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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Ag :Antijen

Ab :Antikor

ABD/USA :Amerika Birlesik Devletleri (United States of America)
AM : Alveolar Makrofajlar

ANOVA :Varyans Analizi (Analysis of Variance, istatistiksel hipotez
testi)

APC :Antijen Sunan Hiicreler

ATCC :Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Cultre
Collection)

ARB :Asit Direncli Basil

BD BACTEC MGIT 960  :Mikobakterilerin Biiylimesini Tespit Eden Otomatik Sistem
(Becton Dickinson firmasi tarafindan gelistirilmistir).

BMDC : Kemik iligi Kaynakli Dendritik Hiicre

CD4+ :Cluster of Differentiation 4 (T lenfosit hiicrelerinde makrofaj
aktivasyonu saglar)

cDNA :Komplementer DNA (Complementary DNA, ters
transkriptaz enzimi ile RNA'dan sentezlenir)

COX-2 :Siklooksijenaz-2 (Inflamasyonda gorevli enzim)

CXCL1 :C-X-C Motif Ligand:1 1 (Kemokin ailesinden; inflamasyon
ve kemotakside gorevli)

CYP1Al :Sitokrom P450 1A1 (Ilag metabolizmasi ve toksinlerin
detoksifikasyonunda gorevli enzim)

DC : Dendritik Hiicreler

DMSO :Dimetil Siilfoksit (Dimethyl Sulfoxide) (Coziicii ve hiicre
gecirgenligi artirict)

EU :Avrupa Birligi (European Union)

Egr-1 :Erken Biiylime Yanit1 1 (Early Growth Response 1)
(Hiicresel biiyiim ve farklilasmada rol oynayan transkripsiyon faktor)

FBS :Fetal Sigir Serumu (Fetal Bovin Serum) (Hiicre Kiiltiirii
ortamlarinda besin destegi)

GSH :Glutatyon

HDL . Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein

HEPES :N-(2-Hidroksietil)piperazin-N'-(2-etan siilfonik asit) (hiicre
kiltlir ortamlarinda pH dengeleyici tampon)

HMG CoA . 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A

ICAM-1 : hiicreler aras1 yapisma molekiilii 1

IDO : Indolamin 2,3-dioksijenaz

IL-1 :Interldkin 1 (Bagisiklik ve inflamasyon yanitinda etkili
sitokin)

IL-1B :Interlokin 1 Beta (Bagisik yanit1 regiile eden enflamatuar
sitokin)
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IL-6
sitokin)
CXCL1 (IL-8)

sorumlu sitokin)

IL-10
IL-12
sitokin)
IL-27
mMRNA
IFN
grubu)
IFN-y
INOS
gorevli enzim)
izO
JNK
LDL
LJ
ortami)
LIK
antioksidan)
LIN
MDR
Mtb
MGIT

Growth Indicator Tube)

MTT

kullanilan kimyasal)

NK

Nrf-2
NF-xB
NO

OA
OXPHOS
PGE2

:Interlokin 6 (Proinflamatuar ve antienflamatuar etkili
:Interlokin 8 (Né&trofillerin kemotaksi regiilasyonundan

:Interlokin 10 ( Antienflamatuar sitokin)
:Interldkin 12 ( T hiicrelerinin aktivasyonundan sorumlu

:Interldkin 27 (Proinflamatuar ve immiin regiilatdr sitokin)
: enflamatuar protein-2 i¢in haberci RNA
:Interferon (Bagisik yanitin regiilasyonundan sorumlu sitokin

: Interferon-Gama
:Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (Nitrik oksit iiretiminde

:Izoniazid (Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan temel ilac)
:c-Jun-n-terminal kinaz

: Diistik Yogunluklu Lipoprotein

:Lowenstein-Jensen (Tiiberkiiloz i¢in kullanilan kat1 kiiltiir

:Likopen (Kirmiz1 meyve ve sebzede bulunan giiglii

:Linalool (Terpen)

:Coklu Ilaca Direng¢ (Multidrug-Resistant)
:Mycobacterium tuberculosis
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PRR

RA

Raw 264.7
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:Patern Tanima reseptorU
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:Yaygin ilaca Diren¢ (Extensively Drug-Resistant)
:Gram (kiitle birimi)
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:Mikrolitre (hacim birimi; 107 litre)
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OZET

Konak Makrofajlarinda Mikobakteriyel Enfeksiyonlara Karsi Dogal ve
Sentetik Terapotik Bilesiklerin Antimikobakteriyel Aktivitesinin ve
Molekiiler Mekanizmalarinin Degerlendirilmesi

Mycobacterium tuberculosis, insan dlimlerine yol acan en 6nemli patojenlerden
biridir. Ozellikle son yillarda ilag direngli suslarin yayginlasmasi, mevcut terapdtiklere
alternatif yeni ila¢ arastirmalarini kaginilmaz hale getirmistir. Bu ¢alismada, standart anti-
tiiberkiilozik ajanlar ile dogal ve sentetik bilesiklerin etki ve diren¢ mekanizmalarini
aydinlatarak yeni tedavi stratejileri gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla mikobakterilerin
konak hiicre enfeksiyon siirecindeki etkilerini anlamak ve degerlendirmek amaciyla standart
ilag olarak izoniazid ve rifampisin kullanilirken, bilesik gruplarinda likopen, linalool,
rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asitin etkileri degerlendirilmistir. Sitotoksisite testleri
icin Vero hiicre hatti, enfeksiyon modeli icin Raw 264.7 hiicre hatt1 ve mikobakteriyel
enfeksiyon i¢cin M. avium susu kullanilmistir. Hiicre sitotoksisitesi MTT yontemiyle
Ol¢iilmiis, proenflamatuar sitokin (IL-6, CXCL1 (IL-8), IL-1B, TNF-a, IL-12 (P40)), anti-
enflamatuar (IL-10, IL-27), enflamatuar siireglerde rol oynayan enzim genleri (CYP1AI,
COX-2, iNOS) ile transkripsiyon faktorii Egr-1 geninin ekspresyon seviyeleri ise RT-PCR
ile analiz edilmistir.

M. avium ile enfekte edilen Raw 264.7 hiicrelerinde yapilan gen ekspresyon analizleri
hem kontrol grubuyla hem de dogal bilesiklerle tedavi edilen gruplar arasinda onemli
farkliliklar gostermistir. Oleik asit tedavisi, IL-1p, IL-6 ve TNF-a gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna kiyasla belirgin bir azalma saglamistir. Kontrol grubunda IL-18
ekspresyonu 2.4 kat artarken, oleik asit grubunda bu artis 1.22 kat ile sinirli kalmigtir
(p<0.0001). Benzer sekilde, IL-6 ve TNF-a ekspresyonlari kontrol grubunda daha
yiiksekken, oleik asit tedavisi bu genlerde sirasiyla 0.42 kat ve 1.75 kat artigla daha diisiik
seviyelerde regiilasyon saglamistir. IL-12 ekspresyonu ise oleik asit grubunda 25.61 kat
artarken, kontrol grubunda bu artig 21.36 kat olarak dl¢lilmiistiir. Proinflamatuar sitokinlerin
genel ekspresyonu, dogal bilesiklerle tedavi edilen gruplarda kontrol grubuna kiyasla gii¢li
sekilde regiile edilmistir. Ornegin, CYP1A1 gen ekspresyonu kontrol grubunda 2.86 kat
artarken, izoniazid grubunda 4.10 kat ve rifampisin grubunda 2.84 kat artig gostermistir.
COX-2 gen ekspresyonu kontrol grubunda 6.12 kat artig gosterirken, izoniazid ve rifampisin
tedavi gruplarinda bu artislar sirasiyla 3.78 kat ve 3.85 kat olarak tespit edilmistir. INOS gen
ekspresyonu kontrol grubunda 12.56 kat artis gostermis, dogal bilesiklerle tedavi edilen
gruplarda ise bu artis daha diisiik seviyelerde saptanmustir. Ozellikle likopen, rosmarinik asit,
rosuvastatin ve oleik asit ile tedavi edilen gruplarda iNOS ekspresyon artislari sirasiyla 9.92
kat, 7.12 kat, 8.75 kat ve 9.25 kat olarak belirlenmistir. IL-10 gen ekspresyonu kontrol
grubunda azalma egilimi gosterirken, dogal bilesik tedavi gruplarinda anlamli bir artis
saglamistir. Bunun yaninda, IL-12 ekspresyonu dogal bilesiklerin kullanildigi gruplarda
standart ilaclara kiyasla daha diisiik seviyelerde artig gostermistir.

Bu ¢alisma, M. avium enfeksiyonunun tedavisinde hem standart ilaglarin hem de
dogal bilesiklerin enflamatuar yanit {izerindeki diizenleyici etkilerini ortaya koymustur.
Antibakteriyel ilaglarin etkinliginin, konak hiicre immiin yanitinin regiilasyonu ile dogrudan
iliskili oldugu belirlenmistir. Ozellikle proenflamatuar sitokinlerin regiile edilmesi,
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enflamatuar yanitin kontrol altina alinmasi ve antienflamatuar genlerin ekspresyonunun
artirilmasi, mikobakterilerin makrofajlar iginde hapsedilmesi veya yok edilmesinde kritik
oneme sahiptir. Dogal bilesiklerin (likopen, rosmarinik asit, linalool, rosuvastatin ve oleik
asit) proenflamatuar gen ekspresyonunu diizenledigi ve inflamasyon siirecini dengeledigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar, dogal bilesiklerin standart tedavilere destekleyici ajanlar olarak
eklenmesiyle ilag direncinin kirilmasinda ve ¢oklu ilag direngli tiiberkiiloz vakalarinin tedavi
basarisinda artis saglanabilecegini gostermektedir. Gelecekte yapilacak klinik ¢aligsmalar, bu
yaklagimlarin dogrulanmasi ve gelistirilmesi agisindan énemlidir.

Anahtar kelimeler: Raw 264.7, Hiicre Kiiltiirii, M. avium, Tedavi, {la¢ Direnci.
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ABSTRACT

Evaluation of the Antimycobacterial Activity and Molecular Mechanisms
of Natural and Synthetic Therapeutic Compounds Against Mycobacterial
Infections in Host Macrophages

Mycobacterium tuberculosis is one of the most important pathogens that cause
human deaths. Especially in recent years, the prevalence of drug-resistant strains has made
new drug research as alternatives to existing therapeutics inevitable. In this study, we aimed
to develop new treatment strategies by elucidating the mechanisms of action and resistance
of standard anti-tuberculosis agents and natural and synthetic compounds. For this purpose,
isoniazid and rifampicin were used as standard drugs to understand and evaluate the effects
of mycobacteria on the host cell infection process, while the effects of lycopene, linalool,
rosmarinic acid, rosuvastatin and oleic acid were evaluated in compound groups. Vero cell
line was used for cytotoxicity tests, Raw 264.7 cell line for infection model and M. avium
strain for mycobacterial infection. Cell cytotoxicity was measured by MTT method and
expression levels of pro-inflammatory cytokines (IL-6, CXCL1 (IL-8), IL-1pB, TNF-q, IL-12
(P40)), anti-inflammatory (IL-10, IL-27), enzyme genes involved in inflammatory processes
(CYP1AL, COX-2, INOS) and transcription factor Egr-1 gene were analyzed by RT-PCR.
While 1soniazid and rifampicin were used as standard drugs, the effects of lycopene, linalool,
rosmarinic acid, rosuvastatin, and oleic acid were evaluated in natural compound groups.

Gene expression analyses performed in Raw 264.7 cells infected with M. avium
showed significant differences between the control group and those treated with natural
compounds. Oleic acid treatment caused a significant decrease in IL-13, IL-6, and TNF-a
gene expressions compared to the control group. While IL-1p expression increased 2.4-fold
in the control group, this increase was limited to 1.22-fold in the oleic acid group (p<0.0001).
Similarly, IL-6 and TNF-o expressions were higher in the control group, while oleic acid
treatment regulated these genes at lower levels with 0.42-fold and 1.75-fold increases,
respectively. IL-12 expression increased 25.61-fold in the oleic acid group, while this
increase was 21.36-fold in the control group. The overall expression of proinflammatory
cytokines was strongly regulated in the groups treated with natural compounds compared to
the control group. For example, CYP1A1 gene expression increased 2.86-fold in the control
group, 4.10-fold in the 1soniazid group, and 2.84-fold in the rifampicin group. COX-2 gene
expression increased 6.12-fold in the control group, while these increases were determined
as 3.78-fold and 3.85-fold in the 1soniazid and rifampicin treatment groups, respectively.
INOS gene expression increased 12.56-fold in the control group, while this increase was
lower in the groups treated with natural compounds. In particular, iINOS expression increases
were determined as 9.92-fold, 7.12-fold, 8.75-fold, and 9.25-fold in the groups treated with
lycopene, rosmarinic acid, rosuvastatin, and oleic acid, respectively. While IL-10 gene
expression tended to decrease in the control group, it provided a significant increase in the
natural compound treatment groups. In addition, IL-12 expression increased at lower levels
in the natural compound groups compared to standard drugs.

This study revealed the regulatory effects of standard drugs and natural compounds
on the inflammatory response in treating M. avium infection. It was determined that the
effectiveness of antibacterial drugs is directly related to the regulation of the host cell's
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immiine response. In particular, regulating proinflammatory cytokines, controlling the
inflammatory response, and increasing the expression of anti-inflammatory genes are critical
in trapping or eliminating mycobacteria within macrophages. It has been observed that
natural compounds (lycopene, rosmarinic acid, linalool, rosuvastatin, and oleic acid)
regulate proinflammatory gene expression and balance the inflammatory process. These
results indicate that adding natural compounds as supportive agents to standard treatments
can increase the success of breaking drug resistance and treating multidrug-resistant
tuberculosis cases. Future clinical studies are essential for the validation and development
of these approaches.

Keywords: Raw 264.7, Cell Culture, M. avium, Treatment, Drug Resistance.
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1. GIRIS

Kiiresel niifusun ticte biri Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ile enfektedir, ancak
bunlarin yalnizca %5-10'unluk dilimindeki insanlarda aktif enfeksiyon gelismektedir.
Tiiberkiiloz (TB) enfeksiyonu 6zellikle az gelismis veya gelismekte olan tilkelerde daha sik
goriilmektedir. Diinya ¢apinda yilda 10 milyondan fazla yeni vakalarin teshisi ile TB biiyiik
bir kiiresel saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'niin 2023 yilinda
yaymladigi Kiiresel Tiiberkiiloz Raporuna gore, COVID-19'dan sonra TB'nin tek bir
enfeksiydz ajandan kaynaklanan ikinci 6nde gelen 6liim nedeni oldugunu vurgulamaktadir
(Diinya Saglik Orgiitii, 2023). Kismen etkili bir asinin bulunmasina ve makul derecede etkili
ancak uzun bir ilag tedavisine ragmen, bu hastalik her yil bir (1) milyondan fazla insan
Olimiine yol agmaktadir. Dogru ve erisilebilir tam1 araglari, daha kisa TB tedavisinin
baslatilmasi ve daha etkili bir aginin tiimii, TB'nin kiiresel yiikiinii azaltmaya yonelik 6nemli

ilerleme kaydetmek igin gereklidir (Hoft ve Abate, 2016).

Cok sayida viriilans faktoriine sahip bu etkenin patojenitesinde en dnemli yapi hiicre
duvari olup; mevcut antibiyotik rejimlerinin ¢ogunda bu yapinin sentezinde rol oynayan
enzimler hedef alinmaktadir (Abuhammad, 2017). Tiiberkiiloz tedavisinde birinci basamak
ilaglar olarak “etambutol, izoniyazid, rifampisin ve pirazinamidden” olusan antibiyotik
kombinasyonlar uzun yillardir kullanilmaktadir (Diinya Saglik Orgiitii, 2018). Bu ilaglar
yarim asirdan daha fazla kullanildigindan dolayi, hedef enzimlerde veya ila¢ aktivasyon
yollarinda mutasyonlar bulunan ¢oklu ilaca direngli suslar (MDR) gelismistir. Birinci
basamak ilaglara direngli kokenlere karsi ikinci basamak ila¢ (kinolon, kapreomisin,
etionamid ve streptomisin gibi) kombinasyonlar1 ile alternatif tedavi secenekleri
olusturulmustur (Diinya Saglik Orgiitii, 2012). Ne yazik ki, ikinci basamak ilaglara da ek
direncli olan yaygin ilag¢ direngli (XDR) suslarin da ortaya ¢ikmasi tedaviyi daha zor hale
getirmektedir (Diinya Saglik Orgiitii, 2012). Bu durum yeni etkili ilaglar ve hedefler bulma
cabalarinin yogunlagsmasina yol agmistir. Mevcut ilaglarin ¢cogu ve gelistirilmekte olan
ilaglar hiicre duvarmi hedeflemekte olup ila¢ inhibisyonunun ve direncinin biyosentez
yollar1 ve mekanizmalarinin anlagilmasi yeni ilag arastirmalart ve gelistirilme ¢alismalari
icin son derece onemlidir (Abuhammad, 2017; Dao ve ark., 2008; Fratti ve ark., 2001;
Lopez-Marin, 2012).



Tiiberkiiloz tipik olarak enfekte kisiden aerosol yoluyla yayilan bir akciger
hastaligidir. Bakteri yeni bir konagin akcigerine girdiginde; enfeksiyonun bagisiklik sistemi
tarafindan temizlenmesi, primer enfeksiyonun gelismesi ve/veya enfeksiyon olusumunun
sonraki donemlere ertelenmesi olmak tizere ti¢ olasilik s6z konusudur. Alveolar makrofajlar
Mtb'in karsilastigi ilk hiicreler oldugundan, makrofajlarla in vitro ¢alisma, Mtb'in temel
biyolojisini, patojenik mekanizmalarint ve makrofajin mikobakterisidal &zelliklerini

anlamak i¢in vazgegilmezdir (Lin ve Flynn, 2010).

Enfeksiyonda proenflamatuar iliskili makrofajlar tarafindan {iretilen en Onemli
sitokinler arasinda IL-6, IL-1pB, IL-8, IL-10, IL-12, IL-27 ve TNF-a gibi pro- ve anti-
enflamatuar sitokinler sayilabilir (Choi ve ark., 2019; Jang ve ark., 2021; Mondal ve ark.,
2020; Paramita Pal ve ark., 2023). Bunun yaninda CYPIAIl, iNOS ve COX-2 gibi
enflamatuar enzim genleri ve Egr-1 gibi transkripsiyon faktorleri de konak yanitinda 6nemli
immiin regiilator genleri olup tedavi bu genlerin ekspresyonlarinin arttirilmasi ve/veya
inhibe edilmesi dogrudan hastaliga verilen yanitla iliskilidir. Bu yanit hastaligin ya da
patojenin konaktaki progresyonunu etkilemektedir (Chen ve ark., 2025; Pan ve ark., 2022;
Pang ve ark., 2023; Z. Wang ve ark., 2024; Wu ve ark., 2021). Ideal olarak mikroorganizma
fagozolizozomal fiizyonla inaktive edilmekte, parcalanmakta ve antijen sunan hiicreler
olarak makrofajlar tarafindan Mtb peptid ve lipidlerin dontisiimii gerceklesmektedir.
Etkilesimlerin sonucunda spesifik bir adaptif bagisiklik tepkisi gelismektedir. Bu nedenle
Mtb ve makrofajlar arasindaki primer karsilagma sonraki bagigiklik tepkisini
belirlemektedir. Enfeksiyon siirecinde bagisiklik sistemi bakterinin graniilomda tutulmasin

ve/veya ortadan kaldirilmasini hedeflemektedir (Ottavi ve ark., 2022).

M.tuberculosis’in iiretilmesi igin en yaygin olarak tercih edilen hiicre hatlari insan
veya hayvan orijinli monosit ve makrofaj (RAW 364.7, U937 ve THP-1 gibi) hiicre
hatlaridir. Konak hiicre; yiizey ve hiicre i¢i tanima reseptorleri aracilifiyla bir dizi M.
tuberculosis ligandin1 tanimakta ve proenflamatuar sitokin yanitini1 baslatmaktadir (Du ve
Low, 2001; Keiser ve Purdy, 2017; Sada-Ovalle ve ark., 2018). TNF ve IFN'nin Mtb'e kars1
bagisikliktaki rolleri iyi tamimlanmistir(Ren ve ark., 2021). Makrofajlarin Mtb ile
enfeksiyonu sirasinda IL-1 tiretimi uyarilir (Stanley ve ark., 2007) .

M. tuberculosis glikolipidlerin makrofajlar ve diger APC (antijen sunan hiicreler)’ler

tarafindan T hiicrelerine ve dogal 6ldiiriicii (NK) T hiicrelerine spesifik sunumu, adaptif



bagisiklik sistemi tarafindan taninmanin kritik bir bilesenidir. Makrofaj Mtb enfeksiyonu
baglaminda konak hiicrede en ¢ok ¢aligilan hiicre tipi olmasina ragmen, mikroorganizmay1
ortadan kaldirmak ve patojene sonraki maruziyetlere karsi bagisik kilmak i¢in birden fazla
hiicre olaya dahil olmaktadir. Notrofiller, epitel hiicreleri, T hiicreleri ve NK hiicreleri dahil
olmak tizere ilk enfeksiyon sirasinda diger hiicre tipleriyle karsilagsmaktadir ((Eum ve ark.,
2010; Orme ve Basaraba, 2014).

Cesitli ¢alismalarda in vitro kiiltiir modelleri nétrofillerin mikobakterisid kapasitesi
incelenmis, bazi ¢alismalarda opsonize Mtb'in yutulmayi takiben nétrofiller tarafindan
oldirilmedigi gosterilmistir (Corleis ve ark., 2012; DENIS, 1991). Baz1 ¢alismalarda ise
notrofillerin Mtb'i 6ldiirdiigii veya Mtb replikasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Corleis ve
ark., 2012). Literatiirdeki ¢alismalardan da anlasilacagi gibi mikobakterilerin konakta
infeksiyon olusturma mekanizmasi, konak yanitina gosterilen direng ve tedavi zorluklari gibi
sorunlarin tamami molekiiler mekanizmanin anlasilmasindan gecmektedir. Bu sebeple bu
proje calismasinda mikobakteriyel sus olarak kullanilacak olan M. avium kdkeni ile enfekte
edilen monosit hiicre kiiltiiriinde ilag varliginda/yoklugunda enflamatuar ve antienflamatuar
sitokin davranislar1 incelenerek, boylece ilag diren¢li mikobakterilere karsi yeni ve aktif
molekiillerin arastirilmasinda ve degerlendirilmesinde bilimsel bir algoritma olusturulmasi
amaclanmistir. Ayrica bu calismada 6zellikle son yillarda artan tiiberkiiloz ilag¢ direnci
sebebiyle immiin regiilasyonda rol oynayabilecegi ¢esitli ¢alismalarda bildirilen bazi
fitokimyasallarin (likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit) immiin
regiilasyondaki etkinliklerinin molekiiler mekanizmasinin izah edilmesi de amacglanmistir.
Buradaki amag¢ enfekte konakta patojenin graniilomlar olusturularak hapsedilmesi,
graniilomlarda yok edilmesi veya graniilomlarda cogalarak akut enfeksiyonun olugmasi
proseslerinde immiin regiilasyondaki etkinliklerinin aragtirilmasidir. Bu amacgla M. avium
standart susu ile enfekte edilen RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda Likopen (LIK), Linalool
(LIN), Rosmarinik Asit (RA), Rosuvastatin (RS) ve Oleik Asit (OA)’in M. avium’un
replikasyonu ve ilag¢ etkinlikleri tizerindeki olas1 etkinlikleri ile kombine kullanimlarinda

adaptif ya da sinerjistik etkinliklerinin varligi da arastirilmistir.

Biz bu ¢alismada mikobakterilerin konak hiicreyi enfekte etme siirecinde rol oynayan
bazi proenflamatuar [IL-6, CXCL1 (IL-8), IL-1B, TNF-a ve IL-12 (P40)] ve antienflamatuar (IL-

10, IL-27) sitokin genleriyle, enflamatuar stireglerde énemli rol oynayan enzim genleri (CYP1AL,



COX-2 ve INOS)’nin ile gen ekspresyonlarinda bir transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan Egr-
1 geninin ekspresyon seviyelerini belirlemeyi, boylece ilag etki mekanizmasini izah etmeyi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Mycobacterium tuberculosis ve Tiiberkiiloz Enfeksiyonu

Tiiberkiiloz hastalig1 en az insanlik tarihi kadar eski, tarih boyunca varligini siirdiiren
ve diinyada hala 6nemli bir saglik sorunu olusturan ciddi bir enfeksiyon hastaligidir. Binlerce
yil dncesinden kalan Misir mumyalarinda Mycobacterium tuberculosis izlerine rastlandig
bildirilmistir. Son yillarda yapilan molekiiler genetik ¢aligmalar Mtb'nin milyonlarca yil

once evrimsel bir kokene sahip olabilecegini gostermistir (Cristina ve ark., 2005).

Mikobakteriler, konak fizyolojisini etkileyebilecek yaglar ve glikolipidler
salgilayarak diger bakterilerle benzer ozellikler gosterebilir. Mikobakteriyel lipidler ve
glikanlar, hiicre duvarinin dayanikliligini arttirirken, konak savunma mekanizmalarina karsi
asilmast zor bir bariyer olusturur. Bu lipidler arasinda en dikkat ¢ekici olanlardan biri
mikolik asitlerdir. Mikolik asitler, 60-90 karbon uzunlugundaki zincirlerden olusan yag
asitleridir ve mikobakterilerin dis zarinda bulunurlar. Bu yapilar, arabinogalaktan tabakasina
bagl sekilde veya kapsiil igerisinde serbest halde yer alabilir. Hiicre duvariin bu yiiksek
lipid igerigi sayesinde, mikobakteriler “mikomembran” adi verilen 6zel bir yapi ile
karakterize edilir (Ojha ve ark., 2008). Mikobakterilerin hiicre duvari; yavas tireme hizlari,
deterjanlara ve yaygin antibiyotiklere kars1 direng, konak bagisiklik sistemine kars1 koyma
yetenegi ve antijenik Ozellikler gibi karakteristik 6zelliklerin temelini olusturur. Ayrica,
karmagik lipid tabakas1 nedeniyle klasik anilin bazli boyalarin hiicre igine gegisi zorlasir. Bu
nedenle mikobakterilerin “Gram Boyama” yontemiyle goriiniir hale getirilmesi giigtiir
(Kremer ve Besra, 2004). Hiicre duvari yapilari, bakterilerin aside ve alkole karsi direngli
olmasini saglar. Bu ylizden mikobakteriler “aside-alkole direngli” bakteriler olarak
simiflandirilir. Mikobakteriler; comak sekilli, aerobik ve spor olusturmayan bakterilerdir. M.
leprae disinda ¢ogu mikobakteri tiirli, yumurta saris1 veya oleik asit gibi yag asitlerinden
zengin besiyerlerinde kolaylikla iireyebilir. Ureme igin gerekli optimum sicaklik ise tiire
bagli olarak 30°C ile 45°C arasinda degisiklik gosterebilir (Brown-Elliott ve Wallace, 2015;
Heifets ve Desmond, 2004).

Giiniimilizde 200'den fazla mikobakteri tiirii tanimlanmistir ve bunlarin biiyiik bir

kismui saprofit olarak yasamlarini siirdiirtir. M. tuberculosis pulmoner akciger tiiberkiilozuna



yol agan Mtb kompleksinin bir iiyesi olup bu kompleks i¢inde benzer klinik tablo olusturan
Mtb disinda M. bovis, M.africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae ve M. canetti
tirleri de yer almaktadir. Bu tiirlerin tamamui patojenik suslar olarak akciger tiiberkiilozuna
yol agmakta ve birbirleri ile genetik yakinlik igindedir. S6zgelimi M. tuberculosis ve M.
bovis arasinda yalnizca %0.05'ten daha az diisiik genetik farklilik oldugu bildirilmistir. M.
bovis major olarak sigirlarda tiiberkiiloza yol agsa da insanlar ve diger memeli tiirlerde de
benzer klinik tablo olusturabilmektedir (K. A. Cohen ve ark., 2019; Garnier ve ark., 2003).
M. leprae, ciltte lezyonlarla kendini gosteren kronik graniilomatéz bir hastaliga neden
olurken, M. ulcerans ise kisa siirede ilerleyen iilsere lezyonlarla karakterize nekrotizan cilt
ve yumusak doku enfeksiyonlarina yol agar. M. avium ve diger tiiberkiiloz disi
mikobakteriler (TDM), 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde hastaliga sebep
olabilir. Bu tiirler, genellikle akut immiin yetmezlik sendromu (AIDS) hastalarinda
enfeksiyon etkeni olarak ortaya ¢ikar. Diger bircok TDM’ler ise insanlarda nadiren hastalik

olusturur (Mcnabe ve ark., 2011).

M. tuberculosis'nin Robert Koch tarafindan 1882 yilinda ilk kez tanimlanmasindan
bu yana, dnlenmesi ve tedavisinde onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bacillus Calmette-
Guérin (BCQG) asisinin ortaya ¢ikmasi ve streptomisinin tanitilmasi, TB enfeksiyonunun
onlenmesi ve kemoterapisinde yeni bir donemi baslatarak TB kontroliiniin manzarasini
kokten degistirmistir (Bloom, 2023; Cambau ve Drancourt, 2014). Bu gelismeler, mevcut
standart 6 aylik tedavi rejiminin temelini olusturan kombinasyon tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine yol agmistir (Nahid ve ark., 2019). Onemli bir halk saglig problemi olup
diinyada olduk¢a yaygin enfeksiyonlardan biri olan TB giinlimiizde diinyanin giindemine
yeniden alinmasindaki iki onemli faktorden birincisi Mtb suslarinin en etkili (birinci
basamak) anti-TB ilaglarina kars1 artan direng ikincisi ise HIV enfeksiyonu basta olmak
tizere imminsupresif konaklarda hastalik tablosunun yaygin olarak olugmasidir (Diinya
Saglik Orgiitii, 2018). Hastaligm son yillarda ciddi oranlarda artis gdstermesinin sebepleri
arasinda ise diinyanin artan niifusu, az gelismis ya da yoksul iilkelerde vaka tespit sisteminin
zay1flig1 ya da hi¢ olmayis1 olarak belirtilmektedir. Ayrica, tespit edilen vakalarin tedavi
siirecine diizenli uyum saglamamasi, savaslar veya kithik nedeniyle yiliksek endemik
ilkelerden gog, fakirlik, evsizlik, kalabalik kamu alanlarinda aktif bulas ve uyusturucu

bagimlilig1 gibi ¢ok ¢esitli sebepler enfeksiyonun yayilmasinda 6nemli faktorler arasindadir.



Bulasta toplum i¢in en 6nemli yayicilar ise 6zellikle balgamda aside direngli basiller tagiyip

basil ¢ikaran hastalardir (Ahmad, 2011).

M. tuberculosis bulaginda insanlarin yaklasitk %10'unda klinik tablo ortaya
¢ikmaktadir. Enfekte bireylerin biiyilk kisminda immiin sistemleri TB basillerinin
yayilmasini engelleyerek bakterinin ¢ogalmasini inhibe eder. Enfekte bireylerin ise sadece
yaklagik %10 kadarinda tamamen temizlenme goriiliir. Primer enfeksiyon meydana
gelmeyen konaklarin yaklagik %90’1inda ise immiin yanit enfeksiyonu kontrol altinda
tutmaktadir. Kontrol altinda tutulan bu basillerin bagisiklik hiicrelerinin  dldiiriicii
mekanizmalarindan (fagozom-lizozom fiizyonu, MHC smif I ve II molekiilleriyle antijen
sunumu, nitrik oksit tiretimi gibi) kagmay1 basarabilmesi dormant kalmasi ya da latent
enfeksiyon olusturmasi ile iliskilidir. Ilerleyen donemde konakta dormant dénemdeki
basiller; bir enfeksiyon metabolik hastalik veya ileri yaslanma gibi immiin yanitin bozuldugu
durumlarda reaktive olabilmekte ve aktif tiiberkiiloz hastaligini olusturabilmektedir

(Ahmad, 2011; Dye ve ark., 1999).

Diinya Saglik Orgiitii'niin verilerine gore diinya geneli niifusunun yaklasik 1/3’iiniin
basille enfekte oldugu bu enfekte konaklarin yaklagik %5-10 kadarinin yagamlar: boyunca
aktif tiiberkiiloz hastaligina yakalandigi tahmin edilmektedir. Bu durum AIDS sendromu
gelisen HIV pozitif hastalarda hastalignr gelistirme oraninin %50’lere kadar ¢iktigi
bildirilmistir (Diinya Saglik Orgiitii, 2019).

TB esas olarak bir akciger hastaligi olup dissemine hastalik tablosu ciddi tablolar
olusturmaktadir. Enfeksiyon sirasinda Mtb ile akciger bagisiklik hiicreleri arasinda primer
etkilesim gerceklesir. M. tuberculosis baslangigta alveolar makrofajlar1 ve daha sonra ise
yeni olusan interstisyel makrofajlari enfekte eder (Fend ve ark., 2007; Smith ve ark., 2004).
Bunun yaninda Mtb; dentritik hiicreler (DC), nétrofiller ve solunum epitel hiicreleri,
fibroblastlar, lenfatik endotel hiicreleri, adipositler ve hematopoetik kok hiicreler gibi
miyeloid olmayan hiicreler dahil olmak iizere bir dizi hiicreyi de enfekte edebilmektedir.
Mikroroganizmanin hiicre dis1 kalicilik siiresi bilinmese de canliligini siirdiirebilmektedir.
M. tuberculosis'nin konak hiicre ile olan etkilesimi hastaligin progresyonunda oldukca
onemlidir (Cardona, 2007; Cardona, 2009).



2.2 Mycobacterium tuberculosis-Makrofaj Iliskisi

Inhale edilen Mycobacterium tuberculosis, spesifik fagositik ve patern tanima
reseptorleri (PRR) aracilifiyla alveolar makrofajlar (AM) tarafindan fagosite edilerek
akciger distal hava yollarina gider (Lin ve Flynn, 2010; Simmons ve ark., 2018). M.
tuberculosis ile enfekte olmus AM'ler ve DC’ler, enfeksiyonun erken asamalarinda rol
oynayarak adaptif immiin yaniti baslatirlar. Enfekte olan alveolar makrofajlar, alveolar
keseden interstisyel bosluga go¢ ederek yerlesmenin yanisira DC’lerle birlikte akcigerden
drene olan lenf nodlarina go¢ eder ve burada T ve B hiicrelerini hazirlayarak aktive eder,
boylece enfeksiyonun ilerlemesini sinirlamaya yardimer olabilirler (Shaler ve ark., 2012).
Gog eden makrofajlar, ilk asamada fagositozdan kagista basarili olan Mtb’ler hiicreler
tarafindan fagosite edilmesi sonucu immiin hafiza olusabilir (Cohen ve ark., 2022; Cronan,
2022).

Graniilom olusma mekanizmasinda ise mikroorganizmanin fagositozdan kacis
sonrast makrofajlar diger immiin sistem hiicrelerinin akciger gocili icin bir sinyal akisi
olusturmaktadir. Bu siiregte akcigere ulagan immiin hiicreler enfeksiyon bolgesini ¢evreler
ve makrofajlar dahil olmak iizere ¢oklu hiicre tiplerinden olusan karakteristik tiiberkiiloz
graniilom olusumu gergeklesir (Mcnabe ve ark., 2011). Alveolar makrofaj graniilomu bir¢ok
farkli sekilde olabilir, ancak genellikle kiiresel bir yap1 halinde organize olmus makrofajlar
ve lenfositlerden olusur. Klasik kazedz graniilom, makrofaj katmanlariyla ¢evrili, merkezi
nekrotik bir alandan olusur ve bu alan daha kiiclik bir lenfosit seritleriyle ¢evrilidir.
Lenfositik serit hem CD4+ hem de CD8+ T hiicreleri igerebilir, ancak plazma hiicreleri de
dahil olmak iizere B hiicreleri de belirgindir. Graniilomlarda nétrofiller, DC ve fibroblastlar

dahil olmak tizere ¢ok sayida baska hiicre tipi de bulunabilir (Fallahi-Sichani ve ark., 2013).

Konake¢r merkezli bakis agisina gore graniilomun rolii enfeksiyonu kontrol altina
almak, basilleri yok etmek ve enfeksiyonun patolojisini sinirlamaktir. Graniilomun hastalia
kars1 etkili bir bariyer olabilmesi, yani konagin basili tamamen ortadan kaldirmasina ya da
latent enfeksiyon olarak kalmasini saglayacak sekilde bakteriyel replikasyon tizerinde yeterli
kontrolii siirdiirmesine izin vermesi i¢in yeterli sekilde islev gormesi 6nemlidir. Mikobakteri
merkezli bakis agisindan graniillom ise Mtb graniilom i¢inde yillarca varligimn siirdiirecek
sekilde evrimlesmistir ve ilk enfeksiyondan onlarca yil sonra reaktivasyon TB'sine neden

olabilir. Dolayisiyla graniilom, basil i¢in bir hayatta kalma stratejisidir. Ayrica graniilomun



neden oldugu patoloji, enfeksiyonun yeni bir konaga etkili bir sekilde aktarilmasi igin
gereklidir. Dolayisiyla graniilom, hem konagin savunma mekanizmasi hem de TBC

enfeksiyonu igin kritik rol iistlenmektedir (Mohammad Fallahi-Sichani, 2013).

Alveolar makrofajlar, mikrobiyal eliminasyonu artiran belirli bir PRR alt grubunun
yiiksek ekspresyonuna sahiptir. Bununla birlikte, proenflamatuar aracili mikrobiyal
inaktivasyonun azaldigr ve inflamasyonun diizenlendigi bir programla alternatif olarak
aktive edilmis hiicreler olarak tanimlanir. M. tuberculosis'in makrofajlar tarafindan
taninmasi i¢in 6nemli olan iki PRR; Toll-like reseptorleri (TLR) ve mannoz reseptoridiir
(MR). TLR'leri patojenlerin yilizeyinde eksprese edilen hiicre duvarmin herhangi bir
komponenti veya patojen niikleik asit gibi molekiilleri taniyarak hiicrede birtakim sinyal
yolu baslatmaktadir. Bu sinyaller genellikle enflamatuar yanit1 tetikleyerek makrofajlari
uyarmaktadir. TRL’ler aracilifiyla aktive olan makrofajlar metabolik yolunu degistirerek
glikoliz ile daha hizl1 enerji iiretim yollarini aktive etmekle gorevli iken MR ’ler ise bagisiklik

tepkisinin dengelenmesinde gorev alir (Sada-Ovalle ve ark., 2018; Shi ve ark., 2005).

M. tuberculosis’in patojenitesi konak makrofajlar1 iizerindeki etkisi oldukga
komplike bir siire¢ olup bir¢ok faktor bu siireci modiile etme yetenegini etkilemektedir. Mtb
enfeksiyonu sirasinda, makrofajlarin metabolik fenotipi ve tepkisi, enfekte olan bakteri
susuna, makrofajlarin lizerinde bulunan cesitli sinyal yollarina ve bagisiklik yanitinin
yonlendirilmesine baglh olarak degismektedir (Dmitriev ve ark., 2000; Jankute ve ark., 2015;
Minnikin ve ark., 2015; Zuber ve ark., 2008). Bir makrofaj mikroorganizma tarafindan
enfekte edildiginde, makrofaj cevabini belirleyen farkli transkripsiyonel programlar
tetiklenebilmektedir. Maruz kaldiklar1 uyarana bagl olarak, makrofajlar klasik olarak aktive
edilmis proenflamatuar M1 fenotipine, ve/veya alternatif olarak aktive edilmis immiin
modiilator M2 fenotip makrofajlara veya bu iki aktivasyon durumu arasindaki spektrumda
polarize olabilmektedir (Corleis ve ark., 2012; Minnikin ve ark., 2015). M1 makrofajlari
hizli fakat daha az verimli bir enerji iiretim yolu olan glikoliz yolunu kullanmakta olup hizla
enerji iiretir. Bu makrofajlar glikolizi tetikleyen Interlokin-1p (IL), IL-6, IL-8, I1L-12 ve
Tiimdr Nekroz Faktor-o (TNF-a) gibi nemli proenflamatuar sitokinlerin iiretimine yol agar,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), nitrik oksit (NO) ve prostaglandinin {iretimi i¢in gerekli
olan metabolik ara maddelerin birikimini saglamaktadir (Etna ve ark., 2014; Ottenhoff,

2012). Konak immiinitesinde enflamatuar sitokin artisi patojen 6ldiirme mekanizmasinin



giiclii calistiginin gostergesidir. Ayrica, konakta glutamin gibi bazi protein varliginda
glikoliz yolunun tetiklenmesi s6z konusu olup daha gii¢lii enflamatuar yanit olusmasina yol
acmaktadir (Paramita Pal ve ark., 2023; Ren ve ark., 2021). Makrofajlar M2 fenotipinde
immiin hiicreler tipik olarak non-aktif durumdayken primer enerji kaynagi olarak oksidatif
fosforilasyonu (OXPHQOS) kullanir (Orme ve Basaraba, 2014; Rieder, 2001). OXPHOS bu
durumdaki makrofajlarin enerji ihtiyacini karsilamaya yetmektedir. Bu durumda oksijen
kullanimi ve neticesinde mitokondriyal ATP tiretimi ile iliskili durum s6z konusudur. Ayrica
M2 makrofajlar yag asidi oksidasyonunu kullanmay1 saglamakta ve IL-10 gibi
antienflamatuar sitokinler iiretmektedir (Fend ve ark., 2007; Vallejo ve ark., 2017). M2
makrofajlar OXPHOS yoluyla mitokondriyal enerji tiretimini kullanarak enerji ihtiyaglarin
karsilayabilse de bu durum makrofajlarin enflamatuar yanit i¢in gereken hizda enerji tiretimi

miimkiin olamamaktadir (Yang ve ark., 2024).

Makrofajlarin  aktivasyonu sirasinda enerji metabolizmasindaki degisiklikler,
bagisiklik yanitinin etkinligini belirleyen kritik bir siirectir. Makrofajlar, enflamatuar
uyaranlara ve patojenlere karsi tepki verirken, hiicrenin ihtiyaglarina gore metabolik
yollarini yeniden diizenlerler. Bu siire¢, makrofajlarin etkin bir sekilde bagisiklik gorevlerini
yerine getirebilmeleri icin gereklidir. Ozellikle, enerji metabolizmasindaki degisiklikler
makrofajlarin patojenlere karsi etkili bir sekilde savasmasini saglamak ve iltihaplanma
yanitlarin1t modiile etmek icin kritik rol oynar. Makrofajlar bu kritik rol ile basa ¢ikmak icin
“warburg etkisi” denen bir mekanizma sayesinde glikoliz yoluyla enerji iiretmeye
baslamaktadir. Glikoliz oksijen gerektirmeyen bir siire¢ olup, hizli ATP iiretimini saglar ve
bu da makrofajlarin hizlica etkili bir sekilde inflamasyon yanit1 olusturmasini saglamaktadir

(Abdalla ve ark., 2015).

Ideal olarak, bakteriler fagozomizozomal fiizyon {izerine éldiiriiliir ve pargalanir ve
antijen sunan hiicreler olarak makrofajlar M. tuberculosis peptitlerini ve lipid antijenlerini
sunar ve sonugta oldukga spesifik bir adaptif bagisiklik tepkisine yol agar. Bu nedenle, Mth
ve makrofajlar arasindaki birincil karsilasma, sonraki bagisiklik tepkisini belirler.
Tiiberkiiloz enfeksiyonunda bu bagisiklik tepkisi, bakterinin graniilomda tutulmasina ve

nihai olarak ortadan kaldirilmasina odaklanir (Scriba ve ark., 2017).

Son yillarda yapilan galismalar Mtb'nin bazi ilaca direngli suglarinin immiin yanitini

modiile ettigini gdstermistir. Ilaca direngli Mtb tiirlerinin artarak ortaya ¢ikmasi kiiresel TB
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yogunlugunu azaltma ¢abalarii ciddi olarak sinirlamaktadir (Diinya Saglik Orgiitii, 2023).
Mtb'nin ilaca diren¢ kazanmasi, bu bakterinin konakg¢ida yarattigi patolojik siireci
degistirmekte ve bu da konak immiin hiicrelerinin yani sira mikroorganizmanin metabolik
yolaklarini da etkileyebilmektedir (Dmitriev ve ark., 2000; Jankute ve ark., 2015; Minnikin
ve ark., 2015; Z. Yang ve ark., 2024; Zuber ve ark., 2008).

2.3 . Anti Tiiberkiiloz flaclar
2.3.1. Rifampisin

Anti tiiberkiiloz ilaglarin basinda gelen rifampisin, lipofilik yapisi sayesinde
mikobakteri hiicre duvarini kolaylikla gecebilir. Bu etkiyi, rpoB geni tarafindan kodlanan
DNA bagimli RNA polimeraz beta alt {initesine baglanarak gosterir (E. A. Campbell ve ark.,
2001). Diinya genelinde antibiyotik direncine bagl oliimlerin yaklagik 1:4, rifampisine
direngli M. tuberculosis suslari tarafindan olusturulan tiiberkiiloz nedeniyle meydana
gelmektedir. rpoB genindeki mutasyonlar, RNA polimeraz beta alt tinitesinin rifampisinin
baglanma afinitesini degistiren yapisal degisikliklere yol acar. Bu degisiklik sonucunda,
diizgiin baglanamayan rifampisin, etkisiz hale gelir (Swain ve ark., 2020). Rifampisin
direngli suglarin yaklagik %90-95’inde rpoB geninde mutasyonlar goézlemlenmistir
(Campbell ve ark., 2011; Jagielski ve ark., 2018). Ancak, M. tuberculosis'in yaklasik
%35’inde, Rifampisin direngli suslarda diren¢ mekanizmasi bilinmemektedir. Bu durum,
hiicre duvar1 gegirgenliginin azaltilmasi ya da pompalama sistemi (efflux) aktivitesi gibi
alternatif diren¢ mekanizmalarinin varligina isaret edebilir (Louw ve ark., 2009). Ayrica,
bazi fenotiplerin rifampisin duyarli olmasina ragmen, rpoB gen mutasyonlarina sahip oldugu

calismalar sonucunda bildirilmistir (Berrada ve ark., 2016; Jamieson ve ark., 2014).
2.3.2. Izoniyazid

[lk kez 1952 yilinda tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan izoniyazid, diger
mikobakterilere kars1 genellikle etkili olmasada, M. tuberculosis’in neden oldugu
tiiberkiilozun tedavisinde oldukga etkili ve bakterisidal bir ilactir. Izoniyazid yalnizca
replikasyon sirasinda aktif olur ve bu nedenle oksijene bagimlidir. Diger anti tiiberkiiloz
ilaglarina gére daha az toksik olup, teorik olarak tiim vahsi tip M. tuberculosis suslarina kars1
etkilidir. katG geninin kodladig1 katalaz-peroksidaz enzimi, izoniyazidin oksidasyonu ile
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mikolik asit sentezinin inhibe olmasini1 saglayarak bakterinin hiicre dayanikliligini azaltir
(Chopra ve Brennan, 1998; Dutta ve Karakousis, 2017). izoniyazid direncinin baslica
nedenleri, katG ve inhA genlerinde meydana gelen mutasyonlaridir (Sreevatsan ve ark.,
1997). izoniyazidin yan etkileri arasinda yasa bagli hepatit, nadiren periferik ndropat, ates,
dokiintii ve artralji gibi hipersensitivite reaksiyonlari yer almaktadir (Brown-Elliott ve
Wallace, 2015).

2.4 Fitokimyasallar
2.4.1 Likopen

Meyve ve sebzeler iki temel metabolit igerir. Primer metabolitler; bitkinin biiytimesi
ve gelismesi ile dogrudan iliskili olan organik bilesikler iken sekonder metabolitler ise
bitkilerin iiremesinde, pigmentasyonunda 6nemli rol oynayan bilesiklerdir. Ayrica insanlar
sekonder metabolitleri koku, boya ve hatta biyolojik ve tibbi amaglar gibi ¢esitli amaclar i¢in

de kullanmaktadirlar (Roy ve ark., 2017; Verpoorte ve Memelink, 2002).

Ozellikle iki binli yillardan sonra metabolitlerin faydalari iizerinde yapilan
calismalarda bir artig goriilmekte olup bu bilesiklerin temel islevleri iizerine odaklanilmistir.
Farmakolojik etkinliklere sahip olan sekonder metabolitlerin fenolik bilesikler, terpenler ve
steroidler-alkaloidler olmak iizere lic ana bilesik grubunda bulundugu bildirilmistir
(Bourgaud ve ark., 2001). Terpenoidler ailesine ait olan karotenoidler sekonder
metabolitlerin 6nemli bir grubudur. Bu tetraterpenoidlerin biyosentezi izopentenil difosfat
olusumuyla baslaylp ve ardindan c¢esitli reaksiyonlar (desatiirasyon, izomerizasyon,
siklizasyon, oksijen vs.) ve ¢esitli karotenoid tiirlerinin olusumuna yol agmaktadir (Fraser

ve Bramley, 2004; Rodriguez-Amaya, 2016).

Karotenoidler gida endiistrisinde, kozmetikte ve ila¢ endiistrisinde giderek artan bir
kullanim alani bulmaktadirlar. Gida endiistrisinde, memnuniyeti arttirmak ve tiiketicileri
cezbetmek amaciyla, karotenoidler gida maddelerine rengi iyilestirmek ve gorsel algiy1

arttirmak i¢in eklenmektedir. (Ramesh ve Muthuraman, 2018).
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2.4.1.1 Likopenin Kimyasal Yapisi

Glinlimiize kadar bitki ve organizmalarda 600'den fazla karotenoid karakterize
edilmistir. Bununla birlikte, cogunlukla bitki kaynakli, yagda ¢oziinen likopen, lutein, -
karoten, a-karoten ve Kriptoksantin dahil olmak {izere sadece 5 ana tip insan plazmasinda
bulunur (Chidambara Murthy ve ark., 2019). Bilesiklerin kimyasal yapisi renk 6zelliklerini,
antioksidan aktivitelerini ve hastaliklara kars1 biyolojik aktivitelerini etkilemektedir (Rao ve
Rao, 2007). Karotenoidler, meyve ve sebzelerin renklenmesine katkida bulunan bu bilesikler
arasindadir. Likopen, diger karotenoidlere benzer sekilde, esas olarak bitkiler tarafindan
sentezlenen dogal bir pigmenttir. Pembeden kirmiziya kadar degisen bir renk verebilir.
Likopenin meyve ve sebzelerin rengine katkisinin yani sira, fotosentez sirasinda 15181

absorbe etme ve sonug¢ olarak bitkileri 1s18a karst koruma rolii oldugu bilinmektedir

(Chidambara Murthy ve ark., 2019).

Insan plazmasi likopen izomerlerinin bir karisimimi igerir, toplam likopenin %50'si
cis formudur. Ayrica, son yillarda insan plazmasinda apolikopenoitler (likopenin boliinme
tirlinleri) tespit edilmistir (Rao ve Rao, 2007). Likopenin ana besin kaynaklart meyve ve
sebzeler, agirlikli olarak taze domates ve ketcap gibi domatesle islenmis iiriinlerdir. Bununla
birlikte, karpuz, greyfurt gibi kirmizi meyveler ve hatta deniz iirlinleri de kaynaktir, ancak
domates ve tiriinleriyle kiyaslandiginda seviyesi oldukca diisiiktiir. Ayrica kirmizi havug, act
kavun, kusburnu ve giiz zeytini gibi diger yeni kaynaklar da likopenin ana kaynaklar
arasinda bildirilmistir. Sonbahar zeytinlerinin taze meyveleri, domates ve iirlinlerine kiyasla

5 ila 20 kat arasinda degisen likopen igerigine sahiptir (Camara ve ark., 2013; Gerster, 1997)

Likopen icerigi meyve ¢esidi, olgunluk derecesi, cevresel kosullar (151k, sulama,
sicaklik, iklim, dikim yeri), depolama ve isleme kosullar1 gibi c¢esitli faktorlerden
etkilenmektedir. Meyve olgunlagsmasi sirasinda toplam klorofil seviyeleri azalarak
kaybolurken, likopen seviyeleri artar. Hatta, domates iizerindeki bazi isiklarin (kirmizi,
mavi) meyvelerde likopen sentezini tesvik etmektedir. Ayrica, 151k ve oksijen likopen igeren
irlinlerin islenmesi ve depolanmasi sirasinda 6nemli etki faktorleri arasindadir (Camara ve

ark., 2013; Fordham ve ark., 2003; Przybylska, 2020).

Likopen insan viicudunda sentezlenmez. Gidalarin alinmasindan ve duodenumda

salinmasindan sonra, likopen, diger karotenoidlere benzer sekilde, yag asitleri ve safra
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asitleri ile kompleks halinde birlestirilir. Sonug olarak likopen igeren miseller olusmustur
(Fordham ve ark., 2003; Sandei, 2018). Bu miseller, hidrofobik ¢ekirdegin likopen i¢erdigi
hidrofilik yapidaki kabuklardan olusur. Bundan sonra, likopen pasif kontrollii difiizyon
yoluyla ince bagirsakta emilir ve paketlenir. Ardindan, lenfatik sisteme ve kan dolasimina
salgilanir ve son olarak karaciger ve viicut organlarina iletilir. Likopenin adrenal bezlerde,
testislerde ve prostatta yiiksek seviyelerde bulunan karotenoidler arasinda yer aldigi

bilinmektedir (Duquette ve ark., 2014; Sandei, 2018).
2.4.1.2 Farmakolojik Ozellikler

Genellikle bitkisel kaynakli besinler antioksidan maddeler (askorbik asit, a-tokoferol
ve karotenoidler gibi) i¢in dnemli bir kaynaktir. Karotenoidlerdeki polien omurgasinda ¢ift
baglarin varlig1 ile karakterize edilen 151k emme kapasitesi. Ayrica bitkilerdeki oksidatif
stresi azaltmak i¢in 6nemli bir antioksidan olup bu etkiler, bu bilesikleri tiiketen insanlarda
ve hayvanlarda da goriiliir (Arnao ve ark., 2001). Son zamanlarda, likopenin antioksidan
aktivitesi ile hastaliklar1 azaltmadaki katkisi arasindaki iliski belirgin bir sekilde
aragtirtlmistir. Likopen takviyesinin hemodiyaliz hastalarinda oksidatif stresi azaltmaya

yardimet olabilecegini gosterilmistir (Arain ve ark., 2017; Stahl ve Sies, 2003).

Likopen kaynaklar1 gida endiistrisinin yani sira, tipta, kozmetikte ve diger alanlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Birgok calisma likopenin kardiyovaskiiler ve norolojik
hastaliklar, prostat ve cilt kanserleri ve diyabet gibi hastaliklara kars1 koruyucu etkileri
bildirilmistir (XIE ve ark., 2019). Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya capinda onemli
morbidite ve mortalite nedenlerindendir. Bu hastaliklarin etiyolojisinde basta oksidatif stres
ve inflamasyon olmak tizere cesitli faktorler rol oynar. Damarlardaki diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin oksidasyonu aterosklerotik lezyonlar gelistirebilir. Karotenoidler gibi diyet
antioksidanlar1 oksidasyon ve inflamasyona kars1 6nemli etkiler sergilemektedir bu nedenle
kardiyovaskiiler saglik risklerinin azaltilmasinda kilit rol oynarlar (Gammone ve ark., 2015;
Pietro ve ark., 2016).

Domates ve domates bazli iiriinler gibi likopen bakimindan zengin iirtinlerin tiiketimi
kanser riskini azaltmakla iliskilendirilmektedir. Likopen aliminin prostat kanserini
azalttigina dair net kanitlar gosterilmistir ve sik tiikketimi Onerilmektedir. Yapilan bir

caligmada farkli dozlarda likopenin terapdtik etkilerini ve prostat kanserini inhibe etme
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kapasitesini incelemislerdir. Likopen tedavisinin prostat kanserinin ilerlemesini azalttig1 ve
enflamatuar tepkileri bastirdig1 agik¢a goriilmiistiir. Potansiyel terapotik katkisi dozlara ve
tedavi siiresine baglidir. Genel olarak, likopen, kimyasal tedavilerin yerini alabilecek anti-
kanser ve antienflamatuar 6zelliklere sahip ve ayrica herhangi bir yan etkisi olmayan umut
verici terapotik diyet ajani olarak kabul edilmektedir (Jiang ve ark., 2019; Kelkel ve ark.,
2011).

Likopen kullaniminin cilt kanseri olugma riski ile ters bir korelasyonun oldugu da
bildirilmistir. Karotenoidler ciltte 151k filtresi gorevi gorerek 1518a maruz kalmay1 azaltmakta
ve oksidatif stresi onlemeye yardimci olmaktadir. Calismalarda ultraviyole (UV) isinlarinin
1s18a duyarlilik, fotoyaslanma, eriteme yol agabilecegi ve UV radyasyonuna maruzitin
oksijen, hidroksil ve diger serbest radikallerin olusumunu indiikledigi dolayisiyla da kanser
gelisimine yatkinlik olusturdugu bildirilmektedir. Karotenoidler veya da spesifik olarak
likopen UV ile indiiklenen bu oksidatif bilesiklerin etkisini sondiiriilmesinde rol

oynamaktadir (Gerster, 1997; Stahl ve Sies, 2003).

Karotenoid bilesiklerinden biri olan likopenin, giiclii antioksidan ve antibakteriyel
ozellikleri sayesinde kalp-damar hastaliklari, ndrolojik bozukluklar, diyabet ve prostat
kanseri gibi bir¢ok hastaligin olusumunun Onlenmesinde O6nemli bir rol oynadigi
bildirilmistir. Domates ve karpuz gibi baz1 meyve ve sebzeler, 6nemli likopen kaynaklari
olup, lipofilik yapisiyla gidalardan dogrudan alinabilecegi gibi gida takviyesi olarak da
tiiketilebilmektedir. Bu nedenle, likopen agisindan zengin besinlerin diizenli tiiketimi, insan

sagliginin korunmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir.(Caseiro ve ark., 2020).

Likopenin modifiye LDL'ye yanit olarak makrofaj hiicre olusumunu azalttig1 ve bu
etkinin, hiicrelerdeki lipid sentezini baskilayarak ekspresyonu asagi yonde diizenleyerek
gerceklestigi bildirilmistir. Ayrica, likopenin oksisterol kaynakli proenflamatuar sitokin
tiretimini hem protein hem de mRNA seviyelerinde engelleyebilme mekanizmasi,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidazin inhibisyonu, ROS {iretiminin azalmasi ve
NF-«B aktivasyonunun inhibisyonu gibi bir redoks mekanizmasini igermektedir (Napolitano

ve ark., 2007).

Wenli ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada, insan dokularinda likopenin (ve

izomerik formlarinin), diger antioksidan maddelere kiyasla daha yiiksek bir antioksidan
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kapasiteye sahip oldugu gosterilmistir (Camara ve ark., 2013). Bohm ve arkadaslari
likopenin, diger karotenoidlere kiyasla daha yiiksek antioksidan kapasite degerlerine sahip
oldugunu rapor etmistir (Bohm ve ark., 2002).Vivekananthan ve arkadaslari, domates ve
domates triinlerinin yiiksek alimmin LDL kolesterol seviyelerini azaltarak, LDL
oksidasyonuna kars1 direnci artirarak ve lipid peroksidasyonunu 6nleyerek kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1 koruyucu etkiler gosterdigini bildirmistir (Vivekananthan ve ark., 2003).
Palozza ve arkadaslari, likopenin insan monosit makrofaj hiicre hattinda yaptigi
caligmasinda kolesterol akisini tegvik ettigini gozlemledigini bildirmistir (Palozza ve ark.,
2010).

2.4.2 Linalool

Linalool (C10H180), cesitli bitki tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan asiklik bir
monoterpen tersiyer alkoldiir. Linalool, diinya ¢apinda yaygin olarak 200'den fazla tek
cenekli ve ¢ift genekli bitki tiiriiniin ugucu yaglarinda bulunabilir. Esas olarak Lamiaceae
(Lavandula cinsi), Lauraceae (Cinnamomum cinsi) ve Apiaceae'de (Coriandrum cinsi)’da
bulunur. Bitki tiirlerinin bilesiminde linalooliin baskinligi bitkinin organi, hasat zamani,
iklim, ekstraksiyon yontemi ve bitki tiirleri gibi ¢ok gesitli faktorlere gore degisebilir. Oda
sicakliginda, Linalool renksiz veya hafif sarimsi sivi aromatik bir bilesiktir. Bu asiklik
monoterpen, bergamot yagi veya Fransiz lavantasina benzer giiclii bir kokuya sahiptir ve
baharatl bir dokunusla odunsu ve ¢i¢eksi aromalarin bir karisimi olarak tanimlanmaktadir

(An ve ark., 2021; Kamatou ve Viljoen, 2008; Van Zyl ve ark., 2006).
2.4.2.1. Linalooliin Kimyasal Yapisi

Linalool, bir hidroksil grubu ile islevsellestirilmis kiigiik molekiil agirlikli bir
molekiildiir. Linalooliin kimyasal yapisinda bulunan alkol fonksiyonel grubu, bilesige
polarite kazandirarak onu kimyasal olarak reaktif hale getirir. Coziiniirliik agisindan, linalool
hidrokarbon apolar yapist nedeniyle suda az ¢oziiniir. Buna karsin linalool organik
coziiciilerde (alkol, kloroform, eter vb.), sabit yaglarda ve propilen glikolde yiiksek oranda
¢ozinir. Linalool, yapisinda bulunan gift baglar ve hidroksil grubu nedeniyle kimyasal
modifikasyonlara (oksidasyon, glikozilasyon, esterifikasyon ve metilasyon) yatkindir.

Linalooldeki en yaygin kimyasal modifikasyon, tipik olarak saraplarda, ¢icek kokularinda
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ve papaya meyvesinde bulunan furanoid ve piranoid (linalool oksitler) {ireten oksidasyondur

(Gunaseelan ve ark., 2017; Pereira ve ark., 2018).

Giliniimiizde linalool; parfiim ve sampuan gibi birgok kozmetik iiriinde monoterpenin
hos aromasi nedeniyle kullanilmaktadir. Ayrica, linalool gida katki maddesi (koku ve aroma
maddesi) olarak yaygin olarak tercih edilir (Pereira ve ark., 2018; PereiraZielinska, ve ark.,
2018). Linalool alerjik degildir ve cilt tizerinde herhangi bir hassasiyete sebep olmasa da,
Linalooliin atmosferde otoksidasyonu lokal ciltte hassasiyet olusturan hidroperoksitler,
furan oksitler, piranoksitler, alkoller ve linalil aldehit gibi Linalool oksitlere
dontigebilmektedir (An ve ark., 2021; Ginting ve ark., 2017; Pereira ve ark., 2018).

2.4.2.1 Farmakolojik Ozellikleri

Linalooliin  siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin  ekspresyonunu inhibe ederek
antienflamatuar ve analjezik etkilerinin oldugu bildirilmistir. Linalooliin niikleer kappa B
(NF-xB) faktorii yolaginin uyarilmasi yoluyla enflamatuar sitokinlerin tiimér nekroz
faktori-o. (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6)] tretimini indiikledigi bildirilmistir. Sonraki
calismalarda linalooliin LPS ile indiiklenen TNF-a ve IL-6 {iretimini hem in vitro hem de in
Vivo olarak azalttig1 gosterilmistir. Ayrica fare makrofajlari iizerinde yapilan bir ¢aligmada
da linalool NF-xB yolunun yan1 sira mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunun
aktivasyonunu da bloke ettigi tespit edilmistir. Bu sebeple linalooliin enflamatuar
reaksiyonlarin dindirilmesinde etkili olabilecegi ve enflamatuar hastaliklarin tedavisinde
etkili olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Ginting ve ark., 2017; Tohidi ve ark., 2017; P.
Xu ve ark., 2017b).

Tiitin kullanim1 kronik obstriiktif akciger hastaliginin (KOAH) nedenlerinden
biridir. Sigara dumanindaki kimyasallarin toksik karisimi akcigerlerde kalici enflamasyona
neden olmakta ve TNF-a, IL-6, IL-1f ve IL-8 gibi enflamatuar sitokinler proteinlerin akciger
dokusunda toplanmasina yol agmaktadir. Bu sitokinlerin ve kemokinlerin {iiretiminin
engellenmesi sigara dumaninin olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilir. Bir caligmada
linalooliin sigara dumani kaynakli akciger enflamasyonunu hafiflettigi bildirilmistir. Bir
monoterpen olan linalool kullanilan farelerde hem enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu
hem de TNF-a, IL-6, IL-1B ve IL-8 {iretimini inhibe etmistir. Caligmalarda linalooloiin

sitokin iiretiminin inhibisyonunun, NF-kB hiicresel yolunda uyguladigi inhibitor etki ile
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iliskili oldugu bildirilmektedir. Bir baska ¢aligmada ise mikroglia hiicrelerinde LPS ile
indiiklenen enflamasyonu sadece NF-kB yolu ile degil, ayn1 zamanda faktor eritroid 2 ile
iliskili faktor/ hem oksijenaz-1 sinyal yolunun aktivasyonu ile de inhibe edildigi de

bildirilmistir (Kamatou ve Viljoen, 2008).

Linalool, ¢esitli enflamatuar ve bagisiklik tepkilerinin kritik bir diizenleyicisi olan
niikleer faktor-eritroid 2 ile iliskili faktor 2'yi (Nrf-2) aktive etmektedir. Aktive olan Nrf-2,
akciger inflamasyonu, nétrofil infiltrasyonu, proenflamatuar sitokin salinimi ve bakteri yiikii
gelisimine kars1 direng saglayabilecek antioksidan enzimler iiretmektedir. Linalooliin Nrf-
2'yi aktive ettigini ve iliskili bir antienflamatuar ve antimikrobiyal etkiye sahip patojen
aracilt akciger enflamasyonunda oksidatif stres yolu iizerinden hareket ettigi gosterilmistir

(Xu ve ark., 2017a; Zheng ve ark., 2017).

Linalool bakteriyel pnomoni enfeksiyonlari i¢in umut verici bir strateji olabilir.
Diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik gibi hastaliklarin neden oldugu enflamatuar
hastaliklarin tedavisinde de linalool; COX-2, NF-«xB ve Nrf-2 gibi proteinlerle
salgilanmalarini etkileyerek tedavide yeni yaklasimlar sergileyebilir. Ayrica linalool, NOS
enzimi ile etkilesime girerek NO {iretimini inhibe etmektedir. NO, enflamatuar ve immiin
regiilasyonu saglayarak 6dem olusumu, vazodilatasyon ve enfeksiyon bolgesine bagisiklik
hiicrelerinin toplanmasina yol agar. Linalooliin NO iizerindeki etkisi, monoterpenin
antienflamatuar ozellikleriyle iliskili olup bu 06zellikler hem antinokosiptif hem de
antihiperaljezik etkilerle iligkilidir. (Baschieri ve ark., 2017; Gunaseelan ve ark., 2017; Hsu
ve ark., 2013).

2.4.2.2 Antikanserojen Etkinlikleri

Literatiirde fitokimyasallarin 6zellikle de monoterpenlerin, farkli kanser hiicrelerinde
otofaji ve apoptozu indiikleyen farkli hiicre ig¢i sinyal yolaklarmma miidahale ettigi
bildirilmektedir. Linalooliin insan 16semi HL-60 hiicre proliferasyonunun apoptosize yol
acarak inhibe ettigi bildirilmistir. Benzer sekilde esensiyel yag iceriginde yliksek oranda
Linalool bulunan Lavandula angustofolia u¢ucu yaginin insan serviks karsinom Hela
hiicrelerinin ve akciger adenokarsinom hiicrelerinin hiicre canlilifini azalttigi da

bildirilmistir (Liou ve Storz, 2010; Maeda ve ark., 2012).
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Bunun yaninda 6nceki c¢aligmalarda linalooliin prostat kanseri hiicrelerinde hiicre
siklusunu G1 safhasinda, myeloid 16semi hiicrelerinde GO/G1 fazinda hiicre dongiisii inhibe
ettigi bildirilmistir. Linalooliin potansiyel anti-kanser 6zelliklerinin proapoptotik etkileriyle
yakindan iliskili oldugu tespit edilmistir. Bir calismada insan melanom hiicre hattinda
linalooliin apoptozu indiikleyen kaspaz-3'ii aktive ettigi bildirilmistir. Baska bir ¢alismada
ise linalooliin insan glioblastoma hiicre hattinda hem kaspaz 9 ve 3’iin hem de proapoptotik
faktorlerin (Bax ve Bak) ekspresyonunu arttirdigi, apoptozisde intrinsik yolu aktive eden
antiapoptotik genlerin (Bcl-2 ve Bcl-x1) ekspresyonunu azalttigi da bildirilmistir. Linalool
sirtuin 3-siiperoksit dismutaz 2- reaktif oksijen tiirleri sinyal yolaginin diizenlenmesi yoluyla

glioma hiicreleri {izerinde inhibitdr etki gostermistir (Iwasaki ve ark., 2016).

ROS iiretiminde linaloolin ekprese ederek mitokondriyal oksijen tiiketimindeki
azalma insan glioblastoma hiicre hattinda intrinsik apoptoz yolunu tetikleyerek aktivite
sergiledigi bildirilmistir. Ayrica linalool, kanser hiicrelerinde anti-kanser ve anti-proliferatif
mekanizmalar1 ve saglikli hiicrelerde koruyucu mekanizmalar1 indiikleyerek secici bir
biyoaktif etki olusturmaktadir. Linalool ROS iiretimi yoluyla insan kolon kanseri
hiicrelerinin apoptozu tetiklemektedir. Fareler ilizerinde yapilan yapilan bir caligmada
linalooliin oral uygulamasinin insan ksenogreftli timor fare modelinin biiylimesini yan etki

olmaksizin engelledigi de bildirilmistir (Iwasaki ve ark., 2016).

Linalooliin o6zellikle kanser hiicrelerinde ROS {iretimini artirarak yok edilis
mekanizmasini tetikleyebilmektedir. Linalooliin hem normal hem de kanser hiicrelerinde
antioksidan bir aktiviteye sahip olabildigi ve ROS tiirlerinin neden oldugu DNA hasarini
onleyebildigi de bildirilmistir. Bir ¢alismada monoterpenlerin (linalool, okaliptol ve mirsen),
esasen antioksidan aktivitesi nedeniyle ROS un mutajenik etkisine kars1 koruyucu bir etki

gosterebildigi bildirilmistir (Chang ve ark., 2015).
2.4.3 Rosmarinik Asit

Rosmarinik asit (a-0-caffeoyl-3,4- dihidroksifenilaktik asit; RA), Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis ve Perilla frutescens gibi Lamiaceae ve Boraginaceae'nin
Nepetoideae alt familyas1 tiirlerinde yaygin olarak bulunan dogal olarak olusan
hidroksillenmis bir bilesiktir. RA, fenilalanin amonyak liyaz ve sinnamik asit 4-hidroksilaz

igeren sekiz enzim tarafindan L-fenilalanin ve L-tirozin amino asitlerinden biyosentezlenir.
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RA ayrica kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenillaktik asidin esterlestirilmesiyle kimyasal olarak
da iiretilebilir. RA ve bir veya iki RA ile diger aromatik kisimlar1 igeren ¢ok sayida tiirevi
1yi bilinmektedir ve litospermik asit, yunnaneik asit, salvianolik asit ve melitrik asidi igerir.
Son zamanlarda RA ve tiirevleri, antienflamatuar, anti-oksidan, anti-anjiyojenik, anti-timor
ve anti-mikrobiyal fonksiyonlar1 igeren biyolojik aktiviteleri nedeniyle ilgi ¢ekmektedir.
Klinik olarak RA, T hiicre reseptdrii aracili sinyallesmeyi hafifletir, alerjik rinit ve astim gibi
alerjik hastaliklar1 ve 2,4-dinitroflorobenzen kaynakli atopik dermatit benzeri semptomlari
hafifletir, norotoksisiteden korur ve Alzheimer hastaliginin gelisimini yavaslatir. Bu
ozellikler RA ve tiirevlerinin biyoteknolojik iiretim ve uygulamalarina olan talebi artirmistir.
Bu derleme, klinik etkinligin altinda yatan molekiiler mekanizmalarda dahil olmak iizere RA

ve tiirevlerinin islevini ve uygulamasini tartismaktadir (Roh ve ark., 2014; Son ve ark.,
2014).

Fenolik bilesik RA ve tiirevleri, kafeik asidin esterlesmesi yoluyla fenilalaninden ve
3,4- dihidroksifenilaktik asit yoluyla tirozinden sentezlenir. Boraginaceae ve Lamiaceae'nin
Nepetoideae alt familyas: tiirlerinde yaygin olarak bulunur ve ilk olarak Rosmarinus
officinalis'ten saf bir bilesik olarak izole edilmistir. RA’in ¢ok ¢esitli farmakolojik 6zellikleri
bulunmaktadir. Litospermik asit, yunnaneik asit, salviyanolik asit ve melitrik asit gibi
bilesiklerle birlikte ¢esitli biyolojik etkinliklere sahiptir. Biyolojik etkinlikleri arasinda
antienflamatuar, antioksidan, antitiimor, antiviral ve antimikrobiyal 6zellikler sayilabilir

(Birmingham ve ark., 2015; Tzeng ve ark., 2008).

Boraginaceae familyas1 ve Lamiaceae ailesinin Nepetoideae alt ailesine ait tiirlerde
yaygin olarak bulunur ve ilk olarak Rosmarinus officinalis'ten saf bir bilesik olarak izole
edilmistir. RA’in ¢ok c¢esitli farmakolojik 6zellikleri bulunmaktadir. Litospermik asit,
yunnaneik asit, salviyanolik asit ve melitrik asit gibi bilesiklerle birlikte ¢esitli biyolojik
etkinliklere sahiptir. Biyolojik etkinlikleri arasinda antienflamatuar, anti-oksidan, anti-
timor, antiviral ve antimikrobiyal Ozellikler sayilabilir. Gidalarda farmakolojik
etkinliklerinden dolayr veya diyet takviyelerine katilmaktadir. Literatiirde Alzheimer
hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar, atopik dermatit benzeri semptomlar ve alerjik
inflamasyon gibi tedavisinde faydali etkileri bildirilmistir. Bu tip biyolojik etkilerinden
dolayr RA’nin yiiksek verimlikle iiretilebilmesi i¢in biyoteknolojik iiretimine yonelik

caligmalar mevcuttur. Giliniimiizde RA'nin biyolojik etkinlikleriyle alakali molekiiler
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mekanizmalarin ve yollarin belirlenmesine yonelik c¢aligmalar siirli olup bu konuda
yapilacak ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Ho ve ark., 2006; Martin ve ark., 2002;
Nazir ve ark., 2015; Simonson ve ark., 2004; Trabelsi ve ark., 2012).

2.4.3.1 Farmakolojik Ozellikleri
2.4.3.1.1 Antienflamatuar Etkinligi

Giiglii antioksidasyon ve antiinflamasyon etkileri, cildi giines ultraviyole (UV)
radyasyonuna maruz kalmanin neden oldugu hasara kars1 korur. Insan keratinosit HaCaT
hiicrelerinde, 0.18-1.8 mg/L RA konsantrasyonlart UVB (295-315 nm) tarafindan
indiiklenen ROS iiretimini hafifletebilir, IL-6 salgilanmasin1 azaltabilir ve apoptozu bloke
edebilir (Vostalova ve ark. 2010). Ayrica, 1- 100 uM RA, interferon-gama (IFN-y) ile
uyarilmis murin kemik iligi kaynakli dentritik hiicrelerde (BMDC'ler) indolamin 2,3-
dioksijenaz (IDO) ekspresyonunu ve fonksiyonel aktivitesini IDO'ya bagli T hiicre
baskilanmasi ile iligkili olarak inhibe etmistir. RA ayrica sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii 1'in (STATI1) IFN-y ile indiiklenen aktivasyonunu da
baskilayabilir (Sotnikova ve ark., 2013). Karrageninin indiikledigi penge 6deminin bir fare
modelinde, oral yoldan uygulanan RA'nin derin analjezik aktivitesi gosterilmistir. Ayni
calismada, formalin testinde RA'min 6nemli antienflamatuar etkileri ve agri azaltma
kabiliyeti gosterilmistir (C. Chen ve ark., 2024; Osakabe ve ark., 2004). RA ile tekrarlanan
tedaviler (0.25, 0.5, 1.0 ve 135 mg) enflamasyonu azaltmistir. Derinin 12-
Otetradekanoilphorbol-13-asetat (TPA) florbol esterine maruz kalmasini igeren bir fare
modelinin kullanildig1 ¢alismada, nétrofillerin infiltrasyonunun ve miyeloperoksidaz
aktivitesinin RA aracili inhibisyonu gdsterilmis ve hiicreler arasi yapigma molekiilii 1
(ICAM-1), vaskiiler hiicre yapisma molekiilii-1 (VCAM-1) ve enflamatuar protein-2 i¢in
haberci RNA (mRNA) ekspresyonu azaltilmistir (Osakabe ve ark., 2004). Yazarlar ayrica
TPA ile indiiklenen prostaglandin E2 (PGE2), lokotrien B4 ve COX-2 mRNA
ekspresyonunda RA aracili azalma oldugunu bildirmislerdir. Giinliik oral 50 mg/kg RA
uygulamasi, streptozosin ile diyabet olusturulan wistar siganlarinda IL-6 mRNA seviyesini
onemli Olgiide azaltmis ve IL-1B, TNF-a, preproendotelin-1 ve endotelin doniistiiriicti

enzim-1'in ekspresyonunu inhibe etmistir (Chen ve ark., 2024; Sotnikova ve ark., 2013).
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2.4.3.1.2 Anti-oksidan EKkinligi

Rosmarinik asitin anti-oksidan etkileri temel olarak membran stabilizasyonunu ve
oksidatif hasara kars1 korumay indiikleyen serbest radikal siiptirme ile iligkilidir. Prunella
vulgaris'in su ve etanol ekstrelerindeki RA (2,1+0,3 uM; 30 ug/mL), RAW 264.7
hiicrelerinde LPS ile indiiklenen PGE2 ve NO iiretimini 6nemli 6l¢iide baskilamig ve LPS
ile uyarilan COX-2 ekspresyonunu inhibe etmistir (Huang ve ark. 2009). RA 135 mg/kg
konsantrasyonda plazma aspartat aminotransferaz seviyesini ve karaciger ve plazmada TNF-
a mRNA ekspresyon seviyesini belirgin sekilde azaltmis ve iNOS mRNA ekspresyonunu ve
oksidatif stresi onemli 6l¢iide inhibe etmistir (Osakabe ve ark. 2002). RA (1, 5, 10 ve 20 pg/
mL) hiicre i¢i ROS {iretimini belirgin sekilde azaltmis ve c-Jun-n-terminal kinaz ve ERK
aktivasyonunu inhibe ederek mitokondri membran potansiyelinin iyilesmesine yardimci
olmustur. Ayrica, RA'min glutatyon (GSH) ve SOD'nin yukar1 regiilasyonunu
indiikleyebildigi bildirilmistir (Kim ve ark. 2005). Insan diseti fibroblastlarinda LPS ile
indiiklenen oksidatif stres ve enflamasyon sirasinda RA (1 pg/mL) ROS {iretimini, hiicre i¢1
GSH tiikenmesini ve IL-18, IL-6, TNF-a ve iNOS'un LPS ile uyarilan yukari regiilasyonunu
baskilamistir (Zdarilova ve ark. 2009).

2.4.4 Rosuvastatin

Statin smifindan bir ila¢ olan Rosuvastatin, 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A
(HMG CoA) rediiktaz inhibitorleri olup, total ve diisikk yogunluklu Lipoprotein (LDL)
kolesteroliiniin diisiiriilmesinde etkili olan ilaglardir. LDL kolesterol iliskili 6limlerin
ozellikle statinlerle, diistirilmesiyle belirgin sekilde azalttigi, kalp hastaliklari, inme ve diger
damar hastaliklar1 gibi kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltici etkinlikleriyle oOne
cikmaktadir. Statinler, kolesterol diisiiriicii etkilerinin yani sira, endotel fonksiyonunu
tyilestirir, aterosklerotik plaklarin stabilitesini artirir ve arter duvarlarinda enflamatuar ve

trombojenik yanitlari inhibe etmektedir (Gonzalez ve ark., 2022; Kishore ve Mohan, 2017).

Rosuvastatin HMG-CoA rediiktaz inhibitorii ola sentetik bir ilagtir. Diger HMG-
CoA rediiktaz inhibitdrleri, dogal olarak mevinik asitten tiliretilmis (lovastatin, simvastatin,
pravastatin) veya sentetik, heptenoik asitten tiiretilmis (atorvastatin, fluvastatin) ilaglardir.
Rosuvastatin, yeni nesil bir metan-siilfonamid pirimidin ve N-metansiilfonil pirrol-

yerlesimli 3, 5-dihidroksi-heptenoat sinifina aittir. Diger statinlerle benzer bir farmakofor
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yapisina sahip olmakla birlikte, stabil bir polar metan-siilfonamid grubunun eklenmesi,
diisiik lipofiliklik saglar ve HMG-CoA rediiktaz enzimi ile giiclendirilmis iyonik etkilesim
sunarak enzime baglanma afinitesini artirr (Zhou ve ark., 2013). Bununla birlikte,
rosuvastatinin antienflamatuar ve antimikobakteriyel etkileri de 6nemli arastirma konular1
arasinda yer almaktadir. Rosuvastatinin sadece kolesterol diisiiriicii degil, ayn1 zamanda
immiin sistemi regiile edici 6zelliklere haiz oldugunu bildirilmesi patojenlere kars1 konak
savunmasinda potent etkili olabilecegini gostermektedir (Gonzélez ve ark., 2022; Singh ve
ark., 2014).

2.4.5 Oleik Asit

Oleik asit, monounsaturated (tekli doymamais) bir yag asidi olup, 6zellikle bitkisel
yaglarda bulunan dogal bir bilesiktir. Oleik asit bir¢ok hayvansal ve bitkisel yagin 6nemli
bir bileseni olup, 6zellikle zeytinyaginin dogal bileseninde bolca bulunmaktadir. Zeytinyagi
(%55-83), kanola yag1 (%60), avokado yag1, badem yagi, aygicegi yagl, fistik yagi ve kuyruk
yag1 gibi hayvansal yaglarda da bulunur. Oleik asit LDL kolesteroliin kontroliinde yiiksek
yogunluklu Lipoprotein (HDL) kolesteroliin arttirilmasinda oldukg¢a 6nemlidir. Kalp krizi
ve stroke gibi kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltic1 etkisi, 6zellikle damar i¢indeki
inflamasyonu azaltarak ateroskleroz riskini de azaltmaktadir. Bunun yaninda immiin yanitin

regiilasyonunda olduk¢a 6nemli etkilerinin oldugu bildirilmistir (Katariya ve ark., 2021).

Oleokantal 6zellikle zeytinyaginda bulunan ve anti-enflamatuar 6zellikleriyle bilinen
bilesiktir. Oleik asit oleokantal bilesinin temel komponentidir. Olduk¢ca Onemli
antienflamatuar etkili dogal bir bilesiktir. Oleokantal zeytinyaginin karakteristik tadini veren
yakici veya keskin his veren bilesen olup 6zellikle soguk sikim (islenmemis) zeytin yaginda
bol miktarda bulunur, ibuprofenin antienflamatuar etkinligine benzer bir etki gosterir
(Mourdikoudis ve ark., 2022).

Literatiirde oleik asidin antineoplastik etkinliklerinden bahsedilmektedir.
Antikanserojen etkinliginin 6zellikle kronik inflamasyonun dindirilesiyle etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Oleik asitin insiilin direncine karsi etkisinden de bahsedilmektedir.
Ozellikle Tip-2 diyabete kars1 metabolik regiilasyonu saglayic etkisi bildirilmistir. Oleik
asit insiilin direncini 6nleyecek viicut hiicrelerinin glukozu islemesinin 6niinii agmakta bu

da diyabet iliskili metabolik sorunlarin ¢6ziimiinii kolaylastirmaktadir. Bunun yaninda oleik
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asitin kan lipid seviyesini disiiriicii etkisinin oldugu da bildirilmistir. Oleik asitin ciltte
oksidatif stresin azaltilmasina yol agtigi bdylece anti-aging etkisi de bildirilmistir.
Hiicrelerin s1ivi kaybini azalttig i¢in cildi besleyici ve nemlendirici etkisi de bilinmektedir.
Gigli bir antienflamatuar etkinligi ¢esitli ¢alismalarda gosterilen oleik asitin beyinde
inflamasyon azalttig1 ve oksidatif stres kaynakli hasar1 6nleyerek noroprotektif etkisinden
de bahsedilmektedir. Oleik asit diizenli aliminin alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklara
kars1 koruyuculugu arttirdigi da bildirilmistir (Katariya ve ark., 2021; Mourdikoudis ve ark.,
2022; Santa-Maria ve ark., 2023).

Cesitli caligmalarda zeytinyagi temel komponentlerinden olan oleik asidin bagisiklik
fonksiyonu iizerinde celigkili bulgulardan bahsedilmektedir. Bir calismada saglikli
goniillillere verilen zeytinyagi bazli emiilsiyonun makrofaj proliferasyonunu azalttigi,
bildirilirken nétrofiller iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Soya yagin
oleik asitin kullanildig1 sicanlar iizerinde yapilan arastirmalarda oleik asit a¢isindan zengin
zeytinyagi emiilsiyonunun, IL-2 reseptdr ekspresyonunu, IL-2 tiretimini, kemotaksisi, hiicre
migrasyonunu ve noétrofillerin salgiladigi proenflamatuar sitokinlerin inhibe edilmedigi
bildirilmistir. Caligmalarda oleik asidin immiin regiilasyon roliiniin oleik asit icerigine, doza
ve hayvan tliriine gore degisebilecegi bildirilmistir. Sonu¢ olarak oleik asitin immiin
regiilasyonda o©nemli bir bilesik oldugunu gosteren cok sayida bilimsel caligma

bulunmaktadir (Gouzy ve ark., 2021; Katariya ve ark., 2021; Santa-Maria ve ark., 2023).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda 25/08/2022-01/10/2024 tarihleri arasinda yapildi. Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Kararlar1 kapsaminda
08/09/2022 tarih ve 2022/10-13 sayili karar ile galismamizda etik ve bilimsel agidan sakinca
bulunmadigina dair karar verildi. Calismamiz Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel
Aragstirma Projeleri Birimi tarafindan 22.D.026 nolu proje olarak desteklendi. Calismada
kullanilan Mycobacterium avium (ATCC 15769) susu Tirkiye Halk Sagligi Genel
Miidiirligii Mikrobiyoloji Referans Laboratuvar’indan liyofilize sus olarak temin edildi.
Calismada izoniyazid, rifampisin, likopen, rosmarinik asit, rosuvastatin, oleik asit ve linalool
hazir ticari olarak temin edildi. Sitotoksite deneyleri i¢in kullanilan Vero (Afrika yesil
maymun bdbrek hiicre hatt) hiicre hatti Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. in vitro aktivite
testleri i¢in kullanilan RAW 264.7 (Fare monosit makrofaj hiicre hatt1) hiicre hatti ise Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Iimmiinoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.
3.1 Arag ve Geregler

e Karbondioksitli inkiibatér (Heal Force HF90, Cin)
e Klas II Giivenlik Kabini (Heal Force, Cin)

e Bidistile Su Cihazi (Elix Essential 10 UV, Almanya)
e Inverted Mikroskop (Soif, Cin)

e Isik Mikroskop (Smart, Cin)

e Santrifiij (NF 048; Niive, Tiirkiye)

e Hassas Terazi (Ohous Corp., NJ USA)

e Benmari (Gesellschaft Fiir Labortechnik, Almanya)
e Buzdolab1 (Indesit TN 5 FNF-Italya)

e Otoklav (Nuve OT 90L, Almanya)

¢ 0.22 um / 25 mm Steril Filtre (Isolab, Almanya)

e Thoma lam (Isolab, Almanya)
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e Diiz Tabanli Mikroplaklar (12, 24, 48 ve 96’lik) (TPP, Europe/Switzerland)
e Otomatik Pipetler (Discovery, Transferpette, Almanya)

e Mekanik Hiicre Kaziyici (25 cm) (Corning, Merck, Almanya)
¢ Pipet Pompasi (Isolab, Almanya)

e 2 ml, 5 ml ve 10 ml Serolojik Steril Pipet (Isolab, Almanya)

e 15 ml, 50 mI’lik Steril Falkon (Isolab, Almanya)

¢ 2 mL’lik Steril Cryo Tiip (Isolab, Almanya)

e BD BACTEC MGIT 960 (Model: MG 1816, BD, ABD)

e T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, ABD)

¢ Qiagen Rotor-Gene Q (Qiagen GmbH, Almanya)

e Merinton, SMA-1000 UV Spectrophotometer, China

e [solab Mini Santrifiij (Isolab GmbH, Almanya)

e Isolab Vorteks (Isolab GmbH, Almanya)

3.2 Kimyasal maddeler ve Suslar

e RPMI-1640 Besiyeri (Sigma, ABD)

e Fetal Bovine Serum (Capricorn Scientific, Gliney Amerika)
e Tripsin Enzimi (Biological Industries, Israil)

¢ Dimetil Siilfoksit (Merck Kgaa, Almanya)

e MGIT S1v1 Besiyeri (Becton Dickinson, Amerika)

e Mycobacterium avium (ATCC 15769)

e BD BACTEC MGIT 960 (BD, ABD)

e izoniyazid (INH, Kocak Farma, Tiirkiye)

e Rifampisin (Rifcap, Kocak Farma, Tiirkiye)

e Likopen (CasoHse) (TargetMol, ABD)

e Rosmarinik Asit (C1sHi160s) (TargetMol, ABD)

e Rosuvastatin (C44Hs54F2N6O12S2Zn) (TargetMol, ABD)
e Oleik Asit (C18H3402) (Merck, Almanya)

e Linalool (C1oH130) (TargetMol, ABD)

e Fosfat Tuz Soliisyonu (PBS) (Merck, Almanya)

¢ Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, MI, USA)
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e Etil Alkol (Merck, Almanya)

e Tripan Mavisi (Sigma, ABD)

¢ Buffer (Fermentas, EU)

e Mg (Fermentas, EU)

e ANTP (Fermentas, EU)

e dH,O (Fermentas, EU)

e Taq polimeraz enzimi (Thermo Scientific Fermentas, EU)
e DNA Ladder (100 bp, Fermentas, EU)

¢ Etidium Bromid (Sigma, ABD)

¢ Potasyum dihidrojen fosfat, KH2PO4 (Sigma, ABD)

¢ Proteinaz K (Sigma, ABD)

¢ Potasyum klortir, KCI (Sigma, ABD)

e Sodyum hidrojen fosfat, Na;HPO4 (Sigma, ABD)

e Sodyum kloriir, NaCl (Sigma, ABD)

e Sodyum bikarbonat NaHCOs3 (Sigma, ABD)

e Titriplex 11l (Versen) (Sigma, ABD)

e TAE Elektroforez Tamponu (Tris Asetat Tamponu) 50X
e Trizol (Nucleogene, Almanya)

e cDNA Sentez Kit 5x (Nucleogene, Almanya)

e gPCR SYBR Green Master Mix 2x (Nucleogene, Almanya)
e Enhancer Mix (Nucleogene, Almanya)

e DNase I, RNase-free (1 U/uL, Thermo, ABD)

3.3 Mycobacterium avium Kiiltiirii

Mycobacterium avium susu (ATCC 15769) Tiirkiye Halk Sagligi Genel Miidiirliigii
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvar’indan temin edildi. Liyofilize olarak temin edilen M.
avium susu 100 ul PBS igerisinde ¢6ziilerek BD MGIT kiiltiir siselerine inokiile edildi. BD
MGIT (Mikobakteri Biiylime Gostergesi Tiipii) sivi besiyerine antimikrobiyal ajanlarin
liyofilize karigimi olan BD BBL MGIT PANTA (Polimiksin B + Amfoterisin B + Nalidiksik
asit + Trimethoprim + Azlosilin) sulandirilarak eklendi. MGIT besiyerinin antimikrobiyal

karisimu ile desteklenmesiyle olas1 kontaminasyon riskinin engellenmesi saglandi. iki adet
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BD MGIT kiiltiir sisesine homojenize edilmesinin ardindan, M. avium susundan 50’ser pl
olacak sekilde inokiile edilmistir. Ardindan ekim yapilan kiiltiir siseleri BD BACTEC MGIT
960 (Model: MG 1816, BD, ABD) cihazina inkiibasyon igin yerlestirildi. Inkiibasyonun 72.

saatinde cihazdan pozitiflik sinyali alindi. ARB boyama yapilarak basil varligi verifiye

edildi.
koleksiyonuna dahil edildi.

Daha sonra c¢ogaltilan bakteriler saklama besiyeri igerisine alinarak kiiltiir
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Sekil 3.1. Mycobacterium avium (ATCC 15769) liyofilize susu, BD MGIT Kkiiltiir tiipleri, BD BBL MGIT

PANTA antimikrobiyal ajanlar.
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Sekll 3.2. Mycobacterium avium (ATCC 15769) susunun BD MGIT kiiltiir tiiplerine ekimini takiben
BD BACTEC MGIT 960 cihazina inkiibasyon i¢in yerlestirilmesi.

Sekil 3.3. inkiibasyonun 72. saatinde iireme tespit edilen kiiltiir Srnekleri.
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Sekil 3.4. Pozitiflik sinyali alinan 6rneklerin ARB ydntemiyle boyanmasi.

L) " : "

Sekil 3.5. Mycobacterium avium (ATCC 15769) susu, x100 biiyiitmede 151k mikroskobu goriiniimii.
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Sekil 3.7. Raw 264.7 hiicreleri ile olusturulan ¢aligma gruplaria M. avium eklenmesi.
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Sekil 3.9. RT-PCR gen ekspresyon ¢aligmalari.
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3.3.1 ARB Boyama

e BD MGIT Kkiiltiir tliplerinden alinarak hazirlanan preparat kurutulur ve alev
kullanilarak fiziksel fiksasyon ile tespit edilir.

e Preparatlara karbol fuksin boyas1 dokiiliir ve alttan 1sitilarak boyamanin etkili olmasi
saglanir. Bu asama yaklasik 5 dakikada gerceklestirilir ve kaynatilmamasina dikkat
edilir.

e Boyama islemi sonunda preparat akan su ile yikanir.

e Preparat, asit-alkol ¢ozeltisi (%95 alkol + %5 HCI) ile dekolore edilir

e Dekolorizasyon islemi sonrasi preparat akan su ile tekrar yikanir.

e Son olarak, kontrast boyama i¢gin metilen mavisi uygulanir ve 30 sn boyama islemi
tamamlanir.

e Preparat yikanarak kurutulur ve 1sik mikroskobunda immersiyon objektifi ile

incelenir.

3.4 Soliisyon ve Bilesiklerinin Hazirlanmasi

3.4.1 RPMI-1640 Besiyeri

Besiyeri ticari olarak toz (powder) olarak temin edilmistir. Laboratuvarda 2 g
sodyum bikarbonat (NaHCO3) 1 It besiyeri i¢in hazir paket halindeki toz besiyerine eklendi
ve 1 It distile su ile erlenmayer i¢inde karistirildi. Homojenize olmasi i¢in erlenmayerin agz1
kapatilip karistiricida 30 dakika kadar karistirildi. Homojen hale gelen karisimin filtrasyon

yontemiyle sterilizasyonu gerceklestirildi.
3.4.2 Tripsin Soliisyonunun Hazirlanmasi

Bidistile su ile son hacim 1 litre olacak sekilde ayarlanmak iizere 8 g NaCl, 0.2 g
KCI, 2.37 g Na;HPO4 12 H20, 0.2 g KH2POg4, 1 g titriplex Il (Versen) ve 1.25 g tripsin
tartilarak erlenmayer iginde karistirildi. Erlenmayerin agzi kapatilarak karistiricida 30
dakika karigtirilarak homojenize edildi. Homojen hale gelen karisimin filtrasyon yontemiyle

sterilizasyonu gerceklestirildi.
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3.4.3 PBS hazirlanmasi

Bidistile su ile son hacim 1 litre olacak sekilde 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 2.37 g NaoHPOg4
12 H,O ve 0.2 g KH2PO4 tartilarak erlenmayer icinde ¢oziildii. Erlenmayerin agzi
kapatilarak karistiricida 30 dakika karistirilarak homojenize edildi ve 121 °C 15 psi basing

altinda 15 dakika tutularak otoklav ile sterilizasyonu gergeklestirildi.
3.5 Standart flaclar
3.5.1 izoniyazid

Ticari olarak temin edilen (INH, Farma, Tiirkiye) izoniyazidin 300 mg oraninda
tablet formunun ¢oziilmesi igin solvent olarak steril 10 ml Fosfat Tuz Soliisyonu (PBS)

kullanilds. izoniyazidin stok soliisyonu 30 mg/ml olacak sekilde hazirlandu.
3.5.2 Rifampisin

Ticari olarak temin edilen (Rifcap, Kogak Farma, Tiirkiye) rifampisinin 300 mg
oraninda tablet formunu ¢oziilmesi i¢in solvent olarak steril 10 ml PBS kullanildi.

Rifampisinin stok soliisyonu 30 mg/ml olacak sekilde hazirlandi.

3.5.3 Likopen
Ticari olarak temin edilen (CaoHss) (Molekiiler agirligi 536.87 g/mol) (TargetMol,
ABD) likopenin ¢oziilmesi i¢in solvent olarak steril 10 ml PBS kullanildi. Likopen stok

soliisyonu konsantrasyonu 18.6 mM olacak sekilde hazirlandi.
3.5.4 Rosmarinik Asit

Ticari olarak temin edilen (C18H160g) (Molekiiler agirlig1 360.31 g/mol) (TargetMol,
ABD) rozmarinik asitin ¢oziilmesi i¢in solvent olarak steril 10 ml PBS kullanild.

Rosmarinik asit stok soliisyonu konsantrasyonu 13.9 mM olacak sekilde hazirlandi.
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3.5.5 Rosuvastatin

Ticari olarak temin edilen (Cs4Hs4F2NeO12S2Zn) (Molekiiler agirligi 1026.47 g/mol)
(TargetMol, ABD) rosuvastatinin ¢oziilmesi igin solvent olarak steril 10 ml PBS kullanildi.

Rosuvastatinin stok soliisyonu konsantrasyonu 9.75 mM olacak sekilde hazirlandi.
3.5.6 Oleik Asit

Ticari olarak temin edilen (C1gH3402) (Molekiiler agirligi 282.46 g/mol, Yogunlugu
0.895 g/ml) (Merck, Almanya) oleik asitin ¢oziilmesi i¢in solvent olarak steril 10 ml PBS

kullanildi. Oleik asitin stok soliisyonu konsantrasyonu 349 mM olacak sekilde hazirlandi.
3.5.7 Linalool

Ticari olarak temin edilen (C10H180) (Molekiiler agirligi 154.25 g/mol) (TargetMol,
ABD) linaloolun ¢oziilmesi igin solvent olarak steril 10 ml PBS kullanildi. Linaloolun stok

soliisyonu konsantrasyonu 648 mM olacak sekilde hazirlandi.
3.6 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Calismada in vitro analizleri ger¢eklestirmek amaci ile Vero (Afrika yesil maymun
hiicre hatt1) hiicre hatti ve RAW 264.7 (Fare monosit makrofaj hiicre hatti) hiicre hatt1
kullanildi. Kiiltlir ¢calismalarinda hiicre kiiltiirii iiretme besiyeri olarak igerisinde 10 mM
HEPES, %10 oraninda fetal dana serumu (FBS), 4 mM glutamin ve 100 1U/ml
penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 hiicre liretme besiyeri kullanildi. Hiicre kiiltiirii
calismalar1 25 cm? ve 75 cm? hiicre kiiltiir flasklar1 kullanilarak yapildi. Hiicre hatlarinin

kiiltivasyonunda inkiibasyon protokolii 37 °C’de %5 CO2’li etiivde gerceklestirildi.

Hiicre kiiltiirlerinin idame ettirilmesinde hiicrelerin inkiibasyonu kiiltiir kabi ylizeyini
kaplayincaya kadar devam ettirildi. Hiicrelerin ¢gogaltilmasi sirasinda besiyerlerinin pH’inda
asitlik tespit edildiginde kiiltlir besiyeri degistirildi. Kiiltiir kab1 yiizeyini kaplayan hiicreler
kiiltiir kab1 ylizeyini steril mekanik hiicre kaziyr (Corning, Merck, Almanya) ile hassas bir
sekilde kaldirilarak 50 mI’lik santrifiij tiiplerine topland1. Tiipler sogutmali santrifiijde 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek toplandi. Hiicre canlilig1 ve sayis1 hemositometre ile tripan

mavisi boyama yontemi ile belirlendi.
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3.6.1 Sitotoksite Testleri

Sitotoksite ¢alismalarinda hiicre hatt1 olarak Vero (Afrika yesil maymun hiicre hattr)
hiicre hatti  kullanildi. Oncelikle bilesiklerin toksik olmayan konsantrasyonlarinin
belirlenmesi, Vero hiicre hattinda gergeklestirildi. Kiiltiir ¢alismalarinda Vero hiicre hatti
icin liretme besiyeri olarak igerisinde 10 mM HEPES, %10 oraninda fetal dana serumu
(FBS), 4 mM glutamin ve 100 IU/ml penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 hiicre iiretme
besiyeri kullanildi. Hiicre kiiltiirii galismalar1 25 cm? 75 cm? ve 175 cm? hiicre kiiltiir
flasklar1 kullanilarak yapildi. Hiicre hatlarmin kiiltivasyonunda inkiibasyon protokolii 37
0C’de %5 CO’li etiivde gergeklestirildi.

Hiicre kiiltiirlerinin idame ettirilmesinde hiicrelerin inkiibasyonu kiiltiir kab1 ylizeyini
kaplayincaya kadar devam ettirildi. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi sirasinda besiyerlerinin pH’inda
asitlik tespit edildiginde kiiltiir besiyeri degistirildi. Kiiltiir kabinin yilizeyinin %80-90’1m
kaplayan hiicreler i¢in kabin yilizeyinde alan kalmamasi ve besiyeri ortami verimsiz
olmasindan dolayr kiiltiir kabi1 yiizeyinden %0.25’lik Versen-Tripsin soliisyonu ile
kaldirilarak 50 mI’lik santrifiij tiiplerine alind1. Tiipler sogutmali santrifiijde 1500 rpm’de 15
dakika santrifiij edilerek toplandi. Hiicre canlilig1 ve sayis1 hemositometre ile tripan mavisi

boyama yontemi ile belirlendi.

Aktivite deneyleri 12, 24, 48 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklarda yapildi.
Kuyucuklarin igerisinde %10 oraninda fetal dana serumu bulunan RPMI 1640 besiyeri ile

ml’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre inokiile edildi.
3.6.2 Non-Toksik Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Non-toksik konsantrasyon deneyleri icin steril 96 kuyucuklu diiz tabanh
mikroplaklar kullanildi. Kuyucuklarin igerisinde %10 oraninda fetal dana serumu bulunan
RPMI 1640 besiyeri ile ml’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde 100 pl hiicre igeren besiyeri

inokiile edildi.
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3.6.3 DMSO’nun Non-Toksik Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Doksan alt1 kuyucuklu diiz tabanli steril mikroplak kuyucuklarina %10 oraninda fetal
dana serumu bulunan RPMI 1640 besiyeri ile ml’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde 100 pl

hiicre igeren besiyeri inokiile edildi.

3.6.4 Anti-tiiberkiiloz ilaclarin Non-Toksik Konsantrasyonunun Belirlenmesi

3.6.4.1 Izoniyazid

Ticari olarak temin edilen (INH, Kogak Farma, Tiirkiye) 300 mg izoniyazid tabletin
steril 10 ml PBS solventi igerisinde ¢6ziilerek 30 mg/ml oraninda stok sollisyonu hazirlandu.
96 kuyucuklu diiz tabanli steril mikroplak kuyucuklar1 kullanildi. Izoniyazid stok
soliisyonundan ilk kuyucuga 1:1 oraninda olacak 100’er pul %10 oraninda fetal dana serumlu
bulunan RPMI 1640 besiyeri inokiile edildi. Diger tiim kuyucuklara ise yalnizca 100’er pl
%10 oraninda fetal dana serumlu RPMI 1640 besiyeri inokiile edildi. ilk kuyucuktan
baslayarak tiim kuyucuklara seri olarak 100’er ul mikrodiliisyon gergeklestirildi. Son
kuyucukta kalan 100 pl s1v1 disar1 atildi. Ardindan %10 oraninda fetal dana serumu bulunan
RPMI 1640 besiyeri ile ml’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde 100 pl Vero hiicreleri igeren
besiyeri inokiile edildi. Son konsantrasyonda kuyucuk hacimleri 200 pl oldu. Sirasi ile
kuyucuklara son konsantrasyonlar1 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78 ve 0.39 mg (veya %)
olacak sekilde izoniyazid ilave edilerek %5 CO2’li inkiibatorde 37 °C’de 48 saat siire ile
inkiibasyona birakildi. Izoniyazid tabletini ¢6zmek icin kullanilan PBS negatif kontrol

olarak kullanildi.

Deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve izoniyazidin Vero hiicre hattinda invert
mikroskop altinda morfolojik degerlendirme yapilarak non-toksik konsantrasyonu

belirlendi. Rifampisin igin de sitotoksisite testleri benzer sekilde gerceklestirilmistir.
3.6.4.2 Non-Toksik Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada izoniyazid, rifampisin, likopen, rosmarinik asit, rosuvastatin, oleik asit ve
linalool dogal ve sentetik biyolojik aktif bilesiklerin Vero hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik
dozlar MTT yontemiyle belirlendi.
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3.6.5 MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Yontemi

Bu yontemde kiiltive edilen canli hiicreler kolorimetrik olarak tespit
edilebilmektedir. Burada temel prensip saglam hiicrelerdeki mitokondriyanin 3-(4,5-dimetil
tiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) boyasinin tetrazolium halkasini
pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir ve hiicre canliliginin tayini i¢in sik¢a kullanilan bir
yontemdir. MTT, hiicre igerisine giren ve mitokondriye bagl bir reaksiyon ile renkli, suda
¢oziinmeyen formazana doniisen bir maddedir. Hiicrelerin MTT yi indirgeme 6zelligi hiicre
canliliginin gostergesi olarak kabul edilir ve MTT analizi sonucunda ortaya c¢ikan boya

yogunlugu canli hiicre sayisi ile pozitif korelasyon gostermektedir.

Negatif ve pozitif kontroller de MTT yonteminde birlikte ¢alisilarak kiyasland.
Hiicre kiiltiirlerine bilesikler ve kombinasyonlar1 eklendikten sonra 96 saat 37 °C’de %5
CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. Sonra her kuyucuga 10 ul MTT eklendi ve pleytler 4
saat i¢in ayni sartlar altinda inkiibe edilerek absorbans 6l¢iimleri spektrofotometrede 570 nm
dalga boyunda yapildi. Proliferasyon fitokimyasallarla muamele edilen kuyucuklardaki

hiicrelerin kontrol grubu hiicrelerine orani olarak ifade edildi.

Cizelge 3.1. Sitotoksite ¢aligmalari deney gruplari ve tekrar sayilari.

Deney Gruplari Tekrar Sayisi
Grup 1 (Izoniyazid; 1ZO) 3
Grup 2 (Rifampisin; RiF) 3
Grup 3 (Likopen; LiK) 3
Grup 4 (Rosmarinik Asit; RA) 3
Grup 5 (Rosuvastatin; RS) 3
Grup 6 (Oleik Asit; OA) 3
Grup 7 (Linalool; LiN) 3
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3.6.6 Tripan Mavisi ile Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

Hiicre canlilig1 tripan mavisi boyama yontemi ile tespit edildi. Bu yontemin temel
prensibi membran biitiinliigii bozulmus olan 6lii hiicrelerin tripan mavisi ile boyanmasi ve
boyama sonunda canli hiicrelerin boyasiz, 6li hiicrelerin ise maviye boyanmis olarak
goriilmesidir. Tripan mavisinin %1°lik ¢6zeltisi PBS iginde hazirlandi. Versen-Tripsin
soliisyonu (%0.25°1ik konsantrasyon) ile toplanan hiicreler 1:1 oraninda tripan mavisi ve
hiicre siispansiyonu olacak sekilde boyandi. Oda sicaklifinda 15 dakika inkiibe edilen
karisim mikroskopta incelenerek canlilik tespiti yapildi. Hemositometre ile hiicre sayimi

gerceklestirildi.
3.6.7 RAW 264.7 Hiicrelerinin M. avium ile Enfekte Edilmesi ve Deney Gruplar:

RAW 264.7 hiicrelerinin kiiltivasyonu i¢cin 10 mM HEPES, %10 oraninda FBS, 4
mM glutamin ve 100 IU/ml penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 hiicre liretme besiyeri
kullanild1. Hiicre kiiltiirii calismalar1 25 cm? ve 75 cm? hiicre kiiltiir flasklar1 kullanilarak
yapildi. Hiicre hatlarmin kiiltivasyonunda inkiibasyon protokolii 37 °C’de %5 CO’li
inkiibatorde gerceklestirildi.

Deney grubundaki ilag ve bilesiklerin (izoniyazid, rifampisin, likopen, rosmarinik
asit, rosuvastatin, oleik asit ve linalool) M. avium ve RAW 264.7 monosit makrofaj hiicre
hatt1 ile muamele edilmis farkli kombinasyonlarinin etkinlikleri, pozitif ve negatif gruplari
ile birlikte gen ekspresyon ¢aligsmalar1 gergeklestirildi. 1L-6, CXCL1 (IL-8), IL-1B, TNF-a,
IL-12a (P40), IL-27, CYP1A1, COX-2, iNOS, Egr-1, IL-10 ve B-actin genleri ekspresyon
seviyeleri iizerindeki etkinlikleri Cizelge 3.2.°deki tedavi gruplart olusturularak

degerlendirildi.

Deneyler 12 kuyucuklu diiz tabanli pleytlerde gerceklestirildi. Hiicre inkiibasyon
sartlar1 yukarida belirtildigi gibi uygulandi. Hiicre yogunlugu 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
belirlendi. M. avium ile enfekte edilen RAW 264.7 hiicreleri kontrol grubu olarak segildi.
Tedavi gruplarinda bilesikler ve/veya farkli kombinasyonlar iizerindeki etkinlikleri test
edildi.
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Cizelge 3.2. M. avium ile enfekte edilmis RAW 264.7 hiicrelerinde ekspresyon ¢aligmasi deney gruplari.

Deney Gruplari Tekrar Sayisi
Grup 1 (RAW 264.7 Kontrol) 3
Grup 2 (RAW 264.7+M. avium) 3
Grup 3 (RAW 264.7+1Z0) 3
Grup 4 (RAW 264.7+M. avium+iZO) 3
Grup 5 (RAW 264.7+RIF) 3
Grup 6 (RAW 264.7+M. avium+RIiF) 3
Grup 7 (RAW 264.7+LiK) 3
Grup 8 (RAW 264.7+M. avium+LIK) 3
Grup 9 (RAW 264.7+RA) 3
Grup 10 (RAW 264.7+M. avium+RA) 3
Grup 11 (RAW 264.7+ RS) 3
Grup 12 (RAW 264.7+M. avium+RS) 3
Grup 13 (RAW 264.7+0A) 3
Grup 14 (RAW 264.7+M. avium+OA) 3
Grup 15 (RAW 264.7+LIN) 3
Grup 16 (RAW 264.7+M. avium+LiN) 3

3.7 Gen Ekpsresyon Calismalar:

M. avium susu ile enfekte edilen ve bu enfekte hiicreler bilesiklerin farkli
kombinasyonlariyla muamele edildikten sonra toplandi (toplama islemi fiziksek olarak bir
kaziyic1 yardimiyla gerceklestirildi, bu asamada enzim soliisyonu kullanilmaktan imtina
edildi. Kuyucuklara %10 oraninda FBS igeren RPMI 1640 besiyeri i¢inde hazirlanmis 1x10°
hiicre/ml yogunlugunda hiicre eklendi. Negatif ve pozitif kontrol gruplari hari¢ diger

gruplara M. avium susundan 500 pl ilave edildi.

Ardindan standart ilaglar izoniyazid [(238.1 ug/ml) ve rifampisin (238.1 pg/ml)], ve
fitokimyasallar [(likopen (0.2 mM), rosmarinik asit (0.09 mM), rosuvastatin (0.02 mM),
oleik asit (0.2 mM) ve linalool (0.8 mM)] olacak sekilde hesaplanarak eklendi. Plaklar
inkiibasyon icin 48 saat siire ile 37 °C ve %5 CO’li inkiibasyona birakild:.

Inkiibasyon sonunda hiicreler plaklardan steril mekanik hiicre kaziy1 ile nazikge

kaldirilarak 2 ml’lik ependorf tiiplerde toplandi.
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3.7.1 RNA izolasyonu

e Hiicre siispansiyonu igeren ependorflar 16.000 g’de 10 dk santrifiij edildi.

Stipernatant kismi1 dikkatlice dokiildii.

e Pellet iizerine 1 ml Triazol soliisyonu ve 4 uLL Enhancer eklendikten sonra 15 kez
pipetaj yapilarak hiicrelerin soliisyon ile karigmasi saglandi. Laminar flow kabin

icerisinde 10 dk inkiibasyona birakildi.

¢ 10 dk inkiibasyon sonrasinda her 6rnege 250 pL kloroform eklenir, 20 kez kuvvetlice

ters-diiz edilerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakild.

e Inkiibasyon sonunda drnekler 12000 rpm de 15 dakika +4 °C’de santrifiij edilerek

siipernatant (iistte kalan berrak faz) aspire edilip ependorf tliplere alindi.

e Uzerine 1:1 oraninda izopropanol alkol eklendi, elle 20 kez kuvvetlice ters-diiz

edildikten sonra yeniden 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonunda yeniden 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek tiipiin
dibindeki RNA pelleti -20°C den alinarak %70’lik 1 ml etanol i¢inde ¢oziildii.

e Ardidan 7500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra alkol dokiilerek yeniden
%70’lik etanol eklendi. Ikinci tekrardan sonra tiiplere 1 ml -20°C den alinmis
%99’luk etanol eklenerek 7500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, slipernatant atilarak

son yikama islemi gergeklestirildi.

e RNA igerigi steril kabin i¢inde kurutuldu. Bu islemin sonunda tiipiin dibindeki RNA
peletleri 15 pul RNAse-free bidistile su ile ¢oziildii.

e Elde edilen RNA’nin spektrofotometre cihazi ile (Merinton, SMA-1000 UV
Spectrophotometer, China) 550 nm dalga boyunda safli§1 ve konsantrasyonu tespit
edildikten sonra %1’lik agaroz jelde 90 volt 500 mA’de 30 dakika siire ile
yiiriitiilerek goriintiileme cihazi ile RNA bantlarinin varligi tespit edilerek izolasyon

isleminin verifikasyonu gergeklestirildi.
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3.7.2 Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezi

Konsantrasyonu tespit edilen RNA o6rneklerinin RNAase-free su kullanilarak 500
ng/ml olacak sekilde konsantrasyonu ayarlandi. cDNA eldesi ticari firmanin (Nucleogene,
Almanya) test protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. cDNA eldesi 25 °C’de 5 dakika,
50 °C’de 30 dakika ve 85 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek gergeklestirildi. Sentezlenen cDNA
ornekleri RT-PCR analizleri yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.7.3 inflamatuar Sitokin Genlerinin Ekspresyon Seviyelerinin qPCR ile Belirlenmesi

Gen ekspresyonu caligmalar1 sirasinda f-actin housekeeping gen olarak secildi.
Calismada IL-6, CXCL1 (IL-8), IL-1B, TNF-a, IL-12a (P40), IL-27, CYP1A1, COX-2,
INOS, Egr-1 ve IL-10 genlerinin ekspresyon diizeyleri tespit edildi. Ekspresyon
caligmalarinda her grup igin 5 pl ¢cDNA 6rnegi kullanildi. RT-PCR analizlerinde SYBR
Green Master Mix (Nucleogene, Almanya) kullanilarak gergeklestirildi.

Reaksiyon protokolii Qiagen Rotor-Gene Q (Qiagen GmbH, Almanya) cihazi
kullanilarak; 95 °C’de 2 dakika, 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 60 saniye olarak 40 siklus
olacak sekilde uygulandi. Her 6rnekten dublike olarak calisildi. Sonuglar 222 metodu ile

analiz edildi. Calismada kullanilan primerlerin sekanslar1 Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan oligoniikleotit dizileri.

Primerler Sekanslar Referanslar

[-actin 5“CACTGTCGAGTCGCGTCC -3¢ (Fragoulis ve ark., 2021)
5¢-TCATCCATGGCGAACTGGTG -3’

IL-6 5’- TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC -3’ (Wang ve ark., 2024)
5““TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC -3’

CXCL1 (IL-8) 5’- CTGGGATTCACCTCAAGAACATC -3’ (Chen ve ark., 2025)
5’- CAGGGTCAAGGCAAGCCTC -3’

IL-1B 5'- GCACTACAGGCTCCGAGATGAA -3’ (Paramita Pal ve ark., 2023)
5-GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT -3’

TNF-a 5'- ACCCTCACACTCAGATCATCTTC -3’ (Ren ve ark., 2021)
5- TGGTGGTTTGCTACGACGT -3’

IL-12a (P40) 5'- CAGCACTTCAGAATCACAACCA -3’ (Wu ve ark., 2021)
5-TCATTTTCACTCTGTAAGGGTCTG -3’

CYP1A1l 5'-ATGAGTTTGGGGAGGTTACTGGT-3’ (Ozgdgmen ve Azirak,
5'-ACTTCTTATTCAAGTCCTTGAAGGCA-3' 2023)

42



IL-27

COX-2

iINOS

Egr-1

IL-10

5'- CTCTGCTTCCTCGCTACCAC -3’
5'- GGGGCAGCTTCTTTTCTTCT -3’

5'- AGAAGGAAATGGCTGCAGAA -3’
5'- GCTCGGCTTCCAGTATTGAG -3'

5'- ACATCGACCCGTCCACAGTAT -3’
5'- CAGAGGGGTAGGCTTGTCTC -3

5'-CCGCTTTTCTCGCTCGGATG -3’
5'- GCGGATGTGGGTGGTAAGGT -3'

5'- CAGGGATCTTAGCTAACGGAAA -3’
5'- GCTCAGTGAATAAATAGAATGGGAAC -3

(Bruni ve ark., 2018)

(Lee ve ark., 2023)

(Wang ve ark., 2024)

(Pang ve Lin, 2023)

(Pan ve ark., 2022)

3.7.4 istatistik Analizler

denemenin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplandi. Her grup ve gruplararasi
karsilagtirmalar tek yonlii ANOVA testleri kullamlarak yapildi. Iki alt grubun oldugu
deneyler, two-tailed t-testleri ile analiz edildi. Ug veya daha fazla tek degiskenli alt grubun

oldugu deneyler ise tek yonlii ANOVA ile analiz edildi. ki grup arasinda post hoc analiz

Tukey'nin ¢oklu karsilagtirma testleri kullanilarak yapildi.

43

Istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism yazilimi (siiriim 10) kullanildi. En az iic



4. BULGULAR

Calismada Oncelikle deneylerde standart ilaglar (izoniyazid ve rifampisin) ve
fitokimyasallarin (likopen, rosmarinik asit, rosuvastatin, oleik asit ve linalool) hiicreler
tizerinde toksik konsantrasyonlar etki olusturmayan dozlari; hem morfolojik olarak visuel
degerlendirmeyle hem de hiicre sayis1t ve MTT yontemiyle hiicre canliliklar1 hesaplanarak

gerceklestirildi. Deneylerde non-toksik konsantrasyonlar agsagida verilmistir.

[zoniyazid: 234 pg/ml

Rifampisin: 59 pg/ml

Likopen: 63 pg/ml, 0.12 mM
Rosmarinik Asit: 16 pg/ml, 0.04 mM
Rosuvastatin: 8 pg/ml, 7.6 mM
Oleik Asit: 0.6 pg/ml, 0.002 mM
Linalool: 57 pg/ml, 0.4 mM

4.1 Aktivite Calismalar
R e NI

L 0=

Sekil 4.1. Hiicrelerin 96. saat inkiibasyonundaki hiicre morfolojileri, A: Vero, B: RAW 264.7 (10x).

Sekil 4.1’de RAW 264.7 ve Vero kontrol grubu hiicrelerinin 96. saat sonundaki hiicre
morfolojileri verilmistir. Hiicrelerde herhangi bir sitotoksisite tespit edilmemistir. Hiicreler
tipik morfolojide monolayer tarzda kiiltiir kab1 yiizeyini kaplamis olup, herhangi bir

sitopatolojik degisim tespit edilmemistir.

Deneylerde aktivite calismalari standart ilag ve bilesiklerin Vero hiicreleri tizerinde
toksisite olusturmayan dozlarinda gergeklestirilmistir. Inkiibasyonun 96. saatinde

sitotoksisite testlerinde hiicre goriintiileri; Sekil 4-2, 4-3,4-4, 4-5, 4-6, 4-7 ve 4-8.’dedir.
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3750 pg/ml 1875 pg/ml

Vero Kontrol
Sekil 4.2. Vero hiicre hattinda izoniyazidin <234 pg/ml konsantrasyonda hiicrelerde toksik etki tespit
edilmezken, >234 pug/ml konsantrasyonda Izoniyazid toksik etki olusturmustur. Hiicrelerde agregasyon, hiicre
yuvarlaklagmasi, niikleer biiyiime gibi sitopatolojik degisimler goriilmektedir.
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Vero Kontrol
Sekil 4.3. Vero hiicre hattinda rifampisinin <59 pg/ml konsantrasyonda hiicrelerde toksik etki tespit
edilmezken, >59 pg/ml konsantrasyonda toksik etki olugturmustur. Yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelerde
genel bir atipik goriiniim ile izoniyazid testlerine benzer sekilde hiicrelerde agregasyon, hiicre yuvarlaklagmas,
niikleer bitylime gibi sitopatolojik degisimler saptanmustir.
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Vero Kontrol
Sekil 4.4. Vero hiicre hattinda likopenin <63 pg/ml (0.12 mM) konsantrasyonda hiicrelerde toksik etki tespit
edilmezken, >63 pg/ml konsantrasyonda toksik etki olugturmustur. Hiicrelerde agregasyon, hiicre
yuvarlaklagmasi, niikleer biiyiime gibi sitopatolojik degisimler saptanmustir.
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Vero Kontrol
Sekil 4.5. Vero hiicre hattinda rosmarinik asitin <16 pg/ml (0.04) konsantrasyonda hiicrelerde toksik etki tespit
edilmezken, >16 pg/ml konsantrasyonda toksik etki olusturmustur. Hiicrelerde agregasyon, hiicre
yuvarlaklagmasi, niikleer biiyiime gibi sitopatolojik degisimler saptanmustir.
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Ver Kontrol
Sekil 4.6. Vero hiicre hattinda rosuvastatinin <8 pg/ml (7,6 mM) konsantrasyonda hiicrelerde toksik etki tespit
edilmezken, >8 pg/ml konsantrasyonda rosuvastatin toksik etki olusturmustur. Hiicrelerde agregasyon, hiicre
yuvarlaklagmasi, niikleer biiylime gibi sitopatolojik degisimler goriilmektedir.
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er Kontrol
Sekil 4.7.Vero hiicre hattinda oleik asitin <0.6 pg/ml (0.002 mM) konsantrasyonda hiicrelerde toksik etki tespit
edilmezken, >0.6 pg/ml konsantrasyonda oleik asit toksik etki olugturmustur. Hiicrelerde agregasyon, hiicre
yuvarlaklagmasi, niikleer biiyliime gibi sitopatolojik degisimler goriilmektedir.
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Vero Kontrol
Sekil 4.8. Vero hiicre hattinda linalooliin <57 pg/ml (0.4 mM) konsantrasyonda hiicrelerde toksik etki tespit
edilmezken, >57 pg/ml konsantrasyonda linalool toksik etki olusturmustur. Hiicrelerde agregasyon, hiicre
yuvarlaklagmasi, niikleer biiyiime gibi sitopatolojik degisimler goriilmektedir.
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Vero hiicrelerinde izoniyazid ve rifampisin sirasiyla non-toksik konsantrasyonlari;
234 ve 59 mM, likopen, rosmarinik asit, rozuvastatin, oleik asit ve linalooliin sirastyla non-
toksik konsantrasyonlar: ise; 63, 16, 8, 0.6 ve 57 pg/ml olarak tespit edilmistir. Bu

konsantrasyonlarin iizerinde hiicrelerde belirgin sitopatolojik degisimlerin varligi tespit

edilmistir.

A ..
Sekil 4.9. M. avium ile enfekte edilmis Vero ve RAW 264.7 hiicrelerin 96 saat inkiibasyon sonundaki hiicre
morfolojileri, A: Vero+M. avium, B: RAW+M. avium, (10x).

C D
Sekil 4.10. M. avium ile enfekte edilen RAW 264.7 hiicrelerinde A:IZO (234 pg/ml) B:iZO+M. avium ve
C:RIF (59 pg/ml), D:RIF+M. avium hiicre morfolojileri {izerinde meydana getirdigi sitopatolojik degisiklikler.

izoniyazid (234 pg/ml) ve rifampisin (59 pg/ml) RAW 264.7 hiicreleri {izerinde
inkiibasyonun 48. saatinde herhangi bir toksisite olusturmadigi morfolojik olarak yapilan
incelemelerde tespit edilmistir (Sekil 4-10).
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Sekil 4.11. M. avium ile enfekte edilen RAW 264.7 hiicrelerinde A:LiK, B:LIK+M. avium (63 pg/ml) hiicre
morfolojileri tizerinde meydana getirdigi sitopatolojik degisiklikler.

Likopen (63 pg/ml) Sekil 4-11’de goriildiigii iizere RAW 264.7 hiicreleri {izerinde
inkiibasyonun 48. saatinde herhangi bir toksik etki meydana gelmedigi morfolojik olarak

yapilan incelemelerde tespit edilmistir.

A | B
Sekil 4.12. M. avium ile enfekte edilen RAW 264.7 hiicrelerinde A:RA, B:RA+M. avium (16 pg/ml) hiicre
morfolojileri tizerinde meydana getirdigi sitopatolojik degisiklikler.

Rosmarinik asit (16 pg/ml) Sekil 4-12°de goriildiigii iizere RAW 264.7 hiicreleri
iizerinde inkiibasyonun 48. saatinde herhangi bir toksik etki meydana gelmedigi morfolojik

olarak yapilan incelemelerde tespit edilmistir.

" ‘ : : ® : B
Sekil 4.13. M. avium ile enfekte edilen RAW 264.7 hiicrelerinde A:RS, B:RS+M. avium (8 pg/ml) hiicre
morfolojileri tizerinde meydana getirdigi sitopatolojik degisiklikler.
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Rosuvastatin (8 pg/ml) Sekil 4-13’de goriildiigii iizere RAW 264.7 hiicreleri

iizerinde inkiibasyonun 48. saatinde herhangi bir toksik etki meydana gelmedigi morfolojik

olarak yapilan incelemelerde tespit edilmistir.

Sekil 4.14. M. avium ile enfekte edilen RAW 264.7 hiicrelerinde A:OA, B:OA+M. avium (0.6 pg/ml) hiicre
morfolojileri tizerinde meydana getirdigi sitopatolojik degisiklikler.

Oleik asit (8 ug/ml) Sekil 4.14°da goriildiigii tizere RAW 264.7 hiicreleri tizerinde
inkiibasyonun 48. saatinde herhangi bir toksik etki meydana gelmedigi morfolojik olarak

yapilan incelemelerde tespit edilmistir.

Sekil 4.15. M. avium ile enfekte edilen RAW 264.7 hiicrelerinde A:LiN, B:LIN+M. avium (57 pg/ml) hiicre
morfolojileri tizerinde meydana getirdigi sitopatolojik degisiklikler.

Linalool (57 png/ml) Sekil 4.15°de goriildiigi lizere RAW 264.7 hiicreleri iizerinde
inkiibasyonun 48. saatinde herhangi bir toksik etki meydana gelmedigi morfolojik olarak

yapilan incelemelerde tespit edilmistir.
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4.2 Gen Ekspresyon Analizi Sonuclari

Vouwd | i b | . by |
b e W el |

Sekil 4.16. RNA izolasyonu sonrast RAW264.7 hiicrelerinden elde edilen total RNA’nin agaroz jel goriintiisii.
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4.3 Analiz Sonuglari
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Sekil 4.17. izoniazid, rifampisin ve likopenin Vero hiicrelerindeki sitotoksisite degerlendirmesi.
Kontrol 1zoniazid Rifampisin Likopen
Ozet P Degeri Ozet P Ozet PDegeri Ozet P Degeri

Degeri

32 uM & 64 pM EEE <0,0001  **#*  <(0,0001 ****  <0,0001 F***  <0,0001
32 uM & 128 M FHH* <0,0001  ****  <0,0001 ns 0,2654 * 0,0258
32 uM & 256 pM FHEE <0,0001  ****  <0,0001 ns 0,4393 ns 0,1423
32 puM & 512 pM HwEE <0,0001 ns 0,1666  ns 0,4552 ns 0,3636

64 nM & 128 pM kxE <0,0001  ****  <0,0001 ** 0,0028 * 0,0437
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64 uM & 256 pM
64 pM & 512 pM

128 pM & 256
pM
128 pM & 512
pM
256 pM & 512
pM

shskoskok

skokskok

skokskok

kokskok

shskoskok

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001

<0,0001

seskeskosk

ns

skoskok ok

koskok sk

seskskosk

<0,0001
0,0636

<0,0001
<0,0001

<0,0001

*x 0,0010
ok 0,0010
ns 0,9973
ns 0,9963
ns >0,9999

sk

kk

ns

ns

ns

0,0062
0,0013
0,9436
0,7030

0,9832

Sekil 4.17°de goriildiigi gibi rifampisin ve likopenin 128 pM, izoniazidin ise 512

uM diizeyinde hiicreler iizerinde toksisite olusturdugu, bu konsantrasyonlarda hiicre

canliliginin anlaml derecede azaldig, hiicrelerin atipik morfolojiye gectikleri ve hiicrelerde

sitopatolojik degisimlerin varligi tespit edilmistir (Sekil 4-17).
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Sekil 4.18. Linalool, rosmarinik asit ve rosuvastatinin Vero hiicrelerindeki sitotoksisite degerlendirmesi.
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Kontrol Linalool Rosmarinik Asit Rosuvastatin

Ozet P Degeri Ozet P Degeri Ozet  PDegeri Ozet P

Degeri
4 pM & 8 pM ns 0,0565 ns 0,1516 ns 0,1060 * 0,0315
4 pM & 16 pM okkok <0,0001  ****  <0,0001 BrREE o <0,0001  FEEE <0,000

1
4pM & 32 uM ok <0,0001  *#*x  <(,0001 ns 0,2667 ns 0,5726
4 pM & 64 pM ok <0,0001  *#*x  <(,0001 ns 0,9840 ns 0,6584
4 pM & 128 pM Horkk <0,0001  ns 0,9810 ns 0,9491 ns 0,8833
8§ uM & 16 pM ns 0,0602 ns 0,0565 * 0,0384 ns 0,2109
8 uM & 32 pM R <0,0001  ****  <0,0001 ns 0,9971 ns 0,6633
8 uM & 64 pM oo <0,0001  ****  <0,0001 ns 0,3736 ns 0,5776
8§ uM & 128 uM ok <0,0001  ns 0,4901 ns 0,4982 ns 0,3243
16 pM & 32 pM oA <0,0001  ****  <0,0001 * 0,0110 * 0,0050
16 pM & 64 pM ok <0,0001  *#*Fx  <(,0001 R <0,0001 0,0033
16 utM & 128 pM = **** <0,0001  H*x* 0,0003 ok 0,0002 ok 0,0009
32 uM & 64 pM ook 0,0001 ns 0,6306 ns 0,6633 ns >0,999

9
32 puM & 128 pM FEEE <0,0001  ****  <0,0001 ns 0,7854 ns 0,9933
64 pM & 128 pM FEEE <0,0001  *F**  <0,0001 ns >0,9999  ns 0,9982

Calismada; rosmarinik asit 32 uM, rosuvastatin 16 pM ve linalooliin ise 128 uM
diizeyinde hiicreler lizerinde toksisite olusturdugu, bu konsantrasyonlarda hiicre canliliginin
anlamli derecede azaldigi, hiicrelerin atipik morfolojiye gegctikleri ve hiicrelerde
sitopatolojik degisimlerin varlig1 tespit edilmistir. Sitotoksisite testlerinde linalooliin hiicre

toksisitesi en diisiik bilesen oldugu tespit edilmistir (Sekil 4-18).
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Sekil 4.19. Raw 264.7 hiicre kiiltiiriinde IL-6, 1L-8 (CXCL1), IL-1B ve TNF-a gen ekspresyonlarinin Beta-
aktin ile karsilastirmali analizi.

IL-6 IL-8 (CXCL1) IL-1p TNF-a Beta-aktin
Ozet P Ozet P Ozet P Ozet PDegeri Ozet P
Degeri Degeri Degeri Degeri
Kontrol &  **** <0,0001 ns 0,9618 ***  0,0006  **** <0,0001 ns 0,9993
Izonazid
Kontrol &  **** <(0,0001 ns 0,9999  ***x  <0,0001 * 0,0340 ns 0,9949
Rifampisin
Kontrol &  **** <(0,0001 ns 0,2080  ***  0,0003  ****  <0,0001 ns 0,9993
Likopen
Izonazid & ns 0,2567  ns 0,9759  ***x <0,0001 ** 0,0022 ns 0,9993
Rifampisin
Izonazid & ns 0,7244  ns 0,4433  ***x <0,0001 ***  0,0002 ns >0,9999
Likopen
Rifampisin  * 0,0284  ns 0,2364  **#*  <0,0001 **** <0,0001 ns 0,9993
& Likopen
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Kontrol grubuyla kiyaslandiginda IL-1p, IL-6 standart ilag gruplarinda (izoniazid ve
rifampisin) anlamli derecede azalirken, likopen grubunda IL-1B’nin anlamli diizeyde arttig
tespit edilmistir. Bunun yaninda izoniazid, rifampisin ve likopen gruplarinda TNF-a
seviyesinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli oranda arttig

saptanmustir (Sekil 4-19).
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Sekil 4.20. Raw 264.7 hiicre kiiltiiriinde proenflamatuar sitokin gen (IL-6, IL-8 (CXCL1), IL-1B ve TNF-a)
ekspresyonlarinin linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit ile modiilasyonu.
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IL-6 IL-8 (CXCL1) IL-1B TNF-a

Ozet  PDegeri  Ozet PDegeri  Ozet PDegeri  Ozet P Degeri

Kontrol & HkEE <0,0001 ns 0,9654 Hkkk <0,0001 Hkkk <0,0001
Linalool

Kontrol & HkEE <0,0001 ns 0,9405 Hkk ok <0,0001 Hkkk <0,0001
Rozmerik Asit

Kontrol & HkE* <0,0001 ns 0,0910 Hkok ok <0,0001 Hkkk <0,0001
Rosuvastatin

Kontrol & otk <0,0001 ns 0,0773 A <0,0001 oAk <0,0001
Oleik Asit

Linalool & ns 0,8122 ns 0,6220 ns >0,9999 Hkkk <0,0001
Rosmarinik
asit

Linalool & ns 0,7114 ns 0,3199 ns 0,0503 ns 0,4852
Rosuvastatin

Linalool & ns >0,9999 ns 0,2841 ns 0,4630 ns 0,9774
Oleik Asit

Rosmarinik ns 0,9998 * 0,0134 ns 0,0550 Hkk ok <0,0001
asit &
Rosuvastatin

Rosmarinik ns 0,7934 * 0,0109 ns 0,4852 Hkk ok <0,0001
asit & Oleik
Asit

Rosuvastatin ns 0,6895 ns >0,9999 ns 0,7738 ns 0,1926
& Oleik Asit

Deneylerde I1L-6 ve IL-1p ekspresyon seviyeleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda
linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit gruplarinda anlamli derecede azalirken,
TNF-o gen ekspresyonu seviyelerinde anlamli derecede artiglarin oldugu saptanmuistir.
Fakat, IL-8 gen ekspresyonunun tiim bilesik gruplarinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda
anlamli degisimlerin olmadig: tespit edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21. Raw 264.7 hiicre kiiltiiriinde IL-12 geni ekspresyon seviyelerinin Beta-aktin geni ile karsilagtirmali
analizi.

IL-12

Ozet P Degeri
Kontrol & Izonazid ns 0,7521
Kontrol & Rifampisin ns 0,0606
Kontrol & Likopen * 0,0179
Kontrol & Linalool ns 0,0955
Kontrol & Rosmarinik asit ns 0,1354
Kontrol & Rosuvastatin * 0,0371
Kontrol & Oleik asit ns 0,0672

Kontrol grubu dahil olmak {izere tiim ilag (izoniazid ve rifampisin) ve bilesik
(likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit) gruplarinda Beta-aktin geni ile

kiyaslandiginda IL-12 ekspresyon seviyelerinde anlamli artislarin oldugu saptanmustir.
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Kontrol grubuyla kiyaslandiginda tiim gruplarda IL-12 ekspresyon diizeyi bir artig gosterse
de likopen ve rosuvastatin disindaki tiim gruplardan bu artislarin istatiksel olarak anlamli

olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. Raw 264.7 hiicre hattinda izoniazid, rifampisin ve likopenin CYP1A1, COX-2, iNOS ve Egr-1 gen
ekspresyon oranlarina etkisinin Beta-aktin geniyle karsilagtirmali analizi.

63



CYP1A1 COX-2 iNOS TNF-a Beta-aktin

Ozet P Ozet P Ozet P Ozet P Ozet P
Degeri Degeri Degeri Degeri Degeri

Kontrol & ns 0,9969 ns 0,8494 ¥kE*x - <0,0001 ns 0,9996 ns 0,9952
Izoniazid

Kontrol & ns 0,9000 ns 0,3391 Rk <0,0001  ns 0,9997  ns >0,99
Rifampin 99

Kontrol & ns 0,9140 ns 0,1020 ns 0,7055 ns 0,9996 ns >0,99
Likopen 99

Izoniazid ns 0,8071 ns 0,8120 ns 0,1513 ns >0,9999 ns 0,9952
&
Rifampin

Izoniazid ns 0,9697 ns 0,4191 rEEk <0,0001  ns >0,9999 ns 0,9917
& Likopen

Rifampin  ns 0,5414  ns 0,9106 kK <0,0001  ns >0,9999 ns >0,99
& Likopen 99

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda izoniazid, rifampisin ve likopen ile muamele
edilen gruplarda CYP1A1, COX-2 ve Egr-1 gen ekspresyonlarinda anlamli farkliliklar tespit
edilmemistir. Halbuki, iNOS ekspresyonunda izoniazid ve rifampisin gruplarindan istatiksel
olarak anlamli diizeyde artiglar goriilirken, likopen grubunda bu gen ekspresyonunun

kontrol grubuna benzer sekilde regiile edildigi tespit edilmistir (Sekil 4-22).
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Sekil 4.23. Raw 264.7 hiicre hattinda linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asitin CYP1A1, COX-2,
iNOS ve Egr-1 gen ekspresyon oranlarina etkisinin Beta-aktin geni ile karsilagtirmali analizi.

CYP1A1 COX-2 iNOS Egr-1

Ozet PDegeri Ozet PDegeri Ozet P Degeri Ozet P Degeri
Kontrol & ns 0,3489 ®hEE 20,0001 ns 0,2424 ns 0,9998
Linalool
Kontrol & * 0,0363 ns 0,9999 ns 0,1532 ns 0,9931
Rosmarinik
asit
Kontrol & * 0,0268 ns 0,2123 *kEx <0,0001 ns 0,9976
Rosuvastatin
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Kontrol & ns 0,9992 ns 0,1171 *kEE <0,0001 ns 0,9874
Oleik asit

Linalool & *kx 0,0001 *EEX <0,0001 ns 0,9992 ns 0,9992
Rosmarinik
asit

Linalool & ns 0,7446 ok 0,0002 * 0,0480 ns >(0,9999
Rosuvastatin

Linalool & ns 0,2329 wkk 0,0005 *kEE <0,0001 ns 0,9978
Oleik asit

Rosmarinik wkEx <0,0001 ns 0,2806 ns 0,0849 ns >(0,9999
asit &
Rosuvastatin

Rosmarinik ns 0,0655 ns 0,1621 *rEE<0,0001 ns >(0,9999
asit &
Oleik asit

Rosuvastatin * 0,0139 ns 0,9982 ok 0,0034 ns 0,9998
& Oleik asit

Sekil 4.23’¢ benzer olarak kontrol grubuyla kiyaslandiginda rosmarinik asit,
rosuvastatin ve oleik asit ile muamele edilen gruplarda COX-2 gen ekspresyonunda anlaml
farkliliklar tespit edilmemistir. CYP1A1 gen ekspresyonunda oleik asit grubundan anlamli
olarak degismezken, rosmarinik asit grubundan anlamli derecede azalig, rosuvastatin
grubunda ise anlamli derecede artis oldugu tespit edilmistir. Linalool ve rosmarinik asit
grubunda iNOS ekspresyonundan anlamli farklar tespit edilmezken, rosuvastatin ve oleik

asit grubunda anlamli diizeyde artiglarin oldugu bulunmustur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Raw 264.7 hiicre kiiltiiriinde izoniazid, rifampisin, likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin

ve oleik asitin IL-10 gen ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisinin Beta-aktin geni referansi ile kargilagtirmali
analizi.

IL-10

Ozet P Degeri
Kontrol & Izoniazid ns 0,8838
Kontrol & Rifampin ns 0,9923
Kontrol & Likopen ok 0,0009
Kontrol & Linalool ok 0,0048
Kontrol & Rosmarinik asit ok 0,0020
Kontrol & Rosuvastatin * 0,0116
Kontrol & Oleik asit k% 0,0004
Izoniazid & Rifampin ns 0,9994
Izoniazid & Likopen * 0,0313
Izoniazid & Linalool ns 0,1199
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Izoniazid & Rosmarinik asit
Izoniazid & Rosuvastatin
Izoniazid & Oleik asit
Rifampin & Likopen
Rifampin & Linalool
Rifampin & Rosmarinik asit
Rifampin & Rosuvastatin
Rifampin & Oleik asit
Likopen & Linalool
Likopen & Rosmarinik asit
Likopen & Rosuvastatin
Likopen & Oleik asit
Linalool & Rosmarinik asit
Linalool & Rosuvastatin

Linalool & Oleik asit

Rosmarinik asit & Rosuvastatin

Rosmarinik asit & Oleik asit

Rosuvastatin & Oleik asit

ns

ns

ek

ns

ek

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0,0584
0,2271
0,0137
0,0082
0,0367
0,0162
0,0785
0,0034
0,9987
>0,9999
0,9812
>0,9999
>0,9999
>0,9999
0,9812
0,9975
0,9987
0,9082

Kontrol grubu dahil olmak iizere tiim ila¢ (izoniazid ve rifampisin) ve bilesik
(likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit) gruplarinda Beta-aktin geni ile
kiyaslandiginda IL-10 ekspresyon seviyelerinde azalislarin oldugu saptanmistir. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda izoniazid ve rifampisin gruplar disinda tiim bilesik gruplarinda

IL-10 ekspresyonunun anlamli derecede azaldig1 saptanmais, bu azalislarin en anlamli oldugu

gruplarin ise likopen ve oleik asit gruplart olmustur (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. Raw 264.7 hiicre kiiltiiriinde izoniazid, rifampisin, likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin
ve oleik asitin IL-12 gen ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisinin Beta-aktin geni referansi ile kargilagtirmali

analizi.

IL-27

Ozet P Degeri
Kontrol & Izoniazid HkE 0,0003
Kontrol & Rifampin ook <0,0001
Kontrol & Likopen otk <0,0001
Kontrol & Linalool kool <0,0001
Kontrol & Rosmarinik asit wkx 0,0001
Kontrol & Rosuvastatin okl <0,0001
Kontrol & Oleik asit okl <0,0001
Izoniazid & Rifampin otk <0,0001
Izoniazid & Likopen otk <0,0001
Izoniazid & Linalool HkkE <0,0001
Izoniazid & Rosmarinik asit HkkE <0,0001
Izoniazid & Rosuvastatin * 0,0156
Izoniazid & Oleik asit Ak 0,0002
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Rifampin & Likopen
Rifampin & Linalool
Rifampin & Rosmarinik asit
Rifampin & Rosuvastatin
Rifampin & Oleik asit
Likopen & Linalool
Likopen & Rosmarinik asit
Likopen & Rosuvastatin
Likopen & Oleik asit
Linalool & Rosmarinik asit
Linalool & Rosuvastatin

Linalool & Oleik asit

Rosmarinik asit & Rosuvastatin

Rosmarinik asit & Oleik asit

Rosuvastatin & Oleik asit

ns

ns

skskoskook

sk

ns

ns

skskoskosk

ns

ns

shskoskook

ns

ns

shskoskock

skeskeoskosk

ns

0,2871
0,4510
<0,0001
0,0012
0,0802
>0,9999
<0,0001
0,3263
0,9976
<0,0001
0,1943
0,9776
<0,0001
<0,0001
0,7226

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda IL-27 gen ekspresyonun rosmarinik asit grubu
disindaki tiim ilag ve bilesik gruplarinda istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit

edilirken, rosmarinik asit grubunda anlamli derecede azalis saptanmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26. Raw 264.7 hiicrelerinde M. avium enfeksiyonu sonrasi proenflamatuar sitokin genlerinin (1L-6, IL-
8, IL-1P ve TNF-a) ekspresyonunun izoniazid, rifampisin, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit
ile modiile edilmesi.

IL-6 IL-8 IL-1p TNF-a Beta-aktin
(CXCL1)
Ozet P Ozet P Ozet P Ozet P Ozet P
Degeri Degeri Degeri Degeri Degeri

Kontrol (M. wREX - <0,0001 * 0,0232  ***  (,0003 *kEk - <0,0001 ns >0,9999
avium) &

izoniazid+

M. avium

Kontrol (M. *kEE - <0,0001 ns 0,1671 **** <0,0001 **** <0,0001 ns 0,9992
avium) &

Rifampisin+

M. avium

Kontrol (M. ®R¥X <0,0001 ns 0,2543  **k¥*  <0,0001 **** <0,0001 ns 0,9992
avium) &

Likopen+M.

avium

izoniazid+ ns 0,6948 ns 0,8120 ****  <(0,0001 ns 0,1106 ns 0,9992
M. avium &

Rifampisin+

M. avium
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izoniazid+ ns 0,2543 ns 0,6791 **** <0,0001 ns 0,2123 ns 0,9992
M. avium &

Likopen+

M. avium

Rifampisin+ ns 0,8622 ns 0,9954 ns 0,9996 ns 0,9864 ns 0,9937
M. avium &

Likopen+M.

avium

M. avium ile enfekte edilen ve tedavi verilmeyen kontrol grubunda Beta-aktin geni
ile kiyaslandiginda IL-6 ve IL-8 gen ekspresyonlar1 arasinda anlamli degisimler yokken, IL-
1B ve TNF-a ekspresyonlarinda anlamli artislar tespit edildi. Izoniazid tedavi grubunda IL-
6 ve IL-8 ekspresyonlar1 anlamli derece azalirken, IL-1P ve TNF-a ekspresyonlarindaki artis
anlamliydi. Rifampisin tedavi grubunda ise izoniazid tedavi grubundan farkli olarak sadece
IL-1B ekspresyonunda azalis meydana gelmistir. Likopen tedavi grubunda ise rifampisin
tedavi grubuna benzer sekilde IL-6, IL-8 ve IL-1PB ekspresyonlarinda Beta-aktin geni ile
kiyaslandiginda anlamli derecede azalislar, TNF-a ekspresyonunda ise anlamli derecede

artiglarin oldugu saptanmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.27. Raw 264.7 hiicrelerinde M. avium enfeksiyonu sonrasi proenflamatuar sitokin genlerinin (IL-6, IL-
8, IL-1B ve TNF-a) ekspresyonunun linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit ile modiile edilmesi.

IL-6 IL-8 (CXCL1)  IL-1p TNF-0

Ozet PDegeri Ozet PDegeri Ozet PDegeri Ozet P Degeri
Kontrol (M. avium) oAk 0,0004 ns 0,2805 FREEX S <0,0001  *FE* <0,0001
& Linalool+M. avium
Kontrol (M. avium) ok 0,0007 * 0,0152 *REk <0,0001 *REE <0,0001
& Rosmarinik
asit+M. avium
Kontrol (M. avium) ok 0,0097 ns 0,1477 FREEX S <0,0001  *FE* <0,0001
& Rosuvastatin+M.
avium
Kontrol (M. avium) *kxEk <0,0001 ns 0,1001 *REE<0,0001 *REE <0,0001

& Oleik asit+M.
avium
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Linalool+M. avium & ns 0,9998 ns 0,6997 ns 0,8486 *kEx <0,0001
Rosmarinik asit+M.

avium

Linalool+M. avium & ns 0,8379 ns 0,9969 ns 0,9994 ns 0,9997
Rosuvastatin+M.

avium

Linalool+M. avium & ns 0,9905 ns 0,9839 ns 0,0859 *% 0,0065
Oleik asit+M. avium

Rosmarinik asit+M. ns 0,9051 ns 0,8786 ns 0,7270 *kEx <0,0001
avium

&Rosuvastatin+M.

avium

Rosmarinik asit+M. ns 0,9710 ns 0,9410 ns 0,5125 *xEk <0,0001
avium &QOleik

asit+M. avium

Rosuvastatin+M. ns 0,5705 ns 0,9997 ns 0,0501 ** 0,0038
avium &QOleik
asit+M. avium

Linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit tedavi gruplarinda IL-6 ve IL-8
ekspresyonlar1 Beta-aktin ile kiyaslandiginda anlamli derece azalirken, IL-1p diizeylerinde
anlaml1 bir degisim olmamis, TNF-a ekspresyonlarinda ise anlamli oranda artiglarin oldugu
tespit edilmistir. Kontrol grubu ekspresyon oranlariyla kiyaslandiginda ise, IL-1p ve TNF-a
ekspresyonunun linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit tedavi gruplarinda

anlamli derecede azalarak ekspresyonlarin regiile edildigi saptanmustir (Sekil 4-27).
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Sekil 4.28. Raw 264.7 hiicrelerinde M. avium enfeksiyonu sonrasi IL-12 geni ekspresyonunun izoniazid,
rifampisin, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit ile modiile edilmesi.

IL-12

Ozet P Degeri
Kontrol & Izoniazid Ak <0,0001
Kontrol & Rifampin otk <0,0001
Kontrol & Likopen ook <0,0001
Kontrol & Linalool HkkE <0,0001
Kontrol & Rosmarinik asit HkkE <0,0001
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Kontrol & Rosuvastatin oAk 0,0001

Kontrol & Oleik asit okl <0,0001
Izoniazid & Rifampin ns 0,9156
Izoniazid & Likopen otk <0,0001
Izoniazid & Linalool okl <0,0001
Izoniazid & Rosmarinik asit kol <0,0001
Izoniazid & Rosuvastatin okl <0,0001
Izoniazid & Oleik asit oo <0,0001
Rifampin & Likopen oAk <0,0001
Rifampin & Linalool ok <0,0001
Rifampin & Rosmarinik asit *HAE <0,0001
Rifampin & Rosuvastatin R <0,0001
Rifampin & Oleik asit ko <0,0001
Likopen & Linalool ns 0,0673
Likopen & Rosmarinik asit ns 0,9997
Likopen & Rosuvastatin ns 0,8661
Likopen & Oleik asit ns 0,2520
Linalool & Rosmarinik asit ns 0,1808
Linalool & Rosuvastatin o 0,0021
Linalool & Oleik asit ns 0,9976
Rosmarinik asit & Rosuvastatin ns 0,5996
Rosmarinik asit & Oleik asit ns 0,5114
Rosuvastatin & Oleik asit * 0,0121

IL-12 gen ekspresyon diizeyleri Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda tiim ila¢ ve
bilesik gruplarindan anlamli diizeyde artislar gostermistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
ise IL-12 ekspresyonlar1 izoniazid ve rifampisin tedavi gruplarinda anlamli derecede yiiksek
bulunurken, likopeni linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit gruplarinda anlamlt
degisimler tesit edilmemistir. Bu gruplarda IL-12 gen ekspresyonlarinin kontrol grubuna

benzer oranlarda bulunmasi bir regiilasyon olarak degerlendirilebilir (Sekil 4-28).
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Sekil 4.29. Raw 264.7 hiicrelerinde M. avium enfeksiyonu sonrasi izoniazid, rifampisin ve likopenin CYP1A1,
COX-2, iNOS ve Egr-1 gen ekspresyon oranlarina etkisinin Beta-aktin geniyle karsilastirmali analizi.

CYP1A1 COX-2 iNOS

Ozet P Degeri Ozet P Degeri  Ozet P Degeri
Kontrol (M. avium) & ook <0,0001 koK <0,0001 ook ok <0,0001
Izoniazid+M. avium
Kontrol (M. avium) & ns 0,9995 wkkx <0,0001 wkkx <0,0001
Rifampisin+M. avium
Kontrol (M. avium) & *k 0,0011 HoAkk <0,0001 kK <0,0001

Likopen+M. avium
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Izoniazid+M. avium & ok <0,0001 ns 0,9801 ok <0,0001
Rifampisin+M. avium

Izoniazid+M. avium & otk <0,0001 ook 0,0003 Hokkk <0,0001
Likopen+M. avium

Rifampisin+M. avium & R 0,0014 ok 0,0001 ok <0,0001
Likopen+M. avium

Tedavi verilmeyen M. avium ile enfekte hiicrelerde CYP1A1, COX-2 ve iNOS gen
ekspresyonlar1 Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde artmistir. Benzer sekilde
bu ii¢ gen ekspresyon oranlari izoniazid, rifampisin ve likopen tedavi gruplarinda da tespit
edilmistir. Ancak, izoniazid ve rifampisin tedavi gruplarinda CYP1Al ve COX-2 gen
ekspresyonlar1 artiglar1 likopen grubundan anlamli oranda daha yiiksek bulunmustur.
Standart ilag tedavi gruplarinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda iNOS diizeyleri anlaml
derecede yiiksek bulunurken, likopen tedavi grubunda ilag tedavi gruplarina gore daha diisiik
diizeyde tespit edilmistir. Likopenin izoniazid ve rifampisine gore daha diizenleyici

fonksiyon gosterdigi s6ylenebilir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.30. Raw 264.7 hiicrelerinde M. avium enfeksiyonu sonras1 linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve
oleik asitin CYP1Al, COX-2, iNOS ve Egr-1 gen ekspresyon oranlarina etkisinin Beta-aktin geniyle
karsilastirmali analizi.

CYP1A1 COX-2 iNOS

Ozet P Degeri Ozet PDegeri  Ozet P Degeri
Kontrol (M. avium) & ns 0,9860 * 0,0255 ns 0,9664
Linalool+M. avium
Kontrol (M. avium) & okl <0,0001 ok <0,0001 Hokdok <0,0001
Rosmarinik asit+M. avium
Kontrol (M. avium) & ns 0,7196 ook ok <0,0001 Hkokx <0,0001
Rosuvastatin+M. avium
Kontrol (M. avium) & ns 0,9305 wkkx <0,0001 flolol <0,0001
Oleik asit+M. avium
Linalool+M. avium & HkE <0,0001 ok x <0,0001 Hkok ok <0,0001

Rosmarinik asit+M. avium
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Linalool+M. avium &
Rosuvastatint+M. avium

Linalool+M. avium & Oleik
asit+M. avium

Rosmarinik asit+M. avium
& Rosuvastatin+M. avium

Rosmarinik asit+M. avium
& Oleik asit+M. avium

Rosuvastatin+M. avium &
Oleik asit+M. avium

ns

skskoskosk

sk

ns

0,4080

0,9985

<0,0001

0,0002

0,2617

seskskosk

desksksk

kk

*%

ns

<0,0001

<0,0001

0,0070

0,0011

0,9687

skskoskosk

ok ko

skskoskosk

ok ko

ns

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,3530

M. avium ile enfekte tedavi verilmeyen grup ile linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin
ve oleik asit tedavi gruplarinda CYP1AL, COX-2 ve iNOS gen ekspresyonlar1 Beta-aktin
geni ile kiyaslandiginda anlamli derecede artislar gosterirken, rosmarinik asit tedavi
grubunda CYP1A1 gen ekspresyonunda anlamli degisiklik tespit edilmemistir. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda ise COX-2 gen ekspresyonu, linalool grubundan anlamli oranda
degismezken; rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit grubunda anlamli diizeyde azalislar
gostermistir. Benzer sekilde linalool grubunda iNOS gen ekspresyonu kontrol grubuna
benzer bir ekspresyon orani gosterirken, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit tedavi
gruplarinda anlamli diizeyde azalislara yol agmistir. Bu degerler rosmarinik asit, rosuvastatin

ve oleik asitin gen ekspresyonlari lizerindeki regiilator etkisi olarak degerlendirilebilir (Sekil

4-30).
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Sekil 4.31. Raw 264.7 hiicrelerinde M. avium enfeksiyonu sonrasi izoniazid, rifampisin, likopen, linalool,
rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asitin IL-10 gen ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisinin Beta-aktin
geni referanst ile karsilastirmali analizi.

IL-10

Ozet P Degeri
Kontrol & 1zoniazid ns >0,9999
Kontrol & Rifampin ns 0,9419
Kontrol & Likopen * 0,0199
Kontrol & Linalool HkE <0,0001
Kontrol & Rosmarinik asit HkkE <0,0001
Kontrol & Rosuvastatin HkkE <0,0001
Kontrol & Oleik asit HkkE <0,0001
Izoniazid & Rifampin ns 0,8373
Izoniazid & Likopen * 0,0401
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Izoniazid & Linalool okl <0,0001

Izoniazid & Rosmarinik asit kol <0,0001
Izoniazid & Rosuvastatin HkkE <0,0001
Izoniazid & Oleik asit HkkE <0,0001
Rifampin & Likopen ok 0,0009
Rifampin & Linalool Rl <0,0001
Rifampin & Rosmarinik asit ko <0,0001
Rifampin & Rosuvastatin Rl <0,0001
Rifampin & Oleik asit oAk <0,0001
Likopen & Linalool ns 0,1700
Likopen & Rosmarinik asit ok 0,0058
Likopen & Rosuvastatin g <0,0001
Likopen & Oleik asit rrk 0,0001
Linalool & Rosmarinik asit ns 0,8373
Linalool & Rosuvastatin *k 0,0096
Linalool & Oleik asit ns 0,1410
Rosmarinik asit & Rosuvastatin ns 0,2416
Rosmarinik asit & Oleik asit ns 0,8792
Rosuvastatin & Oleik asit ns 0,9419

M. avium ile enfekte ve tedavi verilmeyen grup ile izoniazid ve rifampisin tedavi
gruplarinda IL-10 gen ekspresyonlarinda Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda anlamli bir
degisiklik olmazken, tiim bilesik gruplarinda (likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin

ve oleik asit) IL-10 gen ekspresyonu anlamli derecede artis gostermistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.32. Raw 264.7 hiicrelerinde M. avium enfeksiyonu sonrasi izoniazid, rifampisin, likopen, linalool,
rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asitin IL-27 gen ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisinin Beta-aktin
geni referanst ile karsilastirmali analizi.

1L-27

Ozet P Degeri
Kontrol & Izoniazid ook <0,0001
Kontrol & Rifampin otk <0,0001
Kontrol & Likopen otk <0,0001
Kontrol & Linalool ok x <0,0001
Kontrol & Rosmarinik asit ok <0,0001
Kontrol & Rosuvastatin ok <0,0001
Kontrol & Oleik asit ns 0,0494
Izoniazid & Rifampin oAk <0,0001
Izoniazid & Likopen ok <0,0001
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Izoniazid & Linalool ook <0,0001

Izoniazid & Rosmarinik asit oAk <0,0001
Izoniazid & Rosuvastatin lokol <0,0001
Izoniazid & Oleik asit lokol <0,0001
Rifampin & Likopen o 0,0026

Rifampin & Linalool ns 0,9223

Rifampin & Rosmarinik asit ootk <0,0001
Rifampin & Rosuvastatin ootk <0,0001
Rifampin & Oleik asit ok <0,0001
Likopen & Linalool ns 0,0582

Likopen & Rosmarinik asit A <0,0001
Likopen & Rosuvastatin ns 0,0801

Likopen & Oleik asit ook <0,0001
Linalool & Rosmarinik asit ok <0,0001
Linalool & Rosuvastatin i A <0,0001
Linalool & Oleik asit ok <0,0001
Rosmarinik asit & Rosuvastatin ok <0,0001
Rosmarinik asit & Oleik asit ok <0,0001
Rosuvastatin & Oleik asit ok <0,0001

IL-27 gen ekspresyon oranlar1 M. avium ile tedavi gruplarinin timiinde Beta-aktin
geni ile kiyaslandigindan anlamli derecede artmistir. Bu artis; izoniazid, rifampisin, likopen,
linalool ve rosuvastatin tedavi gruplarinda anlamli oranda iken, oleik asit tedavi grubunda
anlamli bulunmamistir. Rosmarinik asit tedavi grubunda IL-27 gen ekspresyon diizeyi

kontrol grubundan anlamli diizeyde azalis gostermistir (Sekil 4.32).
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz antibiyotiklerin kesfiyle tedavi edilebilir bir hastalik haline gelse de
tedavisi en zor enfeksiyonlardan biri olmaya devam etmektedir. Mevcut tiiberkiiloz tedavi
rejimlerinin ¢gogunda hastalar i¢in oldukga toksik olan dort ilacin uzun siireli (alti-dokuz ay)
giinliik kullanimlart s6z konusudur. Tedavideki temel amag Mycobacterium tuberculosis'i
tamamen ortadan kaldirmak ve ila¢ direngli mutantlarin ortaya ¢ikmasina engel olmaktir.
Fakat, aksine uzun siireli tedaviler hasta uyumunun zayiflatmis ve ilag¢ direncinin artmasina
yol agmuigtir. Mth 'in derin ilag direncinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
anlasilmas1 tedavi alternatiflerinin gelistirilmesinde veya mevcut ilaglara direncin
mekanizmasinin ¢oziilmesinde yardimeci olacaktir. Boylece tedavi sorunu hat safhalara
ulasan bu patojene karsi yeni tedavi segenekleri sunulabilecektir (Hoft ve Abate, 2016; Lin
ve Flynn, 2010; Russell ve ark., 2010).

Giliniimiizde tilkemizde ve tiim diinyada tliberkiilozda artan ilag direnci, 6zellikle de
coklu ilag direnci tedavide ciddi zorluklara yol agmaktadir. Tlag direncinin ve ilgili yolaklarmn
in vitro tiiberkiiloz kiiltiiriinde arastirilacak olmasi mevcut tedavi protokollerinin revize
edilmesi, gelistirilmesi ve/veya yeni formiilasyonlarin olusturulmasinin 6niinii agacaktir ki

bu, ¢alismanin 6zgiinliigiinii olusturmaktadir.

Tiiberkiiloz ciddi bir enfeksiyon hastaligi olup; hastaligin patogenezinde farkl
proenflamatuar ve antienflamatuar genlerin ekspresyon diizeyleri Kritik rol oynamaktadir.
IL-6 proenflamatuar bir sitokin olup enflamasyonun ve akut faz yanitinin baslatilmasinda
onemli rol oynar. M. tuberculosis enfeksiyonu sirasinda IL-6'nin asir1 iiretimi bagigiklik
sistemini daha gii¢lii bir sekilde aktive etse de asir1 inflamasyona ve akcigerde doku
hasarlarina yol agabilmektedir. IL-6 immiin yanitin regiilasyonunda 6nemi bir sitokin olup
Mtb patogenezini ve bagisiklik sisteminin cevabini modiile etme agisindan kritik bir role
sahiptir. Bu sitokin makrofajlar ve DC’ler gibi immiin hiicreler tarafindan Mtb enfeksiyonu
sirasinda salinmaya baslamaktadir. Bu durum T hiicreleri iliskili immiin cevabin

giiclendirilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir (Madhvi ve ark., 2022).

IL-6 ayni zamanda Th1l hiicrelerinin IFN-y {iretimini tesvik etmekte, bu da

makrofajlarin Mtb basilini yok etme yetenegini artirmaktadir. Asir1 IL-6 iiretiminin ise
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immiin sistem hiicre infiltrasyonu ve graniilom olusumunu tetikledigini bilinmektedir. 1L-
6'nin tiiberkiiloz tedavisindeki rolii tam olarak bilinmese de bazi arastirmalar IL-6
diizeylerinin tedaviye yanitinda 6nemli oldugu bildirilmistir (Paramita Pal ve ark., 2023;
Scriba ve ark., 2017).

M. tuberculosis enfeksiyonu sirasinda IL-6 seviyeleri yiikselmektedir. Tedavi
basladiktan sonra ilacin etkinliginden dolay1 IL-6 seviyesinde azalma olasidir. Ancak 1L-6
diizeylerinin ¢ok yiiksek olmasi durumunda, IL-6 immiin sistem iizerinde baski
olusturabilmektedir. IL-6 seviyesi tiiberkiiloz hastalarin klinik agidan takibinde 6nemli bir
biyomarkerdir. Tedavi sirasinda IL-6 seviyelerinin izlenmesi hastaligin prognozu hakkinda
bilgi verir. Asir1 tiretimi ya da uzun siireli yiiksek seviyelerde seyretmesi immiin yanitin
yiilksek olmast anlamima gelir ki bu durum konakta kronik inflamasyon gostergesidir

(Paramita Pal ve ark., 2023; Ren ve ark., 2021; Wang ve ark., 2024)

IL-6’nin ekspresyonun baskilanmasi ise kanser ve bazi otoimmiin hastaliklarin
gelisimiyle yakin iliski oldugu bildirilmistir. Bu hastaliklarin tedavisinde IL-6 geni
inhibitorlerinden yararlanilmaktadir. Mtb tedavisinde de bu sitokinin suprese edilmesi
tedavinin progresyonu agsisindan onemlidir. Ancak bu konuda ileri ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Yani Mtb tedavisi sirasinda immiin modiilasyon saglanmasi agsisindan IL-

6’nin salimiminin azaltilmasi 6nemli olacaktir (Pal ve ark., 2024; Paramita Pal ve ark., 2023).

IL-6, M. tuberculosis enfeksiyonuna kars1 immiin yanitinin diizenlenmesinde 6nemli
bir sitokindir. Asir1 iiretimi, inflamasyonun siddetlendirirken immiin yanitin1 destekleme ve
Mtb kars1 miicadelede olumlu bir etkisi mevcuttur. Ancak bu sitokinin uzun siireli yiiksek
diizeyde ekspresyon durumunda kronik inflamasyon ve tedaviye kars1 direng gelisimi de s6z
konusu olabilmektedir. IL-6 inhibitori kullanimi olasi tedavi segenekleri arasinda 6nemlidir
(Ren ve ark., 2021). Bu galismada IL-6 sitokin geni ekspresyonunun tiim bilesik gruplarinda
(likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit tedavi gruplari) anlaml1 diizeyde

inhibe edildigi saptanmistir.

Proenflamatuar sitokinlerden bir digeri IL-8 (CXCL1)’dir. M. tuberculosis
enfeksiyonunda noétrofil ve makrofajlar gibi immiin hiicrelerin enfeksiyon bolgesine
yonlendirilmesinde O6nemli bir role sahiptir. Bu sitokin hastaligin prognozu iizerinde

etkilidir. IL-8 immiin sistem hiicrelerinden 6zellikle nétrofillerin enfeksiyon odagina gogiinii
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tetiklemektedir. M. tuberculosis enfeksiyonunda ise enfeksiyon odagma makrofajlar ve
graniilositler gibi immiin hiicrelerin gogiinii arttirmaktadir (Hu ve ark., 2023; Madhvi ve ark.,
2022).

M. tuberculosis ile enfekte konakta IL-8'in asir1 salgilanmasi inflamasyonu
arttirmakta ve graniilom olusumunu da tetiklemektedir. Enfekte bireylerde graniilom
olusumu bakterilerin invaze olamadiklarini lokalize olarak hapsedildikleri anlamina
gelmektedir. Graniilomlar Mtb’in etrafinda bagisiklik hiicrelerinin bir araya geldigi yapilar
olup, bakterilerin lokalize edilmesini ve ¢ogalmalarinin inhibisyonunu saglar. IL-8 bu
hiicresel yapilarin  olusumunu ve stabilitesini  tesvik etmektedir. Mikobakteri
enfeksiyonlarinda asir1 IL-8 iiretimi yliksek diizeyde nétrofil infiltrasyonu ve graniilom
olusumuna yol agmaktadir. Bu durum inflamasyonun siddetli hale gelmesine ve konakta
doku hasarina sebep olmaktadir (Madhvi ve ark., 2022).

Literatiirde IL-8 diizeyinin aktif TB hastalarinda yiiksek seyrettigi bu sitokin
diizeyinin bakteriyel yiik ile korelasyon halinde oldugu bildirilmistir. Bu sitokinin yiiksek
diizeyde seyretmesi akut inflamasyon ve daha ciddi hastalik tablosu anlamina da
gelebilmektedir. Ozellikle akut tiiberkiiloz enfeksiyonu olan hastalarda yiiksek IL-8
diizeyleri hastaligin daha siddetli seyretmesine ve dissemine hal almasina yol
acabilmektedir. Dolayisiyla konakta asir1 IL-8 ekspresyonunun milier tiiberkiiloz iliskili

olabilecegi sdylenebilir (Chen ve ark., 2025; Pan ve ark., 2022).

Gilintimiizde IL-8’in direkt olarak azaltilmasini igeren bir tedavi modeli olmasa da bu
konuda aragtirmalar devam etmektedir. IL-8 sentezinin bagisiklik sistemi hiicrelerinin
modiilasyonunda etkin rol oynamasi sebebiyle hastalarda bu sitokinin regiilasyonunun
inflamasyon iligkili olarak prognozu etkilemesi noktasindan hareketle IL-8 sentezinin

kontrol etme 6nemli olacaktir (Hu ve ark., 2023).

Standart anti-mikobakteriyel tedavi sirasinda IL-8’in varliginin tayini hastaligin
progresyonuyla dogrudan iligkilidir. Yiiksek diizeyde seyretmesi enfeksiyonun kontrol
edilemediginin gostergesi olarak degerlendirilebilirken, azalmasi tedavi basarisi olarak
yorumlanabilmektedir. Kisaca belirtmek gerekirse IL-8 seviyesinin belirlenmesi tedavi
sirasinda hastanin durumunun iyilesecegi veya kotliye gidisin olabileceginin gostergesi

olacaktir. IL-8 seviyesinin azaltilmasi son yillarda hedeflenen tiiberkiiloz basarina katki
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verecektir (Chen ve ark., 2025). Calismamizda likopen, linalool, rosmarinik asit,
rosuvastatin ve oleik asit tedavi gruplarinin tiimiinde 1L-8 ekspresyon seviyelerinin kontrol

grubuyla kiyaslandiginda anlamli diizeyde inhibe edildigi tespit edilmistir.

IL-8’in yiiksek diizeyse sentezi nétrofil filtrasyonu yaninda diger immiin hiicrelerinin
artisint da tetiklediginden uzun erimli varligi inflamasyon varliginin gostergesidir.
Tiiberkiiloz hastalig: sirasinda IL-8 inhibit6rlerinin kullanilmasi yiiksek diizey inflamasyon
yanitin1 dindirecek ve tiiberkiilozun seyrini iyiye yonlendirecektir. Yeni nesil tiiberkiiloz
tedavi segenekleri arasinda IL-8 inhibitorlerinin kullanilmasi tlizerinde calisilmaktadir. M.
tuberculosis enfeksiyonunda IL-8 seviyesi tedavi duyarliligi i¢in bir biyomarker olarak
kullanilmakta tedavi takibinde azalan seviye duyarliligi ifade etmektedir (Chen ve ark.,
2025; Pan ve ark., 2022).

IL-18 immiin yanit ve inflamasyon siire¢lerinde enflamasyonu baslatmasi ve
bagisiklik hiicrelerini enfeksiyon bolgesine yonlendirmesi nedeniyle bagisiklik yanitinda
kritik role sahip olan proenflamatuar bir sitokindir. Viicutta temel olarak makrofajlar ve
dentritik hiicreler tarafindan olusturulur. Mtb enfeksiyonuna karsi immiin yanitta nemli rol
oynar. IL-1B salinimi tiiberkiilloz patogenezini, bagisiklik yanitini1 ve tedavi stratejilerini
etkileyebilen onemli bir sitokindir. Tiiberkiilozda enfeksiyona karsi konak direncini
desteklerken bagisiklik patolojisini  Onlemek amaciyla IL-1 tepkilerinin dikkatle
diizenlenmesi hayati 6nem tagir. Mtb'nin fare modelinde yapilan ¢alismalarda hem IL-1’in
eksikliginin hem de asir1 iiretimin hastalik siddetini ve 6liim oranini artirdigini géstermistir.
Insanlarda IL-1B genindeki bazi polimorfizmlerin TB’ye kars1 artan duyarhlikla iliskili
oldugu bildirilmisgtir. Mtb ile enfekte konaklar IL-1 yanitinin regiilasyonu igin ¢esitli
mekanizmalar gelistirmektedirler. TB tedavisine IL-1 regiilasyonun yapilmasina yonelik

calismalar potansiyel tedavi yaklasimlarindan kabul edilmektedir (Silvério ve ark., 2021).

M. tuberculosis enfeksiyonunda IL-1f TLR’ler tarafindan aktive edilen immiin
hiicreler tarafindan sentezlenir. Sentezlenmesi immiin sistem hiicrelerinin ¢aligmasini
tetikledigi gibi IL-6 ve TNF-a aktivasyonu igin de hayati derecede dnemlidir. Bu sitokinler
mikroorganizmanin graniilomlar i¢inde toplanmasini saglamaktadir. Graniilom varlig
enfeksiyonun smirlandirilmasi i¢in hayati derecede Onemlidir. Bu noktada IL-18,

graniilomlarin biitiinliiglinii koruyarak koruyucu bagisiklik ile asir1 inflamasyon arasinda

88



dengeyi saglayan sitokin olarak gorev yapmaktadir. Bu sitokinin azlig1 ve fazlaligi durumu
da konak agisindan biiyiik risk anlamina gelmektedir. Eger IL-1B seviyesi yliksek ise
dokularda enflamatuar hasara yol agabilmektedir. Tiiberkiiloz hastaliginda goriilen
akcigerdeki doku hasarinin baslica sorumlusu bu sitokindir. IL-1f’nin kronik durumda
yiikksek seviyede kalmasi akciger dokusunda kavitelerin olusmasiyla direkt iliskilidir.
Yetersizligi durumunda ise immiin sistemin diisiik diizeyde ¢alismasi s6z konusu olacak bu
durumda da Mtb’in immiin hiicreler tarafindan yok edilmesi akamete ugrayabilecek ve

basilin temizlenmesi engellenerek enfeksiyon varligi devam edecektir (Yang ve ark., 2025).

IL-1p’nin tiiberkiiloz hastaliginda konagi koruyucu veya yiiksek seviyelerde
sentezlenmesi zararl etkiler olusturabildiginden enfeksiyon sirasinda bu sitokinin regiile
edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. IL-1B’nin regiilasyonu immiin regiilasyonu anlamina
gelmektedir. Bu sebeple IL-1B sinyal yolunun hedeflenmesi tiiberkiiloz tedavisinde 6nemli
bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Tiiberkiiloz tedavisinde IL-1B saliniminin
tetiklenerek immiin sistem hiicrelerini aktive etmek, ayn1 zamanda asir1 saliniminin oniine
gecerek de akciger doku hasariin olusmamasi ana hedeflerdendir. Giiniimiizde tiiberkiiloz
tedavisi sirasinda IL-1pB’nin modiilasyonunu hedefleyen tedavi c¢alismalari yogun olarak
stirdiiriilmektedir. Tiiberkiiloz tedavisi sirasinda IL-1f aracili inflamasyonun azaltilmasi i¢in
kortikosteroid kullanim1 Ozellikle agir akciger hasari, menenjit ve perikardit gibi
enfeksiyonlarin varligi durumunda 6nerilmekteyse de bu ilaglarin immiin yanit1 etkiledigi
unutulmamalidir. Bu sebeple tiiberkiiloz tedavisinde IL-1p’nin regiile salinimi
hedeflenmektedir (Masola ve ark., 2019). Bizim ¢alismamizda tedavi verilmeyen M. avium
ile enfekte kontrol grubunda IL-1p ekspresyonu 2.4 kat artarken, likopen, linalool,
rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit tedavi gruplarinda sirasiyla 0.56, 0.85, 0.99, 0.81
ve 1.22 kat artis tespit edilmis olup tiim bilesik gruplarinda IL-1p ekspresyonun anlaml
derecede regiile edildigi saptanmistir. IL-1B'nin ¢esitli sitokin inhibitorleri veya adjuvanlar
yoluyla modiilasyonu, tiiberkiiloz tedavi ve yonetimini iyilestirmek i¢in ¢ok degerli
yaklasimlar olabilir. Ozellikle ilag direngli vakalarin tedavisinde ve/veya agir seyirli
enfeksiyonlarin tedavisinde faydali olabilme potansiyeli bulunmaktadir (Gorska-Ciebiada
ve ark., 2016; Paramita Pal ve ark., 2023).

TNF-a konagin patojenlerle karsilastiginda enfeksiyon durumunda immiin yanitta

onemli bir rol oynayan bir proenflamatuar sitokindir. TNF-a, enfeksiyonla miicadelede kritik
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bir rol oynarken, asir1 iiretimi veya diizensiz regiilasyonu, doku hasarma ve hastaligin
progresyonunun kotiiye gitmesine yol agmaktadir. Tiiberkiiloz tedavisinde etkili stratejiler
gelistirilmesi i¢cin TNF-o’nin sentezi ya da regiilasyonu kritik diizeyde 6nemlidir. Bu sitokin
esas olarak makrofajlar, DC’ler ve diger immiin sistem hiicreleri tarafindan enfeksiyon
durumunda iretilmektedir. TNF-o. M. tuberculosis enfeksiyonunda makrofajlar1 aktive
ederek intraseliiler yerlesim gosteren bakterilerin inaktivasyonunda yayilmasiin kontrol
edilmesinde 6nemli rol oynar. Ayrica TNF-o salimimi diger immiin sistem hiicrelerini
enfeksiyon odagina ¢ekmektedir. Ayrica, TNF-o, IL-1p ve IL-6 gibi diger enflamatuar
sitokinlerin {iretimini arttirarak M.tuberculosis’le miicadeleyi giiglendirmektedir (Horiuchi

ve ark., 2010; Romanowska-Prochnicka ve ark., 2021).

TNF-a'nin asir1 diizeyde lretimi inflamasyona bagli konak hasar1 ve akciger
dokusunda kavitasyona yol acan hasar olustururken bu sitokinin inhibe edilmesi ise latent
tiiberkiilozun reaktiflesmesine veya aktif tiiberkiilozun agir seyretmesine yol agabilmektedir.
Bazi caligmalarda TNF-a inhibitorlerinin akciger hasarmi azaltabilecegini ve klinik
iyilesmeyi saglayabilse de baskilamasi ve latent tiiberkiilozun reaktiflesmesine yol
acabilmektedir (Romanowska-Prochnicka ve ark., 2021). Deneylerde TNF-a ekspresyon

diizeylerinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli oranda inhibe edildigi goriilmektedir.

IL-12 (P40); IL-12'nin bir alt birimi olup immiin sistem iizerinde etkili olan
proenflamatuar sitokindir ve bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde kilit rol oynar. Bu
sitokin ozellikle de Mtb enfeksiyonu ile iliskili olarak arastirilmis, 6zellikle T hiicreleri ile
NK hiicrelerinin aktivasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. IL-12 immiin yanit1 6zellikle Thl
hiicre yanitlarini baglatma kapasitesine sahip sitokindir. Bu yanit, M. tuberculosis gibi hiicre
ici patojenlere karsi etkili bir savunma saglamaktadir. Bu sitokin T hiicrelerini ve NK
hiicrelerini aktive eder, bu hiicreler ise daha sonra IFN-y iiretimi gerceklestirmektedir. IFN-
v ise makrofajlar1 aktive ederek M. tuberculosis ile miicadelede 6nemlidir. M. tuberculosis
enfeksiyonu sirasinda IL-12 {iretimi genellikle enfeksiyonun erken evrelerinde baslamakta
olup bu sitokin enfeksiyonun kontrolii agisindan 6nemlidir. Daha 6nce de belirtildigi gibi
graniilom formasyonunun olusmasi M. tuberculosis enfeksiyonunun kontrol altina

alinmasinda ¢ok 6nemli olup IL-12 bu olusumu desteklemektedir (Mondal ve ark., 2020).
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IL-12'nin yeterli diizeyde iiretimi enfeksiyonun kontrolii acisindan Onemlidir,
yetersiz {iretimi durumunda mikroorganizmanin graniilom yapilarindan kagmasia veya
immiin sistem hiicrelerinden saklanmasina neden olabilir, bu da enfeksiyonun
kroniklesmesine ve aktif tiiberkiilozun gelismesine yol agabilmektedir. Bunun yaninda bu
sitokinin yetersizligi Thl hiicre cevabin1 zayiflatarak konagin patojene karsi savunmasini
etkisiz hale getirmektedir. Tiiberkiiloz hastalarinda IL-12 yeterli iiretimi ya da disaridan
konaga verilmesi Oonemli tiiberkiilloz tedavi stratejileri arasinda disiliniilmektedir. IL-12
bagisiklik yanitin1 destekleyerek enfeksiyonun kontrol edilmesine yardimei olabilmektedir.
IL-12 terapisi, ozellikle latent tiiberkiiloz gibi daha direngli ve siddetli enfeksiyonlar i¢in
Onerilen terapdtik yol olabilir. Clinkii IL-12 iiretiminin immiin yaniti giiclendirme gibi

onemli bir yetenegi bulunmaktadir (Floss ve ark., 2020; Larosa ve ark., 2019).

Bir 6nemli husus da diger proenflamatuar sitokinler gibi IL-12'nin asir1 iiretimi de
inflamasyonla iligkili olup asir1 ekspresyon durumunda akciger dokusu tahribatina ve
hastaligin siddetlenmesine yol acabilmektedir. Bu durumda asir1 iiretim s6z konusu
oldugunda IL-12 inhibitdrlerinin kullanimina gerek duyulabilir. IL-12'nin asir1 inhibisyonu
durumunda ise immiin hiicrelerin enfeksiyona karsi koymada etkinligi zayiflayacak bu
durumda yaygin Mth enfeksiyonu gelisecektir. Tiberkiilozla miicadelede IL-12'nin
modiilasyonu énem arz etmektedir (Glassman ve ark., 2021). IL-12 gen ekspresyonunun
primer enfeksiyonda artislarin goriilmesi enfeksiyona karsi giiclii cevabi gosterirken,
kontrolsiiz ekspresyonun da konaga zarar verebilmesi asikardir. Bu sebeple bu sitokinin
kontrollii salinimi, enfeksiyonun. Baslangicinda yiiksek oranda sentezlenmesini takiben
duraganlasmas1 veya azalmasi 6nem arz etmektedir. Calismamizda standart ila¢ tedavi
gruplarinda IL-12 ekspresyon diizeyleri yiiksek olarak seyrederken, likopen, linalool,
rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit tedavi gruplarinda regiile edilerek ekspresyonlarin

inhibe edildigi tespit edilmistir.

IL-27, IL-12 ailesinden olup bagisiklik sisteminde Onemli bir sitokindir.
Enfeksiyonlara kars1 bagisiklik yanitlarin1 diizenlemede 6nemli bir rol oynar, 6zellikle Thl
hiicre aracili bagisiklig1 tesvik eder, IFN-y tiretimi {izerinde etkilidir. IL-27 temel olarak
makrofajlarla DC’ler tarafindan sentezlenmektedir. Fakat diger immiin sistem hiicreleri

tarafindan da diisiik diizeyde sentezlenmektedir (Abdalla ve ark., 2015) .
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IL-27 konagin M. tuberculosis gibi hiicre i¢i patojenlerle miicadelesi igin
vazgecilmez olan Thl hiicre cevabini yonlendirmek agisindan ¢ok dnemlidir. IL-27 {iretimi
ile aktive olan Th-1 hiicreleri IFN-y iiretimi tesvik etmektedir. IFN-y makrofajlar ile diger
immiin hiicreleri tetikleyerek enfeksiyonun temizlenmesini aktive eden bir sitokindir. Bunun
yaninda IL-27 naif CD4+ T hiicrelerinin Th1 hiicrelerine farklilagmasini uyarmakta ve bu
hiicrelerin IFN-y iiretme yeteneklerini artirmaktadir (Ting ve ark., 2023). IFN-y iiretimiyle
makrofajlar M. tuberculosis ve diger hiicre i¢i patojenleri yok etmek i¢in aktive olmaktadir.
Dolayisiyla IL-27 sentezi graniiloma olusumu tesvik etmekte enfeksiyonun kontrol altina
alinmasina yardimci olmaktadir. IL-27 &zellikle enfeksiyon bdlgesinde T hiicreleri ve
makrofajlarin ¢ekilmesi ve aktive ederek graniilomlarin stabilizasyonunu saglamaktadir. IL-
27 regiilator T hiicrelerinin etkili olarak calismasini diizenleyerek immiin regiilasyona katki
vermektedir. Treg hiicreleri doku immiin yaniti kontrol ederek doku hasarinin 6nlenmesine

yardim etmektedir (Harker ve ark., 2023).

Gilinlimiizde tiiberkiiloz tedavisinde IL-27 sitokini lizerinde durulan hedeflerden
biridir. Hem immiin regiilasyonu saglamada hem de yetersiz immiin yanit olusturan
konaklarda immiin yanitin artmasini saglamaktadir. IFN-y iretimini ve graniiloma
olusumunu tetiklemektedir. IL-27 iretiminin klasik anti-tiiberkiiloz tedavi etkinligini

arttirabilecektir (Ting ve ark., 2023).

IL-27 iiretiminin regiilasyonu 6zellikle ilag direngli M. tuberculosis vakalarinda ilag
direngli veya kronik hastalarda tamamlayici bir tedavi olarak diisiiniilebilir klinik sonuglari
da iyilestirebilir. Tedavide IL-27’nin liretimiyle inflamasyon tetikleneceginden tamamlayict
tedavi olarak IL-27 inhibitorlerinin kullanilmasi faydali olabilecektir (Ma ve ark., 2023). IL-
12’de oldugu gibi IL-27 ekspresyonunun tedavi sirasinda regiilasyonu dogrudan tedavi
basarisini etkileyecektir. Calismamizda IL-27 gen ekspresyonunu en yiiksek diizeyde inhibe
ederek regiilatif etki gosteren bilesik Rosmarinik asit olmustur. Kontrol grubunda bu genin

ekspresyon oran1 6.06 kat iken, Rosmarinik asit tedavi grubunda 3.77 kat olmustur.

CYPIA1 (Sitokrom P450 1A1) c¢esitli endojen ve ekzojen bilesiklerin
metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P450 enzim ailesinin bir {iyesi olup bu enzimler,
detoksifikasyon siirecinde dnemli bir rol oynar. CYP1A1 endojen ve ekzojen maddelerin

metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir. Bu enzimin Mtb enfeksiyonundaki dogrudan rolii
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tam olarak bilinmese de oksidatif stresin, bagisiklik tepkilerinin ve muhtemelen ilag
metabolizmasinin modiilasyonu yoluyla enfeksiyonun patogenezini etkileme s6z konusu

olabilir (Sanchez-Siles ve ark., 2020) .

CYP1A1 cevresel toksinler ve ilaglarin metabolizmasinda rol oynar. CYP1ALl'in
enzimatik aktivitesi sirasinda ROS iiretmektedir. ROS, makrofajlarin M. tuberculosis
aktivitesini giiglendirirken asir1 ROS iiretimi doku hasarina neden olabilmekte ve sonucta
hastaligin progresyonunu kotiilestirmekte ve siddetlendirebilmektedir. Dolayisiyla ilk basta
artan enzim aktivitesi, daha sonralari regiile olmasiyla iyilesmeye katki verebilecektir
(Kapelyukh ve ark., 2019).

CYP1AL, anti-TB ilaglarin1 metabolize edebilirligi izerinde etkili olabilir, potansiyel
olarak bu ilaclarin etkinligini ve toksisitesini etkileyebilmektedir. Kombine ilag
tedavilerinde CYP1A1'in iiretimin tetiklenmesi veya inhibisyonu tedavi sonuclariyla direkt
iliskili olan anti-TB ilaglarinin plazma konsantrasyonlarinin degismesine sebep olabilmekte
olup bu da tedavi siirecine tesir etmektedir. Bu enzim ayn1 zamanda ila¢ direngli TB
vakalarinda ilaglarin inhibitér konsantrasyonlar: iizerinde etkili olabildiklerinden direnci

etkileyebilmektedir (Ye ve ark., 2019).

Tiiberkiiloz tedavisi sirasinda ¢esitli inhibitorler veya indiikleyiciler vasitasiyla
CYPIAT’in regiile olmasi konak immiinitesini gii¢lendirebilir veya ilag metabolizmasini
optimize etmek i¢in yeni bir terapotik strateji olabilir (Coelho ve ark., 2022). Calismamizda
CYPAI1 geni ekspresyonu regiilasyonu saglayan en etkili bilesikler likopen ve rosmarinik
asit olmustur. Kontrol tedavi grubunda bu gen ekspresyonu 2.86 kat artarken, likopen ve

rosmarinik asit tedavi gruplarinda sirasiyla 2.1 ve 1.35 olmustur.

COX-2 (Siklooksijenaz-2) enflamasyon ve immiin yanitta 6nemli rol oynayan lipid
bilesikleri olan prostaglandinlerin sentezinde Onemli bir enzimdir. M. tuberculosis
enfeksiyonu sirasinda COX-2 genellikle konak immiin yaniti sonucu up-regiile edilmektedir.
COX-2 tarafindan {iretilen prostaglandinler, 6zellikle PGE2 enflamasyonu diizenlemede,
TB'ye karsi koruyucu ve patolojik reaksiyonlar arasindaki dengeyi saglamada oldukga
onemlidir. PGE2 iiretimi asir1 hiicre Olimiinii smirlamaktadir. M. tuberculosis
enfeksiyonunu sirasinda hastaligin smirlamasi i¢in apoptozu tetiklemektedir. Ayrica,

graniilomlarin  biitiinliiglinli korumasma yardim etmekte ve bdylece enfeksiyonun
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sinirlandirilmasinda rol oynamaktadir (Przybyta ve ark., 2021; Tudor ve ark., 2020; X. Wang

ve ark., 2023). COX-2 regiilasyonu ¢alismamizda tiim tedavi gruplarinda saptanmustir.

INOS, L-argininden nitrik oksit (NO) iiretmekten sorumlu bir enzimdir. Patojenlere
kars1 miicadele 6nemli olup reaktif bir nitrojen tiiri olan NO {ireterek immiin yanitta kritik
gorevler ustlenmektedir. iNOS ekspresyonu IFN-y, TNF-a gibi olarak proenflamatuar
sitokinlerin salinimi tetiklemektedir. Lipopolisakkaritler gibi mikrobiyal komponentler
sentezini tetiklemektedir. NO, makrofajlarin igerisinde mikobakteri inaktivasyonu yapmakta
ya da ¢ogalmasini inhibe eden 6nemli molekiildiir. Bunun yaninda bakteriyel invazyonu
durduracak graniilom olusumuna katki vermektedir. Konakta NO {iiretimi mikrobiyal
temizligi tetiklerken asir1 ekspresyonu doku hasari olusturabilmektedir (Guo ve ark., 2023;
Shah ve ark., 2023; Vanini ve ark., 2015).

INOS eksiliginde farelerde tiiberkiiloza yatkinlik gelistigi bildirilmistir. Latent
tiiberkiiloz enfeksiyonunda iNOS aktivasyonunun basilin reaktif duruma geg¢mesini
engelledigi, iNOS sentezi regiilasyonunun bozulmasi durumunda ise tiiberkiiloz gelisimi
riskinin arttig1 bildirilmistir (Shah ve ark., 2023; Vanini ve ark., 2015). Calismamizda iNOS
ekspresyon oranlari standart ilag gruplarinda yiiksek seyrederken, tiim bilesik gruplarinda
kontrol grubundan daha diisiik diizeylerde bulunmustur. iNOS gen ekspresyonunun regiile

edilmesi doku hasarmin azaltilmasi bakimimdan 6nemli olarak degerlendirilmistir.

Egr-1 geni hiicre ¢ogalmasinda, apoptozda ve immiin yanitta rol oynayan genlerin
reglilasyonunda 6nemli bir rol oynayan bir zinc-finger transkripsiyon faktoriidiir. Stres,
enfeksiyon ve inflamasyona yanit olarak hizla indiiklenmektedir. Enfeksiyonlar sirasinda
Egr-1 geni Toll benzeri reseptorler, sitokinler veya mikrobiyal {iriinler tarafindan aktive

edilen ¢esitli sinyal yollari tarafindan eksprese edilmektedir (Bhattacharyya ve ark., 2013).

Egr-1 mikobakteriyel enfeksiyonlar sorasinda TNF-a ve IL-13 gibi enflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu ve makrofaj aktivasyonunu regiile etmektedir. Ayrica
antibakteriyel aktiviteyi de destekleyici etkisi bildirilmistir. Egr-1’in mikobakteri
enfeksiyonu sirasinda apoptozis mekanizmasini tetikleyerek antibakteriyel etkinlik
sergiledigi bildirilmistir. Apoptozis mekanizmasindaki bozukluk mikroorganizmanin

makrofajlar icinde canli kalmasina yol agacaktir. BU gen ayrica makrofaj aktivasyonu ve
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inflamasyonu diizenleyerek graniilom olusumunda da rol oynamaktadir (Li ve ark., 2020; A.
Shah ve ark., 2018).

Buna karsin Egr-1'in asir1 eksprese olmasi asir1 inflamasyona, doku hasarina ve
tiiberkiiloz hastaliginin alevlenmesine de yol agabilmektedir. Bu sebeple Egr-1 geninin
regiile edilmesi tedavisi basarisin1 arttiracaktir. Tiiberkiiloz hastalarinda bu genin
ekspresyonunu degerlendirmek ya da kantite etmek hastalifin progresyonu ya da tedavi
yanitin1 degerlendirmede faydali olabilecektir (Khachigian, 2023; Li ve ark., 2020).
Calismamizda transkripsiyon faktorii Egr-1 geni ekspresyonunun tiim tedavi gruplarinda

benzer oranlarda eksprese edildigi tespit edilmistir.

IL-10 bir¢ok immiin sitem hiicresi tarafindan tiretilen antienflamatuar sitokindir. Bu
sitokin tiretimini gergeklestiren baslica hiicreler arasinda; makrofajlar, DC’ler ve diizenleyici
T regiilator hiicreleri baglica hiicrelerdir. IL-10 geni asir1 inflamasyonu dnleyerek immiin
sistem dengesini saglamaktadir. Baglica TNF-0, IL-12 ve IFN-y gibi proenflamatuar
sitokinler ile makrofaj aktivasyonunu azaltmaktadir. Ayrica APC’ler tarafindan antijen

sunumunu engelleyerek T hiicre aktivasyonunu inhibe etmektedir (Wei ve ark., 2020) .

IL-10 tiretimi makrofajlarda fagolizozom flizyonu, ROS ve NO f{iretimini azaltarak
antimikrobiyal prosesleri sinirlandirir. Tiiberkiiloz enfeksiyonu sirasinda asiri olusan
enflamatuar sitokin salinimi azaltarak doku hasar1 gelisimi azaltici etkiye sahiptir. IL-10’nun
asirt  ekspresyonu aktif tiiberkiiloz enfeksiyonu sirasinda bakteriyel temizlenmeyi
bozabilmektedir. Dolayisiyla latent fazdaki bakterinin aktivasyonuna ve aktif enfeksiyon
gelisimine yol agabilmektedir. IL-10 iiretiminin azaltilmasi Mtb'e karsi immiin yaniti
tetikleyecektir. Makrofajlarin etkinligini arttiracaktir. Tedavide IL-10 inhibitorlerinin
kullanim1 bakteri klirensini yiikseltecektir. Fakat bu antienflamatuar sitokinin susturulmasi
proenflamatuar sitokinlerin salimimi arttiracak ve doku hasart gelisimi riskini de
arttirabilecektir. Bu bakimdan IL-10 tiretimin mikobakteriyel enfeksiyonlar sirasinda regiile

edilmesi mutlak gereklilik arz etmektedir ( Ouyang ve O’Garra, 2019; Porro ve ark., 2020).

M. tuberculosis’e kars1 bagisiklik tepkisinin temel molekiiler belirtecleri sitokinler
(lL-1g, 1L-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IL-22b, IFNy, TNFa ve TGFB), matris

metalloproteinazlar ve bu genlerin inhibitérlerinin TB enfeksiyonunun farkli evrelerini
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karakterize etmek, tedavisinin etkinligini degerlendirmek ve farmakoterapi hedefleri olarak

biyobelirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Diatlova ve ark., 2023).

Tiiberkiilozlu hastalarda IL-8’in kan ve bronkoalveolar lavaj orneklerinde
enflamatuar siireglere iligskin roliiniin arastirildigi bir ¢alismada IL-8'in tiiberkiiloz basiline
dogrudan baglanabildigi, IL-8'In Mtb molekiilleriyle iliskisinin 16kositlerin (notrofiller ve
makrofajlar) bu basilleri fagosite etme ve 6ldiirme yeteneginin artmasina yol agtigi, TB
hastalarinin  kaninda bulunan O6nemli miktarda IL-8'in eritrositlerle iligkili oldugu
bildirilmistir. Ayrica IL-8’in T lenfositlerini (CD3+, CD4+ ve CD8+) siirece dahil eden
temel kemokin oldugu bildirilmistir. Edilen veriler IL-8’in Mtb molekiilleriyle iliskisinin TB

hastalarinda dogal bagisiklik yaniti tetikleyebilecegi bildirilmistir (Krupa ve ark., 2015).

A549 akciger epitel hiicrelerinde Mtb suslarinin enflamatuar siireclerde gen
ekspresyonlarinin arastirildigi bir ¢alismada farkli fenotiplere (duyarli, INH R, Rif R, MDR
ve XDR) sahip Mtb izolatlarinda tiim genom dizi analizleri yapilmis inflamasyon ve
apoptozda rol oynayan genler RT-PCR kullanilarak degerlendirilmistir. Tim duyarli ve
direngli suslarin IL-8, proenflamatuar sitokin olan TNF- a ve IFN- y ekspresyonunu anlamli
diizeyde up-regiile edildigi, IL-10 ekspresyonunun ise enfeksiyondan 24 ve 48 saat sonra
anlamli diizeyde inhibe edildigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada apoptozis ve inflamasyonla
iliskili gen ekspresyonu farkliliklarinin diren¢ durumundan ziyade genotiplere alakali
olabilecegi bildirilmistir. Ciinkii ¢cogu genin ekspresyonunun direngli suslarda, duyarl

suslara kiyasla daha diisiik oldugu bildirilmistir (Abdolhamidi ve ark., 2024).

THP-1 insan monosit makrofaj hiicrelerinde Mtb’nin C vitamini ile inkiibasyonu
sonrasi hiicre apoptozis sonuglarinin analiz edildigi bir ¢alismada IL-1p ve IL-6 ekspresyon
oranlarinin Mtbh grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu ve
C vitamini tedavisinin bu genlerin ekspresyon seviyelerinden anlamli derecede azalmalara
yol ac¢tig1 saptanmistir. Caligmada C vitamini muamelesinin THP-1 hiicrelerinin canliliginda
doz-iliskili bir artisin oldugu, IL-8, IL-6, IL-1B, ve TNF-o genlerinin ekspresyon
diizeylerinin olmak tizere enflamasyonun anlamli diizeyde inhibe edildigi bildirilmistir
(Song ve ark., 2022).

Tiiberkiiloz fare modelinde fenolik bir bilesik olarak bitki metaboliti kullanarak akut

akciger hasariin analiz edilmesinin amaglandig1 bir ¢alismada makrofaj poliferasyonuna
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bagl olarak fenolik bilesigin proenflamatuar sitokinlerin (TNF-o, IL-1B ve IL-6) gen
ekspresyonlarini anlami derecede arttirdigi bildirilmistir. Siirekli M1 polarizasyonunun IL-
6, TNF-a, IL-1B, iNOS ve COX-2 gibi enflamatuar faktorlerin tetiklenebilecegi ve bunun
sonucunda NF-kB'nin M1 tipi makrofajlara bagimli polarizasyonun indiiklenerek kontrolsiiz
inflamasyona ve doku ve organ hasarina yol agabilecegi bildirilmistir. Proenflamatuar gen
ekspresyonlarinin regiilasyonununda fenoliklerin etkili olabilecegi bildirilmistir (Wang ve
ark., 2024).

Bir ¢alismada aktif tiiberkiiloz hastalar1 ile latent TB enfeksiyonlu hastalarda
proenflamatuar genlerin ekspresyonlari kiyaslanmis aktif hastalarda IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-
5, IL-10 ve CXCL-1 ekspresyonlarinin anlamli derecede daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(Zhang ve ark., 2024).

Yeni dogal molekiil polonilignanin IL-1p basta olmak iizere TNF-a ve IL-6
sitokinleri inhibe etme potansiyelinin arastirildig: in vitro RAW 264.7 hiicreleri iizerinde
yapilan c¢alismada polonilignan bilesiklerle muamele edilen hiicrelerde proenflamatuar
sitokinlerin (IL-1B, TNF-a ve IL-6) anlamli olarak inhibe edildigi bildirilmistir (Pal ve ark.,
2024).

Mezenkimal kok hiicrelerinin aviriilan Mtb H37Ra susu ile THP-1 hiicreleri tizerinde
olusturulan enfeksiyonda makrofajlar tizerindeki immiinomodiilator etkilerini arastirildigi
bir calismada makrofajlarda hiicre i¢i ROS salimimi arastirilmistir. Calismada gen
ekspresyon c¢aligmalart RT-PCR ile, apoptoz Annexin V/PI testi ile piroptoz belirtecleri
Western blotlama ile 6lglilmiistiir. Mtb ile enfekte THP-1 makrofajlarinda, mezenkimal kok
hiicrelerle birlikte kiiltive edilen gruplarda ROS salinimi, 6zellikle IL-1f olmak tizere I1L-6,
TNF-o sitokin ekspresyonu ve apoptozun tetiklendigi bildirilmistir. Mezenkimal kok
hiicrelerinin immiin reseptorlerini ve 6zellikle IL-1 olmak tizere IL-6, TNF-a enflamatuar
sinyal yollarin1 aktive ederek makrofajlarin Mth’ye karsi immiin yaniti arttirabildigi

diistiniilmektedir (Yang ve ark., 2025).

Mtb ile enfekte monosit tiirevi dentritik hiicrelerde sitokin ekspresyonunun
epigenetik modiilasyonu anlamayi amaglayan bir ¢alismada dentritik hiicreler MDR ve XDR
gibi aktif Mtb suslar1 enfekte edilerek, 1L-6, IL-12, IFN-y, IL-1B, TNF-a ve IL-10
yolaklarindaki  pro/anti-inflamatuar gen ifade diizeyleri RT-PCR kullanilarak
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degerlendirilmis, tiim gruplardaki proenflamatuar genlerin up-regiile oldugu, TNF-a
ekspresyonun en yiiksek oranda gerceklestigi bildirilmistir. Calismada Mtb enfeksiyonunda
monosit tiirevi dentritik hiicrelerdeki DNA metilasyon degisikliklerine neden oldugu TNF-
a’nin hipo-metilasyonu bu genin yukar1 regiilasyonunu indiikleyebildigi, bu korelasyonda
XDR Mtb susu ne kadar direngli ise TNF-a genindeki metilasyon durumunun o kadar diisiik

oldugu bildirilmistir (Ma ve ark., 2024).

Aktif tiiberkiiloz hastalarinda makrofajlarda granulin ve TNFR2'nin makrofaj
polarizasyonundaki mekanizmasinin arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada TNFR2min
makrofaj polarizasyonundaki islevini dogrulamak ic¢in IL-4 ile indiikklenmis RAW
hiicrelerinde TNFR2, TNF-a, iNOS ve IL-6 ekspresyonlart RT-PCR yontemiyle analiz
edilmistir. Saglikli goniilliilere kiyasla aktif tiiberkiiloz hastalarinda makrofajlarda TNFR2
ve graniilin ekspresyonunun arttig1 ve M2 tipinin baskin oldugunu bulunmustur. Graniilin
yikimimin M1 polarizasyon belirtegleri olan TNF-a, iNOS ve IL-6’nin yiiksek ekspresyon
seviyelerinin takip ettigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2024).

Likopenin etkinligi hususunda yapilan bir calismada rifampisin kaynakli beyin
dokusu hasarinda linaloolun iyilestirici roliinii arastirmak amaci ile in-vivo model fare
modeli olusturulmus ve kombine etkinlikleri degerlendirilmistir. Caligmada linaloolun
rifampisin toksik etkisini inhibe ettigi, CYP1A1l ve CYP1A2 mRNA gen ekspresyonunda
anlaml diizeyde azalislara yol actig1 bildirilmistir (Ozgd¢men ve Azirak, 2023).

Mtb higBA’nin bakteriyel stres yanit1 ve hiicre i¢i enfeksiyon ve immiinite izerindeki
etkisini aragtirmak amaci ile yapilan bir calismada Mtb H37Rv genomundan ¢ogaltilan hedef
gen vektore klonlanarak Mycobacterium smegmatis'e (Ms) aktarilmistir. IL-10, IL-12 (p40),
IFN- vy, TNF- a ve iNOS dahil olmak {izere sitokinlerin transkripsiyonel seviyelerini 6lgmek
icin RT-PCR analizleri gergeklestirilmistir. Calismada higBA'nin makrofajlarda bakteriyel
sagkalimi arttirdigini ve sitokinlerin transkripsiyonel seviyesini Yyukari regiile oldugu

gosterilmistir (Wang ve ark., 2022).
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6. SONUC ve ONERILER

6.1 SONUCLAR

Enflamatuar siirecler, bagisiklik sisteminin enfeksiyonlara karsi verdigi temel
yanitlardan biridir; ancak bu siireclerin kontrolsiiz aktivasyonu, ciddi doku hasarlarina ve
kronik hastaliklara yol agabilmektedir. Mycobacterium avium gibi patojenler, inflamatuar
yanit1 tetikleyerek enfekte konak hiicrelerde proenflamatuar ve antienflamatuar gen
ekspresyon dengesini bozmaktadir. Bu durum, yalnizca enfeksiyonun ilerlemesini
kolaylastirmakla kalmaz, ayni zamanda tedavi siireglerini de karmasik hale getirir. Bu
baglamda, standart tedavi ilaglarinin yani sira dogal bilesiklerin inflamatuar gen
ekspresyonu iizerindeki diizenleyici etkilerinin arastirilmasi, yeni ve etkili tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir. Calismamizda, M. avium ile enfekte edilen
ve edilmeyen Raw 264.7 hiicrelerinde, standart ilaglar (izoniazid ve rifampisin) ile dogal
bilesiklerin (likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit) enflamatuar
stirecler tizerindeki diizenleyici etkileri detayli olarak incelenmistir. Calisma kapsaminda

elde edilen veriler asagida maddeler halinde verilmistir:

1. M. avium ile enfekte edilmeyen Raw hiicrelerinde proenflamatuar sitokinlerden IL-
6, IL-1B ve TNF-a ekspresyonlarmin Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda anlaml
olarak arttig1 tespit edilirken, IL-8 ekspresyonunun anlamli degisiklik
saptanmamigtir.  izoniazid IL-18 ve TNF-a, rifampisinin ise TNF -alfa
ekspresyonlarin1 anlamli diizeyde tetiklemistir. Bilesiklerden likopenin hem IL-1p
hem de TNF-a ekspresyonlarini anlamli diizeyde tetikledigi tespit edilirken, linalool,
rosuvastatin ve oleik asit gruplarinda sadece TNF-a ekspresyonlart tetiklenirken, IL-
6, IL-8 ve IL-1B ekspresyonlar1 Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda anlamli oranda
degismemistir. Rosmarinik asit grubunda ise Raw hiicrelerinde IL-6, IL-8, TNF-a ve

IL-1B ekspresyonlarinda anlamli degisimler tespit edilmemistir.

2. IL-12 ekspresyon diizeyleri izoniazid, rifampisin, likopen, linalool, rosmarinik asit,
rosuvastatin ve oleik asit gruplarinda Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda kontrol
grubunda 19 kat, diger yedi bilesik grubunda ise 20.97- 24.31 kat arasinda artis

gostermistir.
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3. Proenflamatuar enzim genlerinden CYPAL1, COX-2 ve INOS’un ekspresyon
diizeyleri sirastyla 3.38, 3.30 ve 11.47 kat artmistir. izoniazid ve rifampisin
gruplarinda iNOS ekspresyonlar1 sirasiyla 20.32 ve 18.81 kat artmis olup kontrol
grubuyla kiyaslandiginda anlamli artiglar gozlenmistir. iNOS geni ekspresyon
oranlar1 likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit gruplarinda ise
sirastyla 12.22, 12.70, 12.84, 14.29 ve 16.64 kat artiglar saptanmistir. Bu artiglar
standart ilaglarla kiyaslandiginda anlamli oranda diisiik bulunmus olup, bilesiklerin

gen ekspresyonu lizerinde regiilatif etkinlikleri oldugunu gdstermektedir.

4. 1L-10 ekspresyon diizeylerinde kontrol grubu, ila¢ gruplari ve diger bes bilesik
gruplarinda Beta-aktin ile kiyaslandiginda azalislar tespit edilmistir. Bu azalislar
izoniazid ve rifampisin gruplarinda anlamli bulunmazken, likopen, linalool,

rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit gruplarinda anlaml diizeyde bulunmustur.

5. IL-27 ekspresyon oranlar1 Beta-aktin ile kiyaslandiginda kontrol dahil tiim gruplarda
anlamli diizeyde artmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda izoniazid, rifampisin,
likopen, linalool, rosuvastatin ve oleik asit gruplarinda anlamli oranda artarken,

rosmarinik asit grubunda ise anlamli oranda azalis tespit edilmistir.

6. M. avium ile enfekte makrofaj hiicrelerinde Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda
proenflamatuar sitokinlerden IL-1p 2.4 ve TNF-a ekspresyonu 3.78 kat artmustir. IL-
6 ve IL-8 gen ekspresyonlarinin Beta-aktin ile kiyaslandiginda anlamli degisimler
tespit edilmemistir. IL-1p ekspresyonu Izoniazid tedavi grubunda 1.83 kat artarken,
Rifampisin tedavi grubunda 0.55 kat artmustir. likopen, linalool, rosmarinik asit,
rosuvastatin ve oleik asit tedavi gruplarinda ise IL-1p ekspresyonu sirasiyla 0.56,
0.85, 0.99, 0.81 ve 1.22 kat artmistir. Bu grupta kontrol grubuyla kiyaslandiginda
TNF-a ekspresyon diizeylerindeki artis hem ilag tedavi gruplarinda hem de bilesik
gruplarinda anlamli diizeyde regiile edilmistir. Kontrol grubunda TNF-o ekspresyon
diizeyi 3.78 kat artarken, izoniazid ve rifampisin tedavi gruplarinda sirasiyla 2.37 ve
2.1 kat artismustir. Likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit tedavi
gruplarinda ise artis oranlari sirasiyla; 2.11, 2.27, 0.82, 2.3 ve 1.75 olarak
bulunmustur. TNF-o ekspresyonu en yiiksek diizeyde rosmarinik asit tedavi

grubunda tespit edilmistir.
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7.

10.

IL-27 ekspresyon diizeyleri M. avium ile enfekte edilen ve tedavi verilmeyen grupta
Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda 21.36 kat artarken; izoniazid ve rifampisin tedavi
gruplarinda sirasiyla 29.16 ve 29.72 kat artmustir. IL-27 ekspresyonunun standart
ilaglarla kiyaslandiginda likopen (24.86 kat), linalool (25.90 kat), rosmarinik asit
(24.70 kat), rosuvastatin (23.86 kat) ve oleik asit (25.61 kat) gruplarinda nispeten

daha diisiik artis oranlariyla eksprese edildigi saptanmustir.

M. avium ile enfekte edilen ve tedavi verilmeyen kontrol grubunda CYPAL, COX-2
ve iNOS gen ekspresyonlari sirastyla; 2.86, 6.12 ve 12.56 kat artmustir. Ilag tedavi
gruplarinda CYPA1 ve COX-2 genleri artig oranlari kontrol grubuna yakin oranlarda
bulunurken, iNOS ekspresyonlar1 izoniazid (15.76 kat) ve rifampisin (14.03 kat)
tedavi gruplarinda daha yiiksek bulunmustur. Likopen (9.92 kat), rosmarinik asit
(7.12 kat), rosuvastatin (8.75 kat) ve oleik asit (9.25 kat) tedavi gruplarinda standart

ilac tedavi gruplarindan anlamli derecede diisiik bulunmustur.

IL-10 ekspresyon diizeyi kontrol grubu, izoniazid ve rifampisin gruplarinda beta-
aktin geni ile kiyaslandiginda azalmayla seyretmekteyken, linalool, rosmarinik asit,

rosuvastatin ve oleik asit tedavi gruplarinda anlamli olmasa da artiglar gostermistir.

IL-27 ekspresyonu Beta-aktin geni ile kiyaslandiginda tiim tedavi gruplar1 ve kontrol
grubunda anlamli oranlarda artiglar gostermistir. Kontrol grubunda IL-27
ekspresyonu 3.70 kat artarken, rosmarinik asit ve oleik asit tedavi gruplarinda

strastyla 2.48 ve 3.40 kat artig gostermistir.

Bu calismada, M. avium ile enfekte edilen ve edilmeyen Raw 264.7 hiicrelerinde

proenflamatuar ve antienflamatuar sitokinler ile enzim genlerinin ekspresyon diizeyleri

karsilagtirillmis ve bu siiregte standart ilaglar (izoniazid ve rifampisin) ile dogal

bilesiklerin (likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit) diizenleyici

etkileri analiz edilmistir. Elde edilen bulgular asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1.

Proenflamatuar sitokinlerden IL-6 ve IL-8 gen ekspresyonlarinda genel olarak
anlamli degisimler gozlenmemistir; ancak TNF-a ve IL-1f gen ekspresyonlarinin M.
avium enfeksiyonu ile tetiklendigi ve standart ilaglar ile dogal bilesiklerin bu

genlerde farkli diizeylerde regiilasyon sagladigi belirlenmistir.
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2. IL-12 ve IL-27 gen ekspresyonlarinin enfekte hiicrelerde anlamli sekilde arttigi,
Ozellikle IL-27’nin standart ila¢ gruplarinda ve dogal bilesik gruplarinda diizenleyici
etkiler gosterdigi tespit edilmistir.

3. Proenflamatuar enzim genlerinden iNOS’un hem standart ila¢ gruplarinda hem de
dogal bilesik gruplarinda artig gosterdigi; ancak dogal bilesiklerin, standart ilaglara
kiyasla bu artislart daha diistik diizeyde regiile ettigi belirlenmistir. Bu durum, dogal
bilesiklerin inflamasyon siirecleri lizerinde daha i1limli ve dengeleyici bir etki
sagladigini diistindiirmektedir.

4. 1IL-10 ekspresyon seviyelerinin standart ilag tedavisi ve kontrol grubunda azaldig,
dogal bilesik gruplarinda ise IL-10"un ekspresyon seviyelerinin az da olsa arttig
gozlenmistir. Bu  durum, dogal bilesiklerin antienflamatuar  yanitlart
destekleyebilecegini gostermektedir.

5. Rosmarinik asit, diger dogal bilesiklerden farkli olarak TNF-a ekspresyonunu giiglii
sekilde artirirken, IL-10 ve IL-27 genlerinde diizenleyici etkiler saglamistir.

6.2 ONERILER

e Dogal Bilesiklerin Potansiyeli:

Dogal bilesiklerin (likopen, linalool, rosmarinik asit, rosuvastatin ve oleik asit)
enflamatuar siireglerde gosterdigi regiilatif etkileri, ilag gelistirme ¢aligmalarinda
destekleyici ajanlar olarak kullanilabileceklerini gostermektedir. Bu bilesiklerin, 6zellikle
inflamasyon siireglerini diizenlemede standart tedavilere ek olarak kullanilmasi

degerlendirilebilir.

e Standart ilaclarla Kombinasyon:

Izoniazid ve rifampisin gibi standart ilaglarmn yan etkilerini azaltmak veya etkinligini
artirmak amaciyla dogal bilesiklerle kombinasyon tedavisi Onerilebilir. Kombinasyonlarin

enflamatuar yanitlar1 nasil etkiledigi ileri ¢alismalarla daha detaylh sekilde arastirilmalidir.
e IL-27 Uzerine Calismalar:

IL-27°nin Ozellikle hem standart ilaglar hem de dogal bilesikler tarafindan

diizenlenmesi, bu sitokinin inflamasyon siireglerindeki roliinlin daha fazla arastirilmasini
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gerektirmektedir. IL-27’nin enflamatuar ve antienflamatuar dengenin saglanmasindaki

etkisi, terapotik potansiyeller sunabilir.
e iNOS Regiilasyonu:

INOS gen ekspresyonunun dogal bilesikler tarafindan daha diisiik diizeylerde
artirtlmasi, enflamatuar hasar1 azaltma potansiyeline isaret etmektedir. Bu nedenle, iNOS’un
diizenlenmesine yonelik daha spesifik dogal bilesiklerin taranmasi ve gelistirilmesi

onemlidir.

Elde edilen bulgularin in vitro kosullarda elde edilmis olmasi, klinik ¢aligmalarla
desteklenmesi gerektigini gostermektedir. Ozellikle dogal bilesiklerin giivenilirligi, etkinligi

ve toksisite profilleri klinik deneylerle detaylandirilmalidir.

IL-10 ekspresyonunu artiran ve TNF-a gibi proenflamatuar sitokinleri dengeleyen
dogal bilesikler, kronik inflamasyonun tedavisinde yeni yaklagimlar sunabilir. Bu tiir

bilesiklerin mekanizmalar1 molekiiler diizeyde daha fazla incelenmelidir.

Rosmarinik asitin TNF-a ekspresyonunu artirirken diger sitokinler tizerindeki
etkilerinin farklilik gostermesi, bu bilesigin hem enflamatuar hem de antienflamatuar
stireclerde rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu mekanizmalarin detayli analizini

onermekteyiz.

Elde edilen sonuglar hem standart ilaglar hem de dogal bilesiklerin enflamatuar
yanitlar1 nasil etkiledigine dair 6nemli bilgiler sunmakta ve enflamatuar hastaliklarin
tedavisinde alternatif yaklagimlar gelistirilmesine 1s1k tutmaktadir. Bu bulgularin, daha

kapsamli deneyler ve klinik ¢aligmalarla desteklenmelidir.
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