interlokin-6; IL-10: in-
terlokin-10; iINOS: Uyarilabilir sitrik oksit sentaz; TNF-a: Tiimor nekrozis faktor alfa;
ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay.

I]ARﬂ$MA

Inflamasyon insan patojenleri ve viriisler dahil olmak
ilizere yabanci bir organizmaya verilen, kapsamli bir
fizyolojik yanit siirecidir. Konak savunmasinda ¢ok
onemli olmasina karsin, stimiilasyona uzun siire
maruz kalmanin bir sonucu olarak kalici inflamasyon
doku hasarmin meydana gelebilecegi kronik faza yol
acabilir. Kronik inflamasyon artrit, astim ateroskle-
roz, otoimmiin hastaliklar, diyabet ve kanseri de igine
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alan ¢ok sayida kronik hastaliga ve hatta yaslanma
stirecine katkida bulunmaktadir.**! Hiicre kiiltirii ile
yapilan inflamasyon c¢alismalarinda, inflamatuar
yolak cesitli uyaranlarla (IL-1B3, LPS, TNF-a) tetik-
lenebilmektedir. Bu uyaranlarin 3’ de kanonik
NF«B yolagini aktive ederek, proinflamatuar sito-
kinlerin ekspresyonunu upregiile eder.?”> IL-1p’nin
ozellikle akciger epitel hiicrelerinde, proinflamatuar
sitokin ve kemokinleri sentezlemek iizere uyardigi ve
inflamasyonu tetikledigi bildirilmigtir.*?*** Caligma-
mizda inflamatuar hiicre modeli olugturmak amacryla
IL-1B tercih edilmistir.

Inflamasyona bagli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan ilaclarin sinirlayici yan etkilerinden do-
lay1 dogal bilesenlere ilgi her gegen giin artmakta-
dir. MC esansiyel yaginin son yillarda ¢ok sayida
calismada antibakteriyel, antifungal, antioksidan,
antiinflamatuar, antiparaziter, hemostatik etkileri bil-
dirilmistir.'>!#+1925-27 TL-1p ile 4 saatlik muamele son-
rasinda inflamasyonun indiiklendigi insan bronsiyal
epitel hiicre hatt1 olan BEAS-2B hiicrelerinde MC
esansiyel yagmin antiinflamatuar etkilerinin arasti-
rildig1 bu ¢aligmada elde edilen bulgular, MC esansi-
yel yaginin antiinflamatuar etkileri oldugunu dogrular
niteliktedir.

Inflamasyon proinflamatuar (IL-6, TNF-a) ve
antiinflamatuar (IL-10) sitokinlerin, NFxB gibi trans-
kripsiyon faktorlerinin, INOS ve COX-2 gibi bir dizi
aracinin dahil oldugu karmasik bir siiregtir ve hiicre
dis1 mediyatorlerin, ayn1 derecede karmasik olan
hiicre i¢i sinyal mekanizmalariyla eslestirilerek kont-
rol edilir.® Calismamizda bahsi gegen inflamatuar me-
diyatorlerin, BEAS 2B hiicrelerinde inflamasyon
olusumunu takiben, MC esansiyel yagi uygulandigi du-
rumdaki ekspresyon ve protein diizey degisimleri in-
celenmistir. NFkB ve COX-2, sadece gen ekspresyonu
diizeyinde incelenmistir. NFxB’ nin major diizenleyici
olmas1 nedeniyle artmasi, beklenen ilk etkidir.2® In-
flamatuar yolaktaki bir¢ok mediyatoriin degisimi bu
noktadan sonra farklilik gosterebilmektedir. NFxB ta-
rafindan ekspresyonu uyarilan TNF-a’nin, COX-2 iize-
rinden prostoglandin E2 ekspresyonunu artirarak
inflamasyonu tetikledigi bildirilmistir.’ Bu nedenle
TNF-a diizeylerindeki degisimin COX-2 degisimlerine
yanstyacagi disiiniilerek COX-2 de NFxB gibi gen
ekspresyonu diizeyinde incelenmistir.
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Ozbeyli ve ark. 2019 yilinda ratlarda cerulein in-
diiklii akut pankreatitise karst MC yaprak ektraktla-
rinin koruyucu etkilerini arastirdiklari bir ¢aligmada,
IL-6 diizeylerini ELISA ile belirlemigler, MC uygu-
lanan grupta IL-6 diizeylerinin diistiigiinii bildirmis-
lerdir.?” Calismamizda da bu ¢alisma ile benzer olarak
IL-1B ile inflamasyonun tetiklendigi grupta kontrol
grubuna gore anlaml artig gosteren IL-6 protein dii-
zeylerinin, MC uygulanan grupta diistiigii gorilmiis-
tur.

MC meyvesinden elde edilen esansiyel yaglarin
ve bilesiklerin insan umbilikal kord damar endotel
hiicrelerinde sepsis kaynakli endotel hasar1 iizerine
etkilerinin arastirildig1 bir bagka ¢alismada MC yagi
ve MC bilesenleri kullanilmistir. Sepsis modeli olus-
turmak iizere hiicrelerin lipopolisakkarid (LPS) ile
uyarildigi ¢alismada, MC uygulanan hiicre hattinda
LPS’nin neden oldugu hasar onarilamamis; IL-6,
TNF-a gen ekspresyon seviyeleri diismemistir. Ancak
MC bilesenlerinden 1,8 sineol ve a-pinen uygulanan
gruplarda IL-6, TNF-a seviyeleri azalmigtir.*® Bu ¢a-
lismadan farkli olarak bizim ¢alismamizda MC uy-
gulanan grupta proinflamatuar belirtecler olan IL-6
ve NF«B genlerinin ekspresyonunda azalma sap-
tanmustir. IL-6 ve NFkB ekspresyon diizeylerinin
MC uygulanan grupta kontrol diizeylerine inmesi
inflamasyonun geriletildiginin bir gostergesi ola-
rak dikkat ¢ekmektedir. NFkB gen ekspresyon de-
gisimlerinin inflamatuar biyobelirte¢ olarak kabul
edildigi diisiiniilecek olursa; IL-1p ile artirilmis
ekspresyon diizeyinin kontrol diizeyine geriletil-
mis olmasi, MC yaginin anti-inflamatuar 6zelli-
gini gostermektedir.

MC esansiyel yaginin topikal olarak uygulan-
dig1 bir baska ¢alismada, farelerde IL-6, TNF-a
serum diizeylerinin diistiigii, kulak 6demini azalt-
t1g1 ve MC esansiyel yaginin antiinflamatuar akti-
vite gosterdigi bildirilmistir.3! S6z konusu ¢alisma,
metodolojik agidan farklilik gdsterse de MC esan-
siyel yaginin antiinflamatuar aktivitesi agisindan
benzer sonuglara ulasilmistir.

Calismamizda TNF-a protein diizeylerinin
gruplar arasinda anlamli bir degisim gostermedigi
saptanmistir. TNF, NF«B ile indiiklenebilir, ancak
tam aktivasyon i¢in mRNA yar1 dmriinii, pro-TNF ig-
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lenmesi ve salinimin kontrol eden ek sinyal meka-
nizmalarinin etkinlestirilmesi gerekir.*> Dolayisiyla 4
saatlik inflamasyon uyarisinin TNF-a salinimi i¢in
yetersiz kaldig1 olasi goriinmektedir.

Ozbeyli ve ark.nin yaptig1 calismada, MC uy-
gulanan grupta IL-10 diizeyleri yiikselmistir.?’
Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada ise MC uygula-
nan grupta IL-10 diizeyleri kontrole gore artis gos-
terse de istatistiksel bir anlamlilik saptanmamuistir.
Antiinflamatuar bir belirte¢ olan IL-10 diizeyleri-
nin inflamasyonun tetiklendigi grupta anlamh bir
artis gostermesinin sebebinin inflamasyonu geri-
letmek oldugunu diisiinmekteyiz. MC uygulanan
grupta ise inflamasyon gelismemesi nedeniyle IL-
10 ekspresyon diizeyleri diismiis ve kontrol grubu
ile benzer diizeylerde eksprese edilmistir. Ayni se-
kilde ELISA sonuglarimizda da inflamasyonu in-
dikledigimiz grupta IL-10 diizeyleri kontrol
grubuna gore artis gosterirken, MC uygulanan
grupta IL-10 seviyesinin kontrol grubu ile istatis-
tiksel olarak benzer bulunmusg olmasi gen ekspres-
yon verilerimizle uyusmaktadir. Ancak bahsi gecen
calismada, akut pankreatitis modeli gelistirilen rat-
larda hem 6 saatlik bir inflamasyon neticesinde
analizlerin yapilmis olmasi hem de bu analizlerin
dokudan 6rnek alinarak yapilmis olmasi ¢calisma-
mizda farkl bulgulara ulagmamiza neden olabilir.
Bu calismamiz, daha 6nce yapmis oldugumuz
A549 hiicre hattinda yeni sentezlenen benzimida-
zol tlirevlerinin antiinflamatuar etkilerini arastirdi-
gimiz ¢aligmamiz gibi hiicre kiiltlirii temelli bir
calismadir.’* Her 2 ¢alismamizda da inflamasyo-
nun geriletildigi gruplarda IL-10 diizeylerinin azal-
masi1 benzerlik gostermektedir.

iNOS ve COX-2 gen ekspresyon diizeyleri
acgisindan gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik
saptanmamis olmasina karsin COX-2 gen ekspres-
yon diizeylerinin inflamasyonu indiikledigimiz
grupta kontrole gore artis1 ve MC esansiyel yagi
uygulanan grupta kontrol seviyesine gerilemesi
dikkat ¢ekicidir. Ancak istatistiksel olarak anlamli
bir farkliligin goriillememesi nedeniyle MC yagi-
nin bir COX inhibitorii olarak antiinflamatuar etki
gosterdigini sOyleyebilmek i¢in daha farkli MC
yagi konsantrasyonlariyla ilave ¢alismalar yapil-
mas1 gerekmektedir.
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Cogu hiicre tipinde iNOS ekspresyonunun
maksimum indiiksiyonu i¢in ¢oklu sitokinin siner-
jistik etkisine ihtiyac¢ oldugu bildirilmistir.>* Ozel-
likle TNF-a, iNOS indiiksiyonunda Onemli bir
mediyatordiir. Calismamizda TNF-a ekspresyon se-
viyelerinin degismemis olmasi iNOS indiiksiyonunu
kisitlayict bir faktor olarak degerlendirilmistir.

1 SONUC

Yapmis oldugumuz bu calismada, MC yaginin,
IL-1PB ile uyarilmis saglikli insan bronsiyal epitel
hiicrelerindeki proinflamatuar sitokinlerin eks-
presyonunu inhibe ederek antiinflamatuar etki gos-
terdigini saptadik. Giiglii bir antiinflamatuar etkiye
sahip olan MC esansiyel yaginin potansiyel bir te-
rapdtik ajan olarak degerlendirilebilmesi igin farkl
konsantrasyon ve uygulama siirelerinin de dahil
edildigi daha fazla aragtirma yapilmas1 gerekmek-
tedir.
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