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OZET
FARKLI MIKROBIYAL KAYNAKLI LIPOPOLISAKKARITLERLE STIMULE
EDILMIS MONOSIT HUCRELERINDE SELONSERTIB’IN (GS4997) IMMUN
YANITA ETKiSi

Fatma GUNDOGAN

Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2018
Danisman: Dog. Dr. Zerrin CANTURK

Inflamasyon, doku veya organin kendisine zarar verebilecek etkene karsi savasmasi
durumudur. inflamasyonda onemli sitokinler; TNF-o, IL-1p’dir. Inflamasyonun
tedavisinde; Nonsteroidal Antiinflamatuvar ilaglar kullanilir. Tez kapsaminda ASK-1
inhibitorii olan Faz Il ¢alismalari devam eden Selonsertib’in, farkli mikrobiyal kaynakli
lipopolisakkaritlerle stimiile edilmis THP-1 insan monosit hiicrelerinde immiin yanita
etkilerini WST-1 sitotoksisite testi ile flow sitometri ve Ger¢ek Zamanlhi PZR
yontemiyle arastirilmistir. Diklofenak Sodyumun 1C50 konsantrasyonu 32 pM/mL;
Selonsertib’in ise 120 uM/mL olarak belirlenmistir. Flow sitometride elde edilen IL-1
sonuglaria gore ise; Diklofenak Sodyum E.coli LPS uygulamasindan sonra yaklasik
3.1 kat, P. aeroginosa LPS uygulamasindan sonra 6.8 kat ve S.enteritidis LPS
uygulamasindan sonra ise; 4.9 kat IL-1p seviyesi tlizerinde bir inhibisyon saglamistir.
Selonsertib ise; E.coli LPS uygulamasindan sonra yaklasik 21.5 kat, P.aeroginosa LPS
uygulandiktan sonra sonra 31.9 kat ve S.enteritidis LPS uygulamasindan sonra ise 16.5
kat IL-1P seviyesi ilizerinde bir inhibisyon goriilmistiir. mRNA seviyeleri LPS’lerin
kendi aralarindaki degerlendirmeleri sonucunda TNF-a gen diizeyinde, P. aeroginosa
LPS ve Diklofenak Sodyum uygulamasi ile 12 kat azaldigi, IL-1B gen diizeyinde, P.
aeroginosa LPS ve Diklofenak Sodyum uygulamas ile 2,28 kat azaldigi, ASK-1 gen
diizeyinde, P. aeroginosa LPS ve Selonsertib uygulamasi ile diger gruplara gére daha
iyi inhibisyon yaptig1 goriilmiistiir.

Calisma sonunda ise, Selonsertib’in Diklofenak Sodyum gibi inflamasyonda kritik rol
oynayabilecegi arastirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Selonsertib (GS4997), Diklofenak Sodyum, Inflamasyon, THP-1.



ABSTRACT

EFFECTS OF SELONSTIBIN (GS4997) ON MONOSITE CELLS WITH
DIFFERENT MICROBIAL RESOURCES LIPOPOLISAKKARITLES

Fatma GUNDOGAN

Departent of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2018
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Inflammation is a fight against an effect that can damage the tissue or organ itself.
Important cytokines in inflammation; TNF-a, IL-1p. In the treatment of inflammation;
Nonsteroidal anti-inflammatory drugs are used. In the thesis, Selonsertib, an ASK-1
inhibitor, Phase Il studies, was investigated with WST-1 cytotoxicity test by flow
cytometry and Real Time PZR method on the immunosubstances of THP-1 human
monocyte cells stimulated with different microbial lipopolysaccharides. Diclofenac
Sodium IC50 concentration 32 uM / mL; Selonsertib was determined to be 120 uM /
mL. According to the results of IL-1B obtained from flow cytometry; Diclofenac
Sodium E. coli Approximately 3.1 fold after LPS application, 6.8 fold after P.
aeroginosa LPS application and after S. enteritidis LPS application; 4.9 fold an
inhibition on IL-1p level. Selonsertib is; after E. coli LPS administration, an inhibition
was observed at about 21.5 fold, after P. aeroginosa LPS administration, then 31.9 fold
and after S. enteritidis LPS administration at 16.5 fold IL-1p level. As a result of
evaluations of mRNA levels of LPS, TNF-a gene level decreased 12 times with P.
aeroginosa LPS and Diclofenac Sodium application, IL-1B gene level decreased 2.28
times with P. aeroginosa LPS and Diclofenac Sodium application, ASK -1 gene,
P.aeroginosa LPS and Selonsertib showed better inhibition than the other groups.

At the end of the study, it was investigated that Selonsertib could play a critical role in

inflammation like Diclofenac Sodium.

Key Words: Selonsertib (GS4997), Diclofenac Sodium, Inflammation, THP-1.



TESEKKUR

Bu tezi yazmamda emegi gegen ve yiiksek lisans egitimimin her asamasinda maddi

manevi destegini esirgemeyen danisman hocam Dog. Dr. Zerrin CANTURK ’e,

Laboratuvar ¢alismalarimda yardimda bulunan basta Dog. Dr. Miris DIKMEN hocam
olmak tiizere her daim yanimda bulunan fikirleriyle, goriisleriyle bana yol gdsteren basta
Bio. Selin ENGUR olmak iizere Ars. Gor. Elif TILKI KAYA’ya, Ars. Gor. Mustafa
Giicli OZARDA’ya ve aksamlara kadar benimle sonuc¢ bekleyen arkadasim Songiil

Gonel’e,

Yiiksek Lisans egitimimin her noktasinda desteklerini hi¢ ama hi¢ eksiltmeyen her

kosulda giivenip yanimda olan canim aileme tesekkiir ederim.

Fatma GUNDOGAN

Agustos, 2018



26/07/2018

ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir galisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak lizere tim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu galisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigint ve
higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumuh"Saptanmasrd:lfumurldé; ortaya ¢ikacak

o

tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul etjtigimi bildiririm.

Fatma GUNDOGAN

vi




27/07/2018

STATEMENT OF COMPLIANCE WITH ETHICAL PRINCIPLES AND RULES

I hereby truthfully declare that this thesis is an original work'pre;)afed by me; that I
have behaved in accordance with the scientific ethical principles and rules throughout
the stages of preparation, data collection, analysis and presentation of-my work; that I
‘ have cited the sources of all the data and information that could bé obtained within the
scope of this study, and included these sources in the references( section; and that this
study has been scanned for plagiarism with “scientific plagiarism detection program”
used by Anadolu University, and that “it does not have any plagiarism” whatsoever. I
also declare that, if a case contrary to my declaration is detected in my work at any time,

I hereby express my consent to all the ethical and legal consequences that are involved.

DOGAN

3

Fatma GU

vii




ICINDEKILER

Sayfa No
KAPAK SAYFAST ..ottt ettt se bt se e i
JURI VE ENSTITU ONAYL.......ooiiiiiinisisise s ii
OZET ... s i
ABSTRACT .ottt sttt sttt r e bt e re e iv
TESEKKUR ..ottt sttt s sttt en st v
ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI..........ccccoovvinnnnne. vi
ICINDEKILER .......coooooiiiiiieceecee ettt an st viii
TABLOLAR DIZINI.........ccoooiiiiiiiiiiicccese s Xi
SEKILLER DIZI ........ocoooiiiiieeeeeeeeeeoeeeeeeee ettt xii
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cocooiiiiioioieee ettt Xiv
L R 1 028 £SO 1
2. LITERATUR OZETI .......c.coiiiiiiiesiscces e 2
2.1. BAKTERILER ........ocoiiiiiiiieiiiie et 2
2.1.1. Gram Pozitif (+) BaKeriler ... 2
2.1.2. Gram Negatif (-) BaKteriler ... 3
2.2. IMMUN SISTEM .........coviiiiiiiiiiieiceie et 5
2.2.1. immiin Sistemin Baslica Organ ve Hiicreleri...............c.cccccooovvveevivecnnnnn, 6
2.3. Bakterilere Karsi Immiin Yanit................cccocooovvvivioeiieeeeseee s 11
20 T8 I =1 o (o] (0 ] | PSSR 11
2.4. ProinflamatuarSitOKINIEr .........cccooioiieiie e 13
2.5. Apoptoz Sinyal Diizenleyici Kinaz 1 (ASK-1) Inhibitérleri ve Etki
MeKaniZMALATL.............occiiiiii e e e e e e eaarr s 14
2.4. immiin Yanita Etki Eden T1aglar .............cccoccooooviviiiiiecececeeeeece e, 15
2.4.1. DIKIOTENAK SOOYUM ...t 16
2.4.2. SelonSertibD (GS4997) ..o 16
INE) 01 21 00 31 O} 2 ST 18



3.1. Kullanilan HUcreler ... 18
3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler, flac Etkin Maddeleri ve Laboratuvar

L@ T () ST PPRP PP 18
3.2. Kullanilan Cihazlar ... 19
4YONTEMLER ......cooiiiiiiiiiiiiiits sttt 21
4.1. Deneylerde Kullanilan Hiicreler...............c.cccoooiiiiiiiiieceeec 21
4.2. Kullanilan Arag¢ ve Gereclerin Hazirlanmasi..................ccccooooi i, 21
4.2.1. Kullanilan malzemelerin steril edilmesi ....................ccccooiiniinn. 21
4.2.2. Kullanilan kimyasal maddelerin hazirlanmasi...................ccccociiiinnn. 21
4.2.3. Kullanilan LPS’lerin hazirlanmasi................ccccooiiiiiiiiiiiiicc e, 22
4.2.3.1. LPS S.enteridiS SErOtYPE cuveureereeenrrnrrareesnronrsnsssnssnssssnssnsosen 22
4.2.3.2. LPS P.aeruginossa 10............coeveveieiniiaiieiieiieieiieiiecnennnnns 22
4.2.3.3. LPS E.COlIi 0111:B4ucuccnuininiininiieininiiiinnniierarninecasnenecasncncnmns 22
4.2.4. Hiicre Kiiltiirii calismalari......................ccoooeei i, 22

4.2.4.1. THP-1 hiicresinin Kkiiltiir ortaminda cogaltilmasi ve

deneylere hazirhiK .....cccovviiniiiiiiniiiiiieiinieneiiniinrenecsacsnsonees 22
4.2.5. Flow Sitometride Orneklerin IL-1p Seviyelerinin Belirlenmesi ............. 24

4.2.6. Real Time (Gerc¢ek Zamanh )- PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

YOMECIN ..o 25
ile IL-1B, TNF-o ve ASK-1 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi .... 25
4.2.6.2.Total RNA 1ZOIASYONU ......coiiiiiiiiie et 27
4.2.6.3.CDNA SENTEZI ... 27
4.2.6.4.RT-PZR (Real time PZR) ile mRNA ekspresyon diizeylerinin
PEIIFTENMIESE .. 27
5. BULGULAR ve TARTISMA ...ttt 29

5.1. Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in THP-1 Hiicresinde
SitotoksikEtkilerinin WST-1 Yontemi ile Degerlendirilmesi.......................c........ 29

5.2. Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in Farklh Mikrobiyal Kaynaklh
Lipopolisakkaritlerle Uyarilmis THP-1 Hiicrelerinde immiin Yamitlarinin Akis

Sitometri Yontemi ile Degerlendirilmesi.........cccocooiiiiiiiiii 31
5.3. Real Time PZR ile mRNA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi.................... 36
5.3.1. TNF-a Sonug¢larinin Degerlendirilmesi ................ccccooooiniiiiniiniicicns 37
5.3.2. IL-1PB Sonuclarinin Degerlendirilmesi.................ccocooniiniiiiniiniicics 39

iX



5.3.3. ASK-1 Sonuglarmin Degerlendirilmesi ................cccccooeniiiiniiniiiincnns
6. SONUC VE ONERILER ..........ccoeooviiiiiieiieeeeeeeeee et enes s,

KAYNAKCA

OZGECMIS



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 2.2.1: immiin sistem hiicreleri ...............cccoovuiiiiiiiiiieieeie e, 7
Tablo 5.2.1: Diklofenak Sodyum IL-1B sonuglari................cooeveiiininnn.. 35
Tablo 5.2.2: Selonsertib IL-1B sonuglart ...............ccoiiiiiiiiiiii. 35
Tablo 5.3.1: RT-PZR mRNA ekspresyon sonuglart.................cccoeevvinennnn. 37

Xi



SEKILLER DiZi

Sayfa

Sekil 2.1.1: Gram pozitif, Gram negatif hiicre duvar yapist ........................... 2
Sekil 2.1.2: Gram negatif bakteriler ... 3
Sekil 2.2.1: Immiin sistem hiicreleri .............coviuiiiiiiiiie e, 7

Sekil 2.5.1: inflamasyonda ASK-1 Yolagt ..............coeueiiiiiiiiiieiiieieeieein, 14
Sekil 2.5.2: ASK-1’in 6rnek bir etki mekanizmasi...............ccoovviiiiiiniinnnn... 15
Sekil 2.4.1.1: Diklofenak Sodyum’nun kimyasal yapist ...................cooeeeenn.e 16
Sekil 2.4.2.1: Selonsertib (GS-4997)’in kimyasal yapi1si.................oeeeeinnnnn. 16
Sekil 4.2.4.3.1: WST-1 boyasinin kimyasal yapist ..............ccooviiiiiiiniann.... 23
Sekil 4.2.6.1: DNA amplifikasyonu ..., 26
Sekil 5.1.1: Diklofenak Sodyum konsantrasyonlarinin % canlilik degerleri ......... 30
Sekil 5.1.2: Selonsertib konsantrasyonlarinin % canlilik degerleri ................... 30

Sekil 5.2.1: Diklofenak Sodyum’un flow sitometri degerleri ......................... 33

Sekil 5.2.2: Selonsertib’in flow sitometri degerleri ..................ocoviiiiiiinan. 34

Sekil 5.3.1: TNF-o0o mRNA eKSpresyonu ...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiene, 38
Sekil 5.3.2: TNF-a genine ait hedef/referans oranlart...........................oee 38
Sekil 5.3.2.1: IL-1B’nin mRNA eKSPresyonu ...........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiianannnn. 40

Sekil 5.3.2.2: IL-1p genine ait hedef/referans Oranlart ...................cocoiiinnn 40

xii



Sekil 5.3.3.1: ASK-1’in mRNA ekspresyonu ...........

Sekil 5.3.3.2: ASK-1 genine ait hedef/referans oranlari

Xiii



SIMGELER VE KISALTMALAR

ADCC

AIDS

ASK-1

CD4

COX

CP

CR

DAP

DMSO

DNA

dT

. Alfa
: Beta
: Antikor Bagimli Hiicre Aracili Sitotoksite

: Acquired Immune Deficiency Syndrome
: Apoptoz Sinyal Diizenleyici Kinaz 1
: Sitotoksik T Hiicreleri
: Siklooksijenaz
: Esik Degeri
: Kompleman Reseptorleri
: Diaminopimelik Asit
. Dimetilsiilfoksit
: Deoksiriboniikleik Asit

: Deoksitimin

Xiv



DTT
ELISA
ER
IC50
IgM

IL
IL-1P
IMVIC
INOS
JNK
KCN
kDa
LGL

LPS
MALT
MAP3KS5

MR

MSC
mRNA
NK
NQDI

NSAID

: Dithiothreitol
: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay testi
: Endoplazmik Retikulum
: Inhibisyon Konsantrasyonu
: Immiinoglobin M
: Interldkin
: Interldkin 1 Beta
: Indol-Metil Kirmzis1-Voges-Proskauer-Sitrat Testleri
: Nitrik Oksit Sentaz Enzim
: ¢-Jun N-terminal Kinazlar
: Potasyum Siyanid Testi
: Kilo Dalton

: Bilyilik Graniiler Lenfosit

: Lipopolisakkarit

: Mucosa Associated Lymphoid Tissue
: Mitojenle Aktive Edilmis 3 Kinaz 5

: Mannoz Reseptorleri

: Mezenkimal Kok Hiicre

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: Dogal Oldiiriicii Hiicre

: Apoptoz Sinyal Diizenleyici Kinaz 1 Inhibitorii

: Non Steroidal Anti inflamatuvar ilag

XV



p38 MAPK
PAMP

PG

PRR

PS

PZR

RT-PZR

TC ASK 10
TCR
THP-1

TLR

TNF
TNF-a

VP

WST-1

: p38 Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz

: Pathogen Associated Molecular Pattern
: Prostoglandin
: Pattern Recognition Receptors
: Polisakkarit
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Round (Yuvarlak)
: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Smooth (Diiz)
: Potansiyel ASK-1 Inhibitérii
: T Hiicre Reseptorii

- Insan Monositik Hiicre Hatt1

: Toll Benzeri Reseptorler

: Timor Nekroz Faktori

: Tumor Nekroz Faktori Alfa

: Voges-Proskauer Testi

: Hiicre Poliferasyon Testi

XVi



1. GIRIS

Prokaryotik hiicre yapisina sahip bakteriler, hiicre duvar farkliliklarina gore yapilan
Gram boyama sonucuna gore; Gram (+) ve Gram (-) olarak ikiye ayrilirlar. Gram (+)
bakterilerde, teikoik asit bulunur. Fosfodiester bag: ile baglanan gliserol, ribitol iceren
bu tabaka suda ¢oziinebilen karakterdedir (Johnson, 2013). Gram (-) bakterilerde ise; dis
membranda lipoprotein ve lipopolisakkarit denilen yapilar bulunur. Bu katman toksik
bir karakterde olup bakterilerin endotoksinini olusturur. Antijenik 6zellikte olmamakla
birlikte hastalarda inflamasyon bulgularindan olan yangi, ates gibi etkileri olustururlar.
Immiin sistem; canlilar1 olusan hastaliklara kars1 koruyan bir sistemdir. Patojenler ve
cesitli tiimor hiicrelerini tantyip onlara savas agan bu sistem, viicuda giris yapan her
maddeyi tanir canlinin saglikli hiicrelerinden yabanci maddeyi ayirir (Chinen vd.,
2006).

Immiin yamt, immiin sistemin bilesenleriyle enfeksiyoz ajanlarin arasinda kompleks bir
dizi etkilesiminden olusur. Immiin yanit, aktif ve pasif immiinite olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Hiimoral ve hiicresel immiin mekanizmalarma sahiptir. Kompleman
sistem hiimoral immiin yanit ile inflamatuvar yaniti ve patojenin fagositoz ve lizisini
birbirine baglar (Anuforom vd., 2015). inflamasyonu inhibe etmek icin genellikle
aspirin, Diklofenak Sodyum gibi, siklooksijenaz-1 inhibitérii olan nonsteroidal

antiinflamatuvar ilaglar kullanilmaktadir.

Selonsertib (GS-4997) ASK-1 inhibitori olarak Faz II deney asamasinda olan etkili bir
antineoplastik bir maddedir. Uzerinde farkl1 etkilerinin arastirildi1 bu ajanm, immiin
sistem iizerindeki etkilerinin hiicre inflamasyon modeliyle arastirilmasi tezin temel
amacidir. Bu amagla 6ncelikle pozitif kontrol olarak kullanilan diklofenak sodyum ve
selonsertib’in WST-1 yontemi ile sitotoksisite deneyi, ardindan flow sitometri cihaziyla
IL-1p seviyesinin 6l¢iimii ve ardindan RT-PZR ile TNF-a, IL-1p veASK-1 mRNA gen

ekspresyon seviyeleri aragtiritlmistir.



2.1.2.1. Salmonella enteridis

Salmonella suslar1 hiicre i¢i patojenlerdir. Insanlarda gida zehirlenmelerine neden olan
sistemik infeksiyon tipindeki Salmonella tavuklarin barsak sisteminde bulunmaktadir.
Son yillarda Salmonella ile ilgili hayvanlarda ve ulusal saglik problemlerinde artis
goriilmekte olup Salmonella enteritidis diinyada yaygin bir problem olmaya baslamistir.
Tavuk eti, yumurta ve lriinlerinin tiiketilmesiyle insanlarda zehirlenmelere neden olan
Salmonella enteritidis 1-3 um boyunda, 0.5— 0.7 pm eninde, uglar diiz hafif yuvarlak,
sporsuz, kapsiilsiiz basillerdir, anilin boyalarla kolayca boyanir ve Gram (-)’dir (Bekar
vd., 1993). Sivi besiyerlerinde homojen bulaniklik yaparak iirer, kat1 besiyerlerinde 24-
48 saat i¢inde yuvarlak, diiz kenarli, kabarik, diizglin yiizeyli koloniler olusturur
(Calnek vd.,1996). Optimal iireme sicakligi 37°C’dir. En uygun ortam asiditesi pH
7.4’ diir (Davison vd.1996) (Sekil 2.1.2).

Vahsi tip Enterobakteriyal tiirlerine ait O-zincirleri koloni morfolojilerinden dolay1
“smooth” (S) olarak adlandirilmaktadir. Mutant Enterobakteriler LPS O-zinciri
icermeyen rough goriiniimde koloniler olustururlar. Bunlar “rough” (R) olarak
adlandirilmaktadir ve LPS’1 ise core bolgelerinin kisalisini ifade eden Ra, Rb, Re olarak
adlandirilmaktadir. Biiylimekte olan Re mutant bir gram (-) bakterinin duvarinda
minimal LPS yapisinda lipid A bolgesine 2 Kdo (Kilo Dalton) kalintisi ile baglanmus bir
LPS yapisi oldugu goriilmistiir (Caroft vd.,2003)

2.1.2.2. Pseudomonas aeuroginosa

Pseudomonas aeruginosa 1,5-3 um genisliginde, bazen ikili bazen de kisa zincirler
halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz, ¢ubuk seklinde aerob bakteridir. Cogu kez bir
uclarinda bir, nadiren iki-li¢ adet kirpigi vardir ve ¢cok hareketlidirler. Kolay boyanirlar
ve Gram (-)’tirler. Uzun siire beklemis kiiltiirlerinde ve antiseptik maddelerin
bulundugu ortamlarda kisa veya ¢ok uzun deforme sekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz
olanlari, R (rough) tipinde iireyenlerin bulundugu bildirilmistir (Sadoff, 1974) (Sekil
2.1.2)

P.aeruginosa; Kanli agarda hemoliz yaparlar ve beta hemolitiktirler. Jelatin ve koagule
plazmay1 eriterek parcalarlar. Glikozu oksidatif yolla pargalayip asite doniistiiriirler.
Laktoz ve sakkarozu kullanamazlar. Oksidaz pozitif olmalar1 ile Enterobacteriaceae
familyas1 iiyelerinden ayrilirlar. Asetamini deamine ederek amonyak olustururlar.

Nisastay1 par¢alayamazlar. Katalaz ve sitrat reksiyonlar1 pozitiftir. L-arjinin dihidrolaz



olustururabilirken, lisin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz olusturmazlar. Indol ve
H.S olusturmazlar. Metil kirmizisi ve Voges-Proskauer (VP) negatiftir (Frobisher,
1968).

P.aeruginosamin 17 somatik (O) ve 6 flagella (H) antijeni vardir. O antijeni 1stya
dayanikli, flagella ve fimbria antijenleri 1siya dayaniksizdir. Fosfatazlar, proteazlar ve

fosfolipazlar da antijen olarak rol oynarlar ( 1lgaz,1999).

2.1.2.3.Echerichia coli

Echerichia coli, Escherichae cinsinin en 6nemli tiiriidiir. Basil veya kokobasil karakterli
bir tiir olup, 2-6 um boy ve 1-1.5 um enine sahip bakterilerdir. Gram (-) bazen hareketli,
fakiiltatif anaerob, 1-2 mm ¢apinda S tipi koloni olusturan bakterilerdir (Sekil 2.1.2).
Enterobacter’lerden ayirilan en belirgin 6zelligi 44°C’de iireyebilmeleridir.

E.coli glikoz, laktoz, maltoz gibi sekerleri pargalayarak asit ve gaza cevirir. Nisastadan
gaz olusturmaz, Indol pozitif, Metil red teseti pozitif, VP testi negatif, Sitrath
besiyerinde trerler. IMVIC testleri (++--)’dir. KCN testi negatiftir. Genellikle H,S
olusturmazlar. Ayrica SS Agar, MacConcey Agar ve Endo Agarda laktozu kullanmasi

sonucu kirmizi renkli koloniler olusturur (http 5).

2.2. IMMUN SISTEM

Immiinite, zararli olan her tiirli maddeye (mikroorganizma, protein ve polisakkarid
gibi) kars1 organizmanin verdigi reaksiyonu tanimlayan bir kavramdir. Immiin yanut,
yabanci madde ile karsilasmada immiin sistem hiicre ve molekiillerinin karsilikli ve
diizenli etkilesimleriyle ortaya ¢ikan savunmadir. Immiin yaniti baslatan yabanci
maddeler antijen veya immiinojen olabilir (Abul K, 2006).

Immiinojen terimi, sadece immiin yanit olusturma yetenegindeki herhangi bir madde
icin kullanilir. Antijen ise daha ziyade bir molekiiliin, spesifik immiinitenin iiriinleri ile
reaksiyona girebilme yetenegini tanimlar, her zaman spesifik immiiniteyi olusturmasi
beklenmez. Biitiin immiinojenlerin antijen oldugu ifade edilir, ancak bunun aksi her
zaman gegerli olmayabilir. Yeryiiziinde yaklasik 10° sayida antijenin var oldugu kabul
edilmektedir. Hastalik yapan mikroorganizmalarin ¢ogu iyi bir antijen yapisindadir
(Delves ve Roitt, 2000).

Immiin yamit, normalde bireyi infeksiyonlardan ve yabanci olan maddelerden korur.
Immiin sistem viicudun hemen her yerinde karsilastig1 sayisiz yabanci antijene kars

savunma yapmak zorundadir. Bu nedenle immiin sistem hiicrelerinin kan, lenf ve



dokular arasinda dolasabilme ve gerekli bolgelerde yerlesebilme 6zellikleri savunmada
dinamik bir ag olusturur (Mellman, 2013).

Antijenin viicuda giris yeri, olusacak immiin yaniti etkiler. Deri yoluyla alinan
antijenler, bu dokudaki makrofajlar (Langerhans hiicre) ile taninir ve lenfatik yoldan
bolgesel lenf diigiimlerine taginir ve immiin yanit hem antijenin giris yerinde hemde
iliskili lenf bezinde baslar. Kan dolasimi ile giren antijenler dalaktaki makrofajlarca
taninir. Solunum yolu, gastrointestinal kanal mukozasindan girenler ise bolgedeki
mukoza iliskili lenfoid doku ile temas eder ve burada gerekli immiin yanit gelisir

(Sparber, 2014).

2.2.1. immiin Sistemin Bashca Organ ve Hiicreleri

Immiin sistemin organ ve dokular1 baslica iki grupta toplanir. Birincisi, Santral lenfoid
organlardir ki bunlar; kemik iligi ve timus, lenfositlerintim ozelliklerini kazanarak
olgunlastig1 organlardir. Ikincisi, Periferik lenfoid organlar olup bunlar; dalak, lenf bezi,
mukozal lenfoid doku (mucosa associated lymphoid tissue, MALT), edinsel immiin
yanitin basladig1 organlardir. Immiin hiicreler santral organlarda olgunlasir, periferik
organlarda gorevlerini yaparlar (Jakab, 2015).

Immiin sistemin tiim hiicreleri tek bir kok hiicreden gelisir. Kemik iliginde pluripotent
hemotopoetik kok hiicreden 6zellesmis iki farkli onciil hiicre olusmaktadir. Bunlar
myeloid progenitdr hiicre ve lenfoid progenitor hiicredir. Myeloid progenitor hiicreden
eritrosit, trombosit, graniilosit, monositler ve mast hiicreleri gelismektedir.
Lenfoidprogenitor hiicreden lenfositler (T ve B) gelismektedir (Tablo 2.2.1) (Sekil
2.2.1)



(opsonizasyon) nétrofil i¢ine alinmalarini kolaylagtirmaktadir. Yasam siireleri kisadir
(birkag saat-birka¢ giin). inflamasyon sirasinda sayilar1 2-3 kat artar. Inflamasyon

bolgesine ilk ulagan hiicrelerdir (Dinauer, 2014).

2.2.1.2. Monosit-Makrofaj

Periferik kanda kisa Omiirlii hiicrelerdir. Kandan dokulara gé¢ eden monositler,
farklilasarak makrofajlar1 olustururlar. Makrofajlar tiim viicut dokularina yayilmis olup,
yerlestigi  yerde o©zel isimleri ile anilmaktadir; karacigerde ‘kupfer’, deride
“Langerhans” hiicreleri, alveollerde “alveolar makrofajlar”, beyinde “mikroglial
hiicreler”, bobrekte “mezensimal hiicreler” ve kemikte “osteoklast” olarak bilinirler.
Monosit ve makrofajlar profesyonel fagositik hiicreler olup dogal immiinitede 6nemli
rol oynarlar, antikor ile kapli bakteri ve tiimor hiicresinin yikimi ve pargalanmasi gibi
efektor gorevleri vardir (Van De Wiele vd,. 2014).

Yabanci ve zararl olan maddeler, reseptor ve ligand baglanmasindan sonra aktine bagli
motilite ile makrofaj i¢ine alinir, fagozom olusumu ve lizozom ile fiizyon olusumu
sonucunda fagolizozom i¢inde parcalanir ve zararsiz duruma getirilir. TNF-a ve IL-1
gibi sitokinler araciligryla monosit/makrofajlar antikora bagli olmayan litik aktivite
gosterirler. Makrofajlarin patojenleri tanimasi, patojen iligkili molekiiler motifler
(PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern, PRR: Pattern Recognition Receptors),
Toll like reseptorler (TLR), Mannoz reseptdrleri (MR) gibi baz1 yiizey molekiilleri ile
olur. Makrofajlarin yabanci ajan ile temasinda IgG’nin Fc parcasina kars1 (CD16,
CD32) reseptorler, kompleman reseptorleri (CR) surfaktan proteini, CD14(LPS
reseptorii) ve sitokin reseptorleri rol oynar (Van De Wiele vd,. 2014).
Monosit-makrofajlar dokularda ¢esitli hidrolitik enzimler, oksidatif metabolizma
trtinleri ve kemoatraktan ¢esitli sitokin (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15 gibi) ve
kemokinler araciligi ile proinflamatuar ve antiinflamatuar gorevlerde bulunurlar.
Makrofajlar sitokin iiretimi ile hem dogal, hemde edinsel immiinitede 6nemli gorev
yaparlar. Proinflamatuar sitokinlerin (IL-1,IL-6, IL-8,TNF) iiretimi ile inflamasyonda,
IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler araciligiyla T ve B hiicrelerin antijene bagl aktivasyonunda
temel rol alirlar. IL-12 ile hiicresel immiin yanitta rol oynarlar (Linton ve Thoman,
2014).



2.2.1.3. Dendritik/Langerhans hiicreler

Kemik iliginden koken alan, yiizeyinde yiiksek diizeyde HLA Simf Il ve adezyon
molekiillerine sahip olan ve antijen sunumu yapan bir hiicre grubudur. Antijen sunan
hiicreler i¢inde yer alirlar. Epitelde bulunan immatiir dendritik hiicrelerce alinan antijen
afferent lenf yolu ile periferik lenfoid organlara (dalak, lenf bezi, mukozal lenfoid doku)
tasinir ve buradaki T lenfositlere sunulur. Matiir dendritik hiicreler, antijeni zayif T
hiicrelerine sunarlar ve aktive ederler. Dendritik hiicreler kanda ¢ok az miktarlarda
bulunur (Linton ve Thoman, 2014).

Ciltte ve mukoza ylizeylerin altinda bulunanlar Langerhans hiicresi adi ile bilinirler.
Baz1 sitokinlerin varliginda (IL-1,IL-4,TNF-a) kiltlirlerde g¢ogalabilirler. Folikiiler
dendritik hiicreler, B hiicrelerine antijen sunumu yaparlar ve bellek B hiicre olusumunda
rol oynadiklar1 diisliniiliir. Periferik lenfoid organlarin germinal merkezlerine veya
folikiillerine ulasan antijenleri tanirlar. Makrofajlar ve dendritik/Langerhans hiicreler

disinda, B lenfositleri de antijen sunumu yaparlar (Linton ve Thoman, 2014).

2.2.1.4. Mast hiicresi
Solunum ve sindirim sistemlerinde ayrica deride fazla sayida bulunur. Anjiyogenez,
doku onarimi ve viicudun mikroorganizmalara karsi savunulmasinda goérev alirlar

(Dahlin ve Hallgren, 2015).

2.2.1.5. Eozinofil
Parazitik infestasyonlarda ve alerjik inflamasyonda gérev alan hiicrelerdir. Fagositoz
yetenegi disinda, hasar verici graniil icerigini dis ortama salgilayarak parazitleri yok

ederler (Scarlata, 2015).

2.2.1.6. Trombosit
IgG igin Fc reseptoriine sahiptirler. immiin komplekslere baglandiklarinda vazoaktif

aminleri ve diger mediatorleri salgilarlar (Jenne ve Kubes, 2015).

2.2.1.7. Dogal éldiiriicii hiicre (NK, Natural Killer)

Dogal immiin sistemde gorev alan hiicre grubudur, kesin olmamakla birlikte lenfoid kok
hiicresinden gelistigini bildiren kaynaklar vardir. Periferik kandaki lenfositlerin %10-15
kadarin1 olusturur, lenfositlere benzerdir, onlara gére daha biiyiik ve graniilliidiir, biiyiik
graniiler lenfosit (LGL) olarak da anilirlar. Graniillerde bulunan granzim ve perforin ile

hedef hiicreleri oldirilir. T ve B hiicrelerde bulunan antijen spesifik reseptorler, NK



hiicrelerinde bulunmaz. NK hiicrelerinin ¢ogu, CDI16, CD56 ve CDS57 vylizey
molekiilleri tasirlar. Yilizey molekiilleri ile hedef hiicreyi (virus ile enfekte hiicre ve
timor hiicresi gibi) tanir ve oOldiirlicii aktivite(sitotoksisite) gostererek onlart yok
ederler. Ayrica antikor ile kaplanmig hiicreleri de 6ldiirme 6zelligi vardir. NK hiicre
yiizeyindeki Fc reseptor ile ‘antikor bagimli hiicre aracili sitotoksite’de (ADCC) 6nemli
rol oynar (Orange, 2013).

2.2.1.8. Endotel hiicreler

Immiin yanita dogrudan katilmazlar, ancak inflamatuar reaksiyonlarda rol oynarlar.
Endotel hiicreleri, interselliiler, vaskiiler ve mukozal adezyon molekiillerini eksprese
ederler. Lokositlerin dolasimdan dokulara gegisini, damar endoteli tlizerinde bulunan
adezyon molekiilleri ile birlikte saglarlar. Cesitli sitokinlerle aktive olduklarinda, MHC
Sinif IT molekiillerini eksprese ederek antijen sunan hiicre gibi davranabilirler (Glynn ve

Hinds, 2014).

2.2.1.9. Lenfositler

Morfolojik olarak tiim lenfositler birbirine benzerdir, ayirt edilemez, ancak
fonksiyonlar1 ve fenotipik karakteristikleri ile birbirlerinden ayrilan ii¢ biiyiik lenfosit
popiilasyonu vardir: T lenfosit (hiicresel immiinite), B lenfosit (humoral immiinite) ve
dogal oldiiriicii hiicre (NK) (dogal immiinite). Lenfositler (T ve B), kemik iliginde
hematopoetik kok hiicrenin bir alt kolu olan lenfoid progenitor hiicrelerden kdken alirlar
ve santral lenfoid organ olan kemik iliginde; B lenfosit, timusta ise T lenfosit,

lenfositlerin tiim 6zelliklerini kazanirlar(Sakaguchi vd. 2001).

2.2.1.10. T lenfosit

Kemik iliginden timusa gelen timositler gelisme siirecinde; antijen reseptoriinii (T hiicre
reseptori=TCR), kazanir. Pozitif ve negatif seleksiyon (self antijenleri yabanci olandan
ayirt etme yetenegi) sathalarini gegirdikten sonra olgun T hiicreler (CD4'T lenfosit ve
CD8'T lenfosit) olarak periferik dolasima gegerler. Periferik kanda total kan
lenfositlerinin yaklasik %70 kadar1 CD4" T yardimc1 (Th, T Helper), %25 kadar1 ise
CD8" T sitotoksik (Tc) bulunmaktadir. Tiim T lenfositler yiizeylerinde CD3 molekiilii

tasirlar. T lenfositler hiicresel immiin yanitta anahtar rol oynarlar (Sakaguchi vd. 2001).
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2.2.1.11. T hiicre reseptorii (TCR)

T hiicrelerin immiin yanit verebilmeleri i¢in uygun sekilde sunulan antijeni tanimasi
gereklidir. T lenfositler antijeni TCR ile tanirlar. Bu reseptdrler belli bir antijene 6zgii
yanit gelismesini saglar. Antijen tanimay1 saglayan TCR’ler polipeptid zincirlerine gore
iki tiptir. Periferik kandaki T hiicrelerinin %90-95’1 TCR-af3 tasir ve antijen ile
etkilesimi, MHC molekiiliine bagimlidir. TCR-of hiicreler CD4" ve CD8" hiicrelerdir

ve immiin yanittan dogrudan sorumludurlar (Ataca ve Arslan, 2015).

2.3. Bakterilere Karsi immiin Yamt

Bakterilere karst immiin cevapta hem hiicresel hem de humoral bagisiklik sistemleri
rolalir. Bakteriler immiin cevab tetikleyebilecek hem cok ¢esitli yilizey antijenleri, hem
detoksinlere sahiptirler. Hiimoral immiinite, ekstraselliiler bakterilere karsi koruyucu
spesifik immiin cevaptir. Bu bakterilerin hiicre duvar1 ve kapsiillerindeki immiinojenik
yapilar, timusa bagimli olmayan antijenler olarak bilinen polisakkaridlerdir. Bu
antijenler B lenfositlerini dogrudan uyararak giiclii bir spesifik [gM cevabina yol acarlar
(Mills vd., 1994).

Ekstraseliiler bakterilere karsi olan hiicresel immiin yanitta HLA Sinif II molekiilii ve
CD4" T hiicreleri yardimiyla immiin cevap olusur. Ekstraselliiler bakteriler antijen
sunan hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Bu antijenlere hiicre icinde bir islem
uygulandiktan sonra bu antijen sunan hiicrelerlerin yiizeyinde bulunan antijen, HLA
Sinif IT molekiilii ile birlikte belirginlesir. CD4" T hiicreleri yardime1 T lenfositleri olup,
B lenfositlerini antikor sentezlemek i¢in uyarirlar. Bazi bakteriyel toksinlerin ¢ok sayida
CD4" T lenfositleri uyardiklar1 bilinmektedir. Bu toksinler siiper antijenler olarak
bilinir. Bu antijenlerin énemi, T hiicrelerinin aktive olmasi ile fazla miktarda sitokin
yapilmasina ve endotoksik soka benzeyen klinik tablolara yol agabilmeleridir (de Vries,
1989).

2.3.1. Endotoksin

Bakteri hiicre duvar bilesenleridir. Gram (-) bakterilerde endotoksine lipopolisakkarit
adi verilir. LPS makrofajlardan sitokin salimiminmi uyarirve iyi bir adjuvandir.
Organizma LPS’ lere fazla miktarda veya sistematik maruz kaldiginda sistemik bir
yangisal reaksiyon meydana gelebilir ve bu da endotoksin soku, doku hasari ve 6lim
gibi ¢oklu fizyopatolojik etkilere sebep olabilir (Anspach, 2001; Ogikuba vd., 2004).
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Bununla birlikte, endotoksinler hiicre ve organlara direkt etki etmezler (Heilman, 1965;
Heilman, 1968), bunun yerine immiin sistemin aktivasyonu, 6zellikle de monosit ve
makrofajlar bagta olmak iizere immiin sistem hiicrelerinin aktive edilmesi ve dolayisiyla
immiin yanitin artirtlmasi ile etki gosterirler (Forehand vd., 1989). Bu hiicrelerin
sentezledikleri maddeler 6zellikle tiimor nekroz faktorii (TNF), birgok interlokinler,
prostoglandinler, koloni sitlimiile edici faktorler, trombosit aktive edici faktor ve serbest
radikaller gibi mediyatdrlerdir (Rietschel vd., 1994).

Westphal ve Jann (1965), endotoksinleri saflastiran ilk arastiricilar olmustur. Bu
aragtiricilar degisik Gram (-) bakterilerden sicak fenol-su ekstraksiyon yontemini
kullanarak yiiksek oranda saf, biyolojik olarak aktif endotoksin elde etmislerdir. Elde
ettikleri {riin, proteinden yoksun olup, sadece karbonhidrat, yag asiti ve fosfor
icermekte 1idi. Bu arastiricilar ayni zamanda endotoksinleri tanimlamak igin
"lipopolisakkarit" (LPS) terimini ilk kullananlardr.

Lipopolisakkaritler olarak da adlandirilan endotoksinler, Gram (-) bakterilerin dis
membraninin ana bilesenidir (Kirikae vd., 1998). Bakterilerin sitoplazmik membraninda
lipopolisakkarit veya lipoprotein yapisinda bulunurlar (Raetz vd., 1991). Bu bilesikler,
bakterileri dis ortama karsi korumak ve yar1 gecirgen bir membran olusturmak igin
tasarlanmiglardir (Hirayama vd., 2002). Bunlar hidrofobik bir lipid par¢asina kovalent
olarak baglanan bir hidrofilik polisakkarit par¢asindan olugsmustur (Ogikuba vd., 2004).

2.3.1.1. Endotoksinlerin etki mekanizmast

Endotoksinlerin olusturdugu doku hasari, sok ve olim gibi fizyopatolojik etkileri
oldukga ¢esitlilik gosterir (Ogikubo vd., 2004). Endotoksinler hiicre ve organlar iizerine
direkt etki etmezler (Rietschel vd., 1994). Fakat bunun yerine, monosit ve makrofajlar
basta olmak tiizere immiin sistemin aktive edilmesiyle ve dolayisiyla immiin yanitin
artirtlmasi ile etki gosterirler (Forehand vd., 1989). Bu durum, aktive edilen immiin
sistem hiicrelerinden 6zellikle TNF, interlokinler, prostoglandinler, koloni sitiimiile
edici faktorler, trombosit aktivite edici faktorler ve serbest radikaller gibi mediyatorlerin
salinmasina sebep olur (Magalhaes vd., 2007).

LPS'lerin molekiiler aktiviteleri, LPS molekiiliiniin kendisinden kaynaklanmaz. Bunun
yerine endotoksinin, LPS'lere duyarli hiicrelerle etkilesimi sonucu iiretilen medyatorler
tarafindan indirekt olarak indiiklenir (Galanos vd., 1993). Makrofajlarin, LPS

molekiiliiniin Lipid A boliimii tarafindan indiiklenen aktivasyonu, biyoaktif lipidlerin,
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reaktif oksijen tiirlerinin ve 6zellikle de TNF-o, IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-10 gibi peptit
mediyatorlerinin iiretilmesine yol acar (Galanos ve Freudenberg, 1993).

Enfeksiyona kars1 viicut 1sisinda artma, bakteriyal, viral enfeksiyonlar, timor nekrozuna
kars1 savasma gibi yararl etkiler goriiliir (Bui, 2012). Bu yararh etkiler yiiksek atesin

tedavisinde, timorlerin yok edilmesinde ve non-spesifik olarak immiin yanitin

gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Golenbock vd., 1991; Pugin vd., 1995).

2.4. ProinflamatuarSitokinler

Sitokinler; immiinolojik ve inflamatuvar travmaya kars1 doku cevabinda ortaya cikan,
makrofajlarin aktive edilmesi, yangili dokuda fibroblastlarin gelismesi, kemik iligindeki
16kosit prokiirsorlerinin aktivasyonu, kas yikilanmasi ve beden i1sisinin artisindan
sorumlu maddelerdir (Miert, 1995; Ozcan vd., 1996; Tsiotou vd., 2005).Proinflamatuar
ozellikte olan sitokinler (TNF-o/B, IL-1- o/, IL-6, IFN-0/f ve makrofaj inhibitor
protein-1) (Miert, 1995). Inflamasyon olgularinda ilk TNF-a uyarilmaktadir (Van der
Poll ve van Deventer, 1999; Van der Poll, 2001; Otto, 2007).

Saglikli bireylerdeki serum TNF-o seviyesi genellikle tespit edilemeyecek seviyede
iken sepsis ve kritik hastalik durumlarinda, endojen ve ekzojen uyarici faktorlerle
diizeyi artmaktadir. Yapilan ¢alismalarda TNF-a, IL-18 ve IL-6’nin plazma
diizeylerinin yiiksek olmasi ile mortalite arasinda dogru oranti oldugu gosterilmistir
(Murdaca vd., 2013).

TNF-o’nin varlhigr ilk kez kendiliginden gelisen tiimér vakalarinda belirlenmis ve
farelerin deneysel subkutan tiimorlerinde hemorajik nekroz olusturdugu igin bu isim
verilmistir (Diker, 2005).

Sepsis/endotoksemi olgusunun en Onemli belirtegleri, serumda yiiksek diizeyde
belirlenen TNF-a ve IL-1p’dir. Iki sitokin sinerjistik etkiyle, inflamasyonu artirarak
klinik bulgularin biiyiik kisminin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (Bochud vd, 2003;
Hopkins, 2003; Ahmetvd., 2009). TNF-a’nin sepsis ve gelisebilecek septik sokta ortaya
¢ikan ates, ishal, metabolik asidoz, pihtilasmanin uyarilmasi, bobrek ve kan hiicreleri ile
ilgili bozukluklara neden oldugu belirlenmistir (Okajima, 2001; Ahmetvd., 2009).
TNF-o’nin etkileri IL-1B ile desteklenmektedir. Ayrica TNF-o ve IL-1B’nin tek
baslarina septik sok belirtilerine neden olabildigi de bildirilmektedir. TNF-a ve IL-1f

sinerjik etkilesim ile dogrudan veya dolayli yollarla hemodinamik ve inflamatuvar
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degisikliklerin bir¢oguna aracilik etmektedir (Doherty vd., 1992; Remick, 2007;
Ahmetvd., 2009).

2.5. Apoptoz Sinyal Diizenleyici Kinaz 1 (ASK-1) Inhibitorleri ve Etki
Mekanizmalari

Apoptoz Sinyal Diizenleyici Kinaz 1 (ASK-1) ilk olarak Ichjio vdadaslar tarafindan,
mitojenle aktive olmus protein olan (MAPK) kinazlardan biri olarak tanimlanmistir
(Ichijo vd. 1997). ASK-1 Sinifik MAPK ailesi igerisinde yer alir. Sitoplazmadabulunan
bu proteinler hiicre zarmmdan cekirdege bilgi aktarilmasinda 6nem tasimaktadir. Bu
sitoplazmik proteinler hiicre i¢indeki diger proteinlerin, serin (Ser)/treonin (Thr) amino
asitlerine fosfat gruplarini aktararak etkinliklerini diizenleyebilirler. MAPK ailesi; gen
ekspresyonu, hiicre boliinmesi, apoptoz, metabolizma, farklilasma ile iliskili siire¢lerin
kontroliindeki sinyal iletimi yolaklarini olustururlar (Obara vd. 2010) (Sekil 2.5.1)
(Sekil 2.5.2)
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timorlerle ve biiytime faktorleri ile indiiklenebilen bir enzimdir (Khan vd., 2007;
Queiroga vd., 2007). NSAID’lar NF-KB’nin etkinligini engelleyerek, proinflamatuar
sitokinler, iNOS ve COX olusumunu engeller (Meduri, 1999; Ahmetvd., 2009).

2.4.1. Diklofenak Sodyum
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Sekil 2.4.1.1:Diklofenak Sodyum nun Kimyasal Yapisi(http 9)

Bir fenil asetik asit tiirevi nonsteroid antiinfiamatuarilag olan diklofenak, yapisal ve
farmakolojik olarak mefenamik asit ve meklofenamat sodyuma benzer (Sekil 2.4.1.1).
Diklofenak’in analjezik potensi indometazin, sulindak veya kodein kadarken, aspirin ve
naproksenden 5-15 kat fazladir. Diklofenagin iirikoziirik aktivitesi yoktur (Hannah vd.,
2015)

2.4.2. Selonsertib (GS4997)
>N N N
N N “ N

Sekil 2.4.2.1:Selonsertib (GS-4997) ’in Kimyasal Yapisi(http 10)
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Selonsertib  (GS-4997) (Cy4H24FN;O), ASK-1 inhibitorii olan potansiyel bir anti
inflamatuar, antineoplastik ve antifibrotik aktiviteleri olan bir inhibitérdiir. Apoptoz
sinyal diizenleyici kinaz 1’in (ASK-1) oral biyoyararlanimi inhibitoriirdiir (Sekil
2.4.2.1). ASK-1'in katalitik kinaz alanina hedefler baglanir, boylece fosforilasyonunu
ve aktivasyonunu 6nler. Bu, c-Jun N-terminal kinazlar (JNK'ler) ve p38 mitojenle aktive
olan protein kinaz (p38 MAPK) gibi asag1 akim kinazlarin fosforilasyonunu onler.
ASK-1 bagimli sinyal transdiiksiyon yollarmin aktivasyonunu onleyerek, Selonsertib
inflamatuar sitokinlerin iiretimini Onler, fibroziste yer alan genlerin ekspresyonunu
asag1 regiile eder, asir1 apoptozu bastirir ve hiicresel proliferasyonu inhibe eder (http 8).
Ayrica mitojen ile aktive olan protein kinaz 5 (MAP3KJ5) olarak da adlandirilan ASK-1,
oksidatif ve endoplazmik retikulum (ER) stresi, kalsiyum akisi ve infeksiyona yanit
olarak aktive edilir. Belli bazi kanser tiirlerinin yani sira bazi kardiyovaskiiler ve

norodejeneratif hastaliklarin, diyabetin gelisiminde 6nemli bir rol oynar (http 8).

17



3. GERECLER

3.1. Kullanilan Hiicreler
Insan Monosit Hiicre Hatti (THP-1) ATCC (American Tissue Culture Collection)
(ATCC kodu: TIB-202).

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler, ilag Etkin Maddeleri ve Laboratuvar
Gerecleri
Lipopolysaccarides from S.enteridis serotype enteritidis (L4774 10MG-Sigma,
Almanya).

Lipopolysaccarides fromP.aeruginosalO (L9143 10MG-Sigma, Almanya).
Lipopolysaccarides from E.coli 0111:B4 (L4391 1MG-Sigma, Almanya).

Diklofenak Sodyum (MA=318.129 g/mol, DFS/16090267-Anti Drugs Ltd., Hindistan).
Selonsertib (GS-4997) (MA= 445.49 g/mol, Catalog N0.S8292-Sellechem, ABD).
Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, Israil).

Tripan mavisi (Roche, Almanya).

Tripsin-EDTA 10X (Pan, Biotch, Almanya).
WST-1 sitotoksisite Kiti (25 ml) Cat n0:11644807001 (Roche, Almanya).
cDNASentez Kiti (Katolog n0:05091284001, Roche, Almanya)

Phosphate Buffer Salina (PBS) (Invitrogen, ABD).

RPMI-1640 medyum (1X) (HyClone, Thermo Scientific, ABD).
Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya).
Interlokin 1-B Antibody (Biolegend, ABD).

Amfoterisin B (Biological Industries, Israil).

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Roth, Almanya).
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0,2 mI’lik PZR tiipii (Greiner bio-one, ABD).

10, 100, 1000 ve 5000 ul’lik otomatik pipetor (Nichipet EX, Japan).
10, 200, 1000 ul’lik mikropipet ucu (isolab, Almanya).
12 kanall1 otomatik pipet (Eppendorf, Kanada).

15 ve 50 mI’lik santrifiij tiipleri (Isolab, Almanya).

25 cm2-75 cm?lik hiicre kiiltiir flaski (Nest, China).
2ml’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, ABD).

5-10 ve 25 ml’lik serolojik pipet (Nest, China).

6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (SPL, Korean).
Cedex smart Slide (Roche, Almanya).

Kryotiip (2ml) (Cryo.s, Tiirkiye)

Lamel (Isolab, Almanya),

Parafilm (Pechiney, Fransa),

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya),

3.2. Kullanilan Cihazlar
Cedex (Innovatis, ABD),

Derin dondurucu buzdolab1 (Liebherr, Almanya),
DNA-RNA c¢alisma kabini HEPA/UV PZR (UVP, Tiirkiye),
Akis sitometri cihazi1 (BD Accuri C6, ABD),

Hassas terazi (Sartorius, Almanya),

Inverted mikroskop (Leica, Almanya),

Laminar Flow kabin (Scanlaf, Danimarka),

Light Cycler 480® (Roche, Isvicre),
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Masaiistii sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya),

Mikro santrifiij (Hettich, Almanya),

Mikroplaka okuyucu (ELISA) (BioTek, Belgika),

NanoDrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD),
Otoklav (Alp, Tiirkiye),

Otomatik pipetler (Nichipet EX, Japonya),

PZR Thermal Cycler (Gradient PZR) (Takara, Japonya),
Steril CO; inkiibatorii (Thermo Scientific, ABD),

Su banyosu (Lab Companion, Kore),
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4.YONTEMLER

4.1. Deneylerde Kullanilan Hiicreler
Calismamizda kullanilan hiicre hatti: insan Monosit Hiicre Hatt1 olan THP-1 hiicre
hattidir.

4.2. Kullanilan Arac¢ ve Gereclerin Hazirlanmasi

4.2.1. Kullanilan malzemelerin steril edilmesi

Caligsmalarda kullanilan cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sariliolarak
sterilizatorde 180°C’de 2 saat, siv1 soliisyonlar ise otoklavda 121°C, 1.5atm/Hg’de 20
dakika steril edilmistir. Kullanilan tiim sivi kimyasallar seliiloznitrat filtreden

gecirilerek steril edilmistir.
4.2.2. Kullanilan kimyasal maddelerin hazirlanmasi

4.2.2.1. Diklofenak sodyum

Toz halindeki Diklofenak Sodyum, 3.18 mg tartilarak 100 pl steril distile suiginde
¢oziillerek 100 mM konsantrasyonda ana stok hazirlanmigtir. Bu stok soliisyondan,
kiiltiir medyumunda cesitli seyreltme islemleri yapilarak, 1.56,3.12, 6.25, 12.5, 25, 50,
100, 200, 400, 800 uM konsantrasyonlari hazirlanmistir. Diklofenak Sodyum’dan
hazirlanan ana stok, alikotlanarak -20°C’de saklanmistir. Deneyde kullanilan
Diklofenak Sodyum konsantrasyonlari da her deney tekrarinda taze hazirlanarak

kullanilmastir.

4.2.2.2. Selonsertib (GS-4997)

Toz halindeki Selonsertib (GS-4997), 4.45 mg tartilarak 100 pl dimetilsiilfoksit
(DMSO; Roth) i¢inde ¢oziilerek 100 mM konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. Bu
stok sollisyondan, kiiltiir medyumunda ¢esitli seyreltme islemleri yapilarak, 1.56,3.12,
6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800 uMkonsantrasyonlar1 hazirlanmistir. En yiiksek
Selonsertib konsantrasyonunda DMSO orant %0.1 oraninda oldugu i¢in kontrol
grubuna da medyum iginde %0.1 oraninda DMSO uygulanmistir. Selonsertib’ten
hazirlanan ana stok, alikotlanarak -20°C’de saklanmigtir. Deneyde kullanilan

Selonsertib konsantrasyonlar1 da her deney tekrarinda taze hazirlanarak kullanilmistir.
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4.2.3. Kullanilan LPS’lerin hazirlanmasi

4.2.3.1. LPS S.enteridis serotype
10 mg LPS S.enteridis sisesi vel ml steril distile suda ¢ozdiiriiliip, 0,22 ul’lik milipor

filtreden gecirilerek 10 tane viale 100’er ul alikotlanarak deneye hazir hale getirilmistir.

4.2.3.2. LPS P.aeruginosal0
10 mg LPS P.aeruginosasisesi 0,22 pl’lik filtreden gecirilerek 1 ml steril distile suda

¢oziildii ve 10 tane PZR tiiptine 100’er ul alikotlanarak deneye hazir hale getirilmistir.

4.2.3.3. LPS E.coli 0111:B4
1 mg LPS E.coli sisesi 2000 pl steril distile suda ¢6ziildi. Ve 100’er ul’lik PZR

tiiplerine alikotland.
4.2.4, Hiicre kiiltiirii cahismalar:

4.2.4.1. THP-1 hiicresinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmast ve deneylere hazirlik

THP-1 hiicresi %1 Amfoterisin B, %10 fotal bovine serum, %1 Penisillin-Streptomisin
(10000 tinite/ml-10 mg/ml), iceren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO;’li inkiibatorde,
%95 bagil nem’de 37 °C’de siispansiyon kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi. Kiiltiir kab1 %70
oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman (yaklasik 2-3 giin) alt kiiltiirlere
ayrilarak biiyliimesi saglanmigtir. Cogaltilan hiicrelerin bir kism -80 °C’de dondurularak

calismanin sonraki deneyleri i¢in stoklanmaistir.

4.2.4.2. Hiicre sayimlart

Flasklarda bulunan THP-1 hiicreleri santrifiij tiipiine aktarilarak 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Silipernatant dokiiliip tizerine 1 ml yeni besiyeri eklenmistir ve
pipetaj islemi yapilmistir. Pipetaj ile hiicrelerin besiyerine homojen olarak dagilimi
saglanmigtir. Hiicreler Cedex-Roche cihazinda Tripan Blue boyasi ile boyanarak sayimi

gerceklesmis ve bu asamadan sonraki deneylere hazir duruma getirilmistir.

4.2.4.3. WST-1 yéontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

THP-1 hiicresi siispanse bir hiicre olmasi nedeniyle sitotoksisite testinde WST-1 boyasi
kullanilmistir.  WST-1  (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzenedisulfonate), bir tetrazolyum tuzu olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde
stiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olararak baglanir ve suda c¢oziinmeyen

formazan tuzlarina doniisiir (Sekil 4.2.4.3.1). Bu doniigiim canli hiicrelerde nikotinamid
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adenindiniikleotit fosfatin glikolitik iiretimine baghdir. Bu nedenle olusan formazan
miktar1 direkt olarak kiiltlirde metabolik olarak aktif hiicreleri (canli hiicreleri)
gostermektedir. WST-1 yonteminde spektrofotometrik olarak olgiilen absorbans degeri,
kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini gosterir ve bu deger deyasayan hiicre
sayist ile iligkilidir. Proliferasyon arttikga, formazan tuzu olusumuna bagli olarak

absorbans degeride artis gosterir (Koyanagi vd., 2016).

304 NO,
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Sekil 4.2.4.3.1:WST-1 boyasuun Kimyasal Yapusi(http 11)

4.2.4.3.1. Metodun uygulanmas

THP-1 hiicreleri %10’luk Fetal Bovine Serum ve %1 Penisilin-Streptomisin (10000
iinite/m1-10 mg/ml) iceren RPMI-1640 ortaminda, 37 °C* de %5 CO, inkiibatoriinde
kiiltiire edilmistir. Hiicreler yeterince c¢ogaldiktan sonra hiicre sayimi yapilarak, 96
kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5.10° hiicre olacak sekilde besiyeriortaminda
ekilmistir. THP-1 hiicreleri siispansiyon olduklar1 i¢in konsantrasyonlarin verilmesi igin
3-4 saat beklenmistir.

DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmis olan Selonsertib (GS-4997) ve steril distile suda
coziilerek hazirlanan Diklofenak Sodyum stok soliisyonundan hiicre kiiltiir besiyeri
icinde gerekli seyreltmeler yapilarak uygun Selonsertib ve Diklofenak Sodyum
konsansantrasyonlar1 (1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800uM)
hazirlanmistir. 11. kuyucuga taze olarak kiiltiir besiyerinde hazirlanan Diklofenak

Sodyum ve GS-4997 konsansantrasyonlart kimyasal kontrol grubu olarak
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uygulanmistir. Kontrol grubundaki hiicrelere de %0.1 oraninda DMSO igeren besiyeri
uygulanmustir  (Selonsertib i¢in). Daha sonra plakalar 24 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir 96°Iik kuyucuktaki hiicreler {izerine,
WST-1 kit (Katalog no: ab155902) prosediirii talimatlarina gére 20 ul. WST-1 reaktifi
ilave edilerek, hiicreler 3 saat inkiibatorde inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda
absorbanslar 420 nm dalga boyunda ELISA okuyucu cihazinda, her bir grupta 8
kuyucuk olacak sekilde okunarak IC50 degerleri Excel Programi ile hesaplanmistir.

Deneyler bir birinden bagimsiz 3 tekrar olarak calisilmistir.

4.2.5. Flow Sitometride Orneklerin IL-1p Seviyelerinin Belirlenmesi

Flow sitometri, hiicre veya partikiillerin akmakta olan bir akiskanin i¢indeyken
karakteristiklerinin Ol¢lilmesidir. Akis sitometrisi ile bir slispansiyon halindeki hiicreya
da partikiiller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir; hiicrelerin
15181n Onlinden gegerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin
kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye
baglanan g¢esitli fluorokromlar da olabilir. Boylece hiicre ya da partikiiliin immiin
fenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlilig1 gibi
cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir (Dunpy vd, 2004).

Flow sitometrilerin fluorosen olmayanlar1 tam kan hiicresi sayimlar1 ig¢in klinik
laboratuarlarda kullanilir. Daha ¢ok yonlii aragtirmalar icin fluorosen olanlar1 kullanilir.
Bunlara sitofluorometre denir. Flow sitometriler bir¢ok biyolojik arastirma enstitiisiinde
ve tip merkezlerinde bulunur. Bunlardan diinyada yaklasik 7 bin tane vardir. Tip
merkezlerinde arastirmanin yaninda tami i¢in de kullanilir. Ayrica kanserli hiicre

tanisinda ve AIDS hastalarinin kaninda CD4 lenfosit seviyesinin izlenmesinde de

kullanilir (Laane vd. 2005).

4.2.5.1. Metodun uygulanmast

THP-1 hiicreleri %10’luk Fetal Bovine Serum ve %1 Penisilin-Streptomisin igeren
RPMI-1640 ortaminda, 37 °C* de %5 CO, inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin
yeterince ¢ogalmasi beklendikten sonra hiicre sayimi yapilarak hiicreler 6 kuyucuklu
plakalara her bir 1x10° hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir. Kuyucuklara
taze olarak kiiltiir besiyerinde hazirlanan Selonsertib ve Diklofenak Sodyum
stoksollisyonundan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler yapilarak WST-1

sonuglarina gore belirlenen konsantrasyonlarda (Selonsertib i¢in 120 uM, Diklofenak
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Sodyum icin 32 uM) verilip, inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu kuyucukta ise
sadece taze besiyeri bulunan THP-1 hiicreleri bulunmaktadir. Daha sonra plakalardan
ilk dort kuyucugu LPS stimiilasyon analizi i¢in 4 saatlik inkiibasyona diger kuyucuklar
ise 24 saatlik analiz i¢in inkiibatore birakilmstir.

Birakilan siireler sonunda 6nce 4 saatlik inkiibasyonda olan sadece LPS (bir kuyucuga
100 ng E.coli LPS, bir kuyucuga 10 ng S.enteridis LPS ve baska bir kuyucuga ise 10 ng
P. aureoginosa LPS verilmistir) verilen hiicrelerin analizi yapilmak {izere toplanip iyice
PBS yardimiyla yikanmistir. Hiicreler 1200 rpm’da 5 dakika santrifiij edilmistir. 2 kez
soguk PBS ile (ilk yikamada 2000 pL, ikinci yikamada 1000 pL) yikanmistir. 500 pL
cytofix/cytoperm ile 20 dakika boyunca buzda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1200
rpm de 5 dk santrifiije dilmis vepellet 2 kez 500 pL “perm wash” ile yikanmistir. Son
yikamadan sonra hiicre pelleti 50 pl perm wash ile resiispanse edilerek tizerine 10 ul IL-
1B antibody eklenmis ve 30 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresisonunda her bir tiipe 1000 pl perm wash ilave edilerek santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda pellet 350 pl perm wash ile eppendorf tiipline aktarilarak

flowsitometri cihazinda analiz edilmistir.

4.2.6. Real Time (Ger¢ek Zamanh )- PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi

ile IL-1B, TNF-a ve ASK-1 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi
Polimeraz zincir reaksiyonu, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 6zgiil
bolgelerin cogaltilmast icin kullanilan bir yontemdir ve bunun i¢in sadece DNA
ornekleri kullanilmaktadir. Ancak, hiicrelerden elde edilen RNA’lar, polimeraz zincir
reaksiyonunda kullanilamadiklarindan, once revers transkriptaz ile komplementer
DNA’ya (cDNA) ¢evrilirler. Bu olaya “reverstranskripsiyon” denir (Bustin, 2000).
TagMan sisteminde 5° ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Prob’un 5’ ucunda raportér florokrom, 3’ ucunda ise “quencher
(baskilayan)” florokrom bulunmaktadir. Sekil 4.2.6.1°de de belirtildigi gibi prob, tek
zincir haldeki hedef molekiile, primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere
baglanmaktadir. Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece
raportdr florokrom molekiiliiniin sinyal olusturmasi, 3* uctaki quencher florokrom
tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasindan sonra

baslatilan primer uzamasi prob’un baglandigi1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam
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4.2.6.2. Total RNA izolasyonu

WST-1 deney sonuglar1 goze alinarak, IC50 degerleri konsantrasyonlarma paralel
olarak LPS verilen THP-1 hiicrelerinin total RNA izolasyonu Roche mRNA sentez Kiti
yardimiyla yapilmistir. RNA verimi 260 nm ve 280 nm optik dansitede, nanodrop
spektrofotometrik 6l¢lim yapilarak belirlenmistir. Daha sonra cDNA sentezi i¢in her bir

ornekten esit miktarda RNA (100 ng/6rnek) taginmustir.

4.2.6.3.cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit prosediirii
uygulanmistir. PZR tiiplerine 6rnek basina 100 ng total RNA, 1ul Oligo (dT) 18 primeri
(2.5 uM) koyularak toplam hacim 11.4 ul’ye distile su ile tamamlanmistir. Tiipler PZR
Thermal Cycler’da 10 dakika 65°C’de denature edilmistir. Tiiplerin igerigine, 4 ul
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer (1X ve 8 mM MgCl,
igerir), 0.5 pl RNase inhibitorii (20 U), 2 pul ANTP karigimu (her biri 10mM ), 1 ul DTT
(5mM), 1.1 pl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (10U) ilave edilerek
toplam hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Daha sonra tiipler PZR Thermal Cycler’da
55°C’de 30 dk, 85 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA’lar, Light Cycler
480 PZR cihazinda amplifikasyon i¢in kullanilmistir.

4.2.6.4.RT-PZR (Real time PZR) ile mMRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi
RT-PZR ile THP-1 hiicre hatt1 iizerine 1C50 konsantrasyonu diizeyinde Diklofenak
Sodyum ve Selonsertib konsantrasyonlar1 verilip, IL-1p, TNF-o ve ASK-1 genlerinin
mRNA ekspresyon diizeylerine olan etkileri arastirtlmistir. RT-PZR yontemi, cihaza
uygun kit veprimerler kullanilarak uygulanmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar, LightCycler
480 RT-PZR cihazinda, IL-1B, TNF-a ve ASK-1 genine spesifik TagMan’l1 primerler
ve PZR kit kullanilarak kit protokoliine gore, cihazda optimize edilerek ¢ogaltilmistir.
House keeping gen olarak Aktin-p geni kullanilmistir.

Kullanilan primerler sirasiyla;

1. IL-1PB Primeri

2. TNF-a Primeri

3. ASK-1 Primeri

4. Aktin-f Primeri

Light Cycler PZR 480 uyumlu 96’lik well plate’lere sirasiyla;
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1. H,O=5pul

2. Prob Master = 10 pl

3. Primer Forward = 0,5 pl

4. Primer Reverse = 0,5 ul kimyasallar1 yiiklendi.

Hazirlanan bu karigim 96°lik plakaya IL-1p3, TNF-0, ASK-1 ve Actin-f3 genleri igin ayri
ayr1 yiiklenmistir. Yiikleme isleminden sonra 96’lik plaka Light Cycler 480 RT-PZR
cihazina yerlestirilip 6rneklerin niceliksel Ol¢iim miktarlart belirlenmistir. Sonugclar
‘Advenced Relative Quantification” programi (Software Release 1.5.0 SP4 version
1.5.0.39) kullanilarak, ti¢ farkli LPS verilen THP-1 hiicrelerinde Diklofenak Sodyum ve

Selonsertib’in belirlenen genler iizerindeki ekspresyon etkileri karsilastirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in THP-1 Hiicresinde SitotoksikEtkilerinin
WST-1 Yontemi ile Degerlendirilmesi

Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in IC50 konsantrasyonunu belirleyebilmek igin
oncelikle THP-1 hiicrelerinin 96°lik kiiltiir plakalarina her kuyucukta 5x10° hiicre
olacak sekilde ekimi yapilmistir. THP-1 hiicresi slispanse hiicre hatt1 oldugundan dolay1
ilaglar ayn1 giin i¢inde verilmistir. EKim sonunda Diklofenak Sodyum ve Selonsertib
i¢in belirlenen konsantrasyonlar, 1,56-800 uM arasindadir. Verilen bu konsantrasyonlar
sonunda plakalar24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda Diklofenak Sodyum
ve Selonsertib’in THP-1 hiicrelerinde 1C50 konsantrasyonunu belirleyebilmek igin
WST-1 boyasi verilerek (20 ul) 3 saatlik inkiibasyona birakildi. 1,56-800 uM ve
kontrol, DMSO konsantrasyonlart 420 nm dalga boyunda ELISA cihazinda
okunmustur. Cikan degerler Microsoft Office Excel programina aktarilip ilaglarin en
etkili oldugu konsantrasyonlar1 bulabilmek icin GraphPad Software programi

yardimuiyla ihtiya¢ duyulacak IC50 diizeyi hesaplanmustir.

Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in WST-1 yontemiyle belirlenen toksik olmayan

inhibitdr konsantrasyonlar1 yani IC50 degerleri 3 ayr1 zamanda 3’er tekrarli olacak

sekilde yapilmistir (Sekil 5.1.1) (Sekil 5.1.2).

Deney sonucunda IC50 konsantrasyonlart belirlenen Diklofenak Sodyum’un inhibisyon
konsantrasyonu 32 uM/ml; Selonsertib’in inhibisyon konsantrasyonu 120 pM/ml olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 5.1.1:Diklofenak Sodyum Konsantrasyonlarinmin, THP-1 Hiicre Hattinda WST-1 Yéntemine Gore
Hesaplanan 24. Saatteki % Canliik Degerleri (p< 0,0001, n=8)
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Sekil 5.1.2:Selonsertib Konsantrasyonlarimin, THP-1 Hiicre Hattinda WST-1 Yontemine Gore
Hesaplanan 24. Saatteki % Canliltk Degerleri (p<0,0001, n=8)

Diklofenak Sodyum’un pozitif kontrol olarak kullanildigi, Sima ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢alismada inhibisyon konsantrasyonu 47,04 uM/mL olarak

hesaplanmustir (Sima vd.2014).

THP-1 hiicrelerinin ko-kiiltiir olarak kullanildig1 bir ¢alismada Diklofenak Sodyum ve
cesitli ilaclar verilerek olusturulan bir deney modelinde WST-1 yontemi ile sitotoksisite
deneyi uygulanmistir. Bu deney sonucunda Diklofenak Sodyum igin belirlenen

konsantrasyon 125 uM olarak belirlenmistir (Anne vd., 2017).
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Insan bas ve boyun skuamdz karsinoma hiicre hatlar1 kullanilan bir baska deneyde
Diklofenak Sodyum’un gesitli konsantrasyonlar verilerek WST-1 yontemi ile canlilik
diizeyleri belirlenmistir. Diklofenak Sodyum i¢in belirlenen konsantrasyonlar, 0.87-224
pg/ arasindadir. 38 pg/mL  konsantrasyonu belirlenen IC50 diizeyini olusturmakla
birlikte en diisiik doz olan 2.7 uM Diklofenak Sodyum, kullanilan hiicre hattinin
¢ogalmasina da sebep olmustur (Olga vd., 2016).

Diklofenak Sodyum’un prostat kanseri iizerine anti-kanser etkisinin aragtirilmasi igin
yapilan bir calismada sitotoksisite deneyleri yapilmistir. Diklofenak Sodyum igin
belirlenen konsantrasyonlar, 0-1000 uM arasinda berlenen araliktadir. Diklofenak
Sodyum’un IC50 dozlari, iki farkli inhibitor kullanilarak (LNCaP-Neo ve LNCap-COX-
2) sirastyla 42.2 uM ve 91.6 uM olarak hesaplanmistir (Satoshi vd., 2013).

Diklofenak Sodyum’un tendon hiicreleri iizerinde poliferasyonunun arastirildigi bir
calismada ise Diklofenak Sodyum IC50 konsantrasyonu 6.7 puM dolaylarinda
kullanilmistir (Maritha vd., 2013).

ASK-1 inhibitorii olan Selonsertib’in literatiir taramast sonucu WST-1 yontemi ile
sitotoksisite deneyi bulgularina rastlanmamakla birlikte Selonsertib’in daha ¢ok nan-

alkolik etkisi lizerine durulmustur.

5.2. Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in Farklh Mikrobiyal Kaynakh
Lipopolisakkaritlerle Uyarilmis THP-1 Hiicrelerinde Immiin Yamtlarimin Akis
Sitometri Yontemi ile Degerlendirilmesi

3 farkli deney grubu kurulmustur. 6 kuyucuklu plakalara 1x10° THP-1 hiicresi

ekilmistir.

1. grup; Kontrol grubu, yalmizca E.coli LPS (100 ng/mL), P.aerouginosa LPS
(10ng/mL) ve S.enteridis LPS (10ng/mL) verilmistir. 4 saat etiivde inkiibe edilmistir.
IL-1P seviyeleri flow sitometride 6lglilmiistiir (Sekil 5.2.1).

2. grup; 6’11 plakada bulunan THP-1 hiicreleri ise; 6ncelikle E.coli LPS, P.aerouginosa
LPS ve S.enteridis LPS 4 saat stimiile edilmistir. Daha sonra Diklofenak Sodyum IC50
konsantrasyonunda (32 uM) uygulanmis ve IL-1p seviyeleri flow sitometride
Ol¢tilmiistiir (Sekil 5.2.1) (Tablo 5.2.1).
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3. grup; 6’1 plakada bulunan THP-1 hiicreleri ise; 6ncelikle E.coli LPS, P.aerouginosa
LPS ve S.enteridis LPS 4 saat stimiile edilmistir. Daha sonra Selonsertib 1C50

konsantrasyonunda (120 puM) uygulanmis ve IL-1B seviyeleri flow sitometride
Olctilmistiir (Sekil 5.2.2) (Tablo 5.2.2).
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Tablo 5.2.1: Diklofenak Sodyum IL-18 Sonuglar

IL-1 (-) % IL-1B (+) %
E.coliLPS 59,5 36,7
E.coli Diklofenak Sodyum 73,6 12,1
P.aerouginosal PS 57,4 38,3
P.aerouginosaDiklofenak Sodyum 88,0 5,6
S. enteridisLPS 61,8 34,8
S. enteridis Diklofenak Sodyum 83,2 7,1

THP-1 hiicreleri 100 ng/mL E.coli LPS ile uyarildiktan sonra IL-1B %36.7 olarak
bulunmus, Diklofenak Sodyum uygulanmasindan sonra ise bu degerin %12.1’e diistiigii
goriilmistiir. 10 ng/mL P.aeroginosa LPS ile uyarilan THP-1 hiicrelerinde I1L-1f %38,3
iken, Diklofenak Sodyum uygulanmasindan sonra %5.6 bulunmustur. Yine ayni
metodla 10 ng/mL S.enteridis LPS ile stimiile edilen THP-1 hiicrelerinde IL-1f %34.8
iken, Diklofenak Sodyum uygulamasindan sonra ise; %7.1’¢ geriledigi flow sitometride
tespit edilmistir. Oransal bir degerlendirme yapildiginda; Diklofenak Sodyum E.coli
LPS uygulamasindan sonra yaklasik 3.1 kat, P. aeroginosa LPS uygulamasindan sonra
6.8 kat ve S.enteridis LPS uygulamasindan sonra ise; 4.9 kat IL-1p seviyesi iizerinde bir
inhibisyon saglamistir. Elde edilen bulgulara gore; P.aeroginosa kaynakli

stimiilasyonda Diklofenak Sodyumun daha etkili oldugu bulunmustur.

Tablo 5.2.2: Selonsertib IL-15 Sonuglar

IL-1B (-) % IL-1B (+) %
E.coliLPS 59,5 36,7
E.coliSelonsertib 73,0 1,7
P.aerouginosalLPS 57,4 38,3
P.aerouginosaSelonsertib 68,0 1,2
S. enteridisLPS 61,8 34,8
S.enteridis Selonsertib 65,1 2,0

THP-1 hiicreleri 100 ng/mL E.coli LPS uyarildiktan sonra IL-1p %36,7 olarak
bulunmus, Selonsertib uygulamasindan sonra ise bu deger 1.7°e diistligli goriilmuistiir.
10 ng/mL P.aeroginosa LPS le uyarilan THP-1 hiicrelerinde IL-1p %38,3 iken,
Selonsertib uygulamasindan sonra 1.2 bulunmustur. Yine ayni metodla 10 ng/mL
S.enteridis LPS ile stimiile edilen THP-1 hiicrelerinde IL-1B %34,8 iken, Selonsertib
uygulamasindan sonra ise; %2,0 olarak flow sitometride tespit edilmistir. Oransal olarak
degerlendirildiginde; Selonsertib E.coli LPS uygulamasindan sonra yaklasik 21.5 kat,
P.aeroginosa LPS wuygulandiktan sonra sonra 31.9 kat ve S.enteridis LPS
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uygulamasindan sonra ise 16.5 kat IL-1 seviyesi lizerinde bir inhibisyon saglanmaistir.
Ve bu bulgulara gore; P.aeroginosa kaynakli stimiilasyonda Selonsertib’in daha etkili
oldugu bulunmustur. Ancak Diklofenak Sodyum’a gore; Selonsertib IL-1f {izerinde

daha 6nemli bir inhibisyon saglamistir.

E.coli LPS kullanilarak stimiilasyon saglanan dentritik hiicrelerde Diklofenak
Sodyum’un kullanildig1 flow sitometri analizi sonrast IL-1p ve TNF-o diizeylerinde

oldukc¢a 6nemli bir azalma gézlenmistir (Suzhao vd. 2015)

Bir baska calismada ise, LPS ile stimiile edilip bagka bir anti imflamatuvar ajana maruz
birakilan yetigkin monosit hiicrelerin flow sitometri analizi sonrasinda, TNF-a
ifadesinde azalmalar meydana gelirken, IL-1B seviyesi higbir anlamlidegisme
olmamistir (Kirstenvd. 2016).

Amy vd.’nim yaptig1 bir ¢caligmada serviks kanseri iizerine ve farkli inflamatuvar ilaglar
kullanilarak sitokinlerin seviyeleri flow sitometride ol¢iilmiistiir. Ve IL-1p seviyesinde

azalma meydana gelmistir (Amy vd. 2015).

LPS enjekte edilerek endotoksemi olusturulmus ratlarda Diklofenak Sodyum’un
antiinflamatuvar  etkinligi ile ilgili bir c¢alismada, Diklofenak Sodyum’un
gastrointestinal toksisiteyi, glinliikk dozlarda uygulanarak 3 giin boyunca engelledigi
bildirilmistir. Aymi ¢alismada, Diklofenak Sodyum’un LPS uygulamasi sonrast TNF-a
artisin1 engelledigi, serum IL-10 konsantrasyonunu potansiyalize ettigi, iNOS enzim
aktivitesini ve plazma IL-1p diizeyini azalttig1 bildirilmistir (Li vd., 2007).

Dogan vd.’nin yaptig1 caligmada nimesulid ve Diklofenak Sodyum’un ratlarda TNF-a
artigini engelledigi belirtilmistir (Dogan vd., 2002).

Bu ve bunun gibi makaleler ¢aligmamizi desteklemistir ve IL-1B’nin azalmasini

aciklamustir.

5.3. Real Time PZR ile mRNA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

mRNA izolasyonu i¢in, Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in inhibisyon
konsantrasyonlar1 verilen LPS’ler sonrast THP-1 hiicrelerine uygulanmistir. Ve hiicreler
sadece LPS verilen THP-1 hiicreleri disinda 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 4
saatlik stimiilasyon sonrasi THP-1 hiicrelerine verilen 3 farkli LPS’nin RNA izolasyonu

yapilmustir. Her bir RNA 6rneginin saflig1 ve miktar1 nanodrop cihazinda belirlenmis ve
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cDNA sentezi i¢in 100 ngRNA kullanilmistir. Elde edilen cDNA’larin Light Cycler 480
de PZR analizleriyapilmistir.

Tablo 5.3.1: RT-PZR mRNA Ekspresyon Sonuglart

TNF-a IL-1B ASK-1 AKTIN-B
THP-1 Kontrol 1,000 1,000 1,000 | Referans Gen
E.coli LPS 4,916 71,26 3,496 | Referans Gen
P.aeruginosa LPS 2,220 5,492 0,835 | Referans Gen
S.enteridis LPS 3,398 26,60 0,557 | Referans Gen
E.coli LPS+Diklofenak Sodyum 1,600 148,3 -7,47 Referans Gen
P.aeruginosa LPS+Diklofenak Sodyum 0,175 2,402 0,260 | Referans Gen
S.enteridisLPS+Diklofenak Sodyum 0,652 90,97 0,264 | Referans Gen
E.coli LPS+Selonsertib 4,364 257,1 0,493 | Referans Gen
P.aeruginosa LPS+Selonsertib 1,605 38,94 0,111 | Referans Gen
S.enteridis LPS+Selonsertib 2,061 195,7 1,985 | Referans Gen

5.3.1. TNF-a Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

RT-PZR sonuglarina gore; 4 saatlik LPS uyarist sonucu kontrole goére sirasiyla; E.coli
LPS verilen THP-1 hiicrelerinde TNF-o’nin gen ekspresyon seviyesinde 4.9 kat,
P.aeroginosa LPS’ de 2.2 kat ve S.enteridis LPS uyariminda sonra ise; 3.3 kat artis
goriilmistiir. (Tablo 5.3.1) (Sekil 5.3.1).

24 saatlik Diklofenak Sodyum ile inkiibasyondan sonra ise TNF-a; E.coli LPS verilen
THP-1 hiicrelerinde TNF-o’nin gen ekspresyon seviyesi E.coli LPS kontrole gore 3 kat,
P. aeroginosa LPS kontrole gore 12.9 kat ve S.enteridis LPS kontroliine gore 5.5 kat
azalmigtir (Tablo 5.3.1) (Sekil 5.3.1).

24 saatlik Selonsertib ile inkiibasyondan sonra ise TNF-a; E.coli LPS verilen THP-1
hiicrelerinde TNF-o’nin gen ekspresyon seviyesi E.coli LPS kontrole gore 1.1 kat, P.
aeroginosa LPS kontrole gore 1.3 kat ve S.enteridis LPS kontroliine gore 1.6 kat
azalmigtir (Tablo 5.3.1) (Sekil 5.3.1).

mRNA seviyeleri agisindan degerlendirildiginde; Diklofenak Sodyum’un, Selonsertib’e
gore TNF-a gen ekspresyonu agisindan daha iyi inhibisyon yaptigi bulunmustur (Sekil
5.3.2).

MRNA seviyeleri LPS’lerin kendi aralarindaki degerlendirmeleri sonucunda TNF-a gen
diizeyinde, P. aeroginosa LPS ve Diklofenak Sodyum uygulamasi ile 12 kat azaldigi, ve

diger gruplara gore daha iyi bir inhibisyon yaptig1 goriilmistiir.
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5.3.2. IL-1B Sonuclarinin Degerlendirilmesi

RT-PZR sonuglaria gore; 4 saatlik LPS stimiilasyonu sonucu kontrole gore sirasiyla;
E.coli LPS verilen THP-1 hiicrelerinde IL-1p’nin gen ekspresyon seviyesinde 71.2 Kat,
P.aeroginosa LPS’de 5.4 kat ve S.enteridis LPS stimiilasyonu sonrasinda ise; 26.6 kat
artig goriilmustiir (Tablo 5.3.1) (Sekil 5.3.2.1).

24 saatlik Diklofenak Sodyum ile inkiibasyondan sonra ise IL-1B; E.coli LPS verilen
THP-1 hiicrelerinde IL-1B’nin gen ekspresyon seviyesi 2.08 kat artmistir. P.aeroginosa
LPS kontrole gore 2.28 kat azalmis ve S.enteridis LPS kontrole gore 3.41 kat artmustir.
24 saatlik Selonsertib ile inkiibasyondan sonra ise IL-1B; E.coli LPS verilen THP-1
hiicrelerinde IL-1B’nin gen ekspresyon seviyesi 3.6 kat artmustir. P.aeroginosa LPS
kontrole gore 7 kat ve S.enteridis LPS kontrole gore 7.3 kat artmistir (Tablo 5.3.1)
(Sekil 5.3.2.1).

mRNA seviyeleri a¢isindan degerlendirildiginde; Diklofenak Sodyum’un, Selonsertib’e
gore IL-1B gen ekspresyonu acisindan daha iyi inhibisyon yaptigi bulunmustur.
Selonsertib’in ise Diklofenak Sodyum gibi antiinflamatuvar bir etki yerine,
proinflamatuvar bir etki yaptig1 gdzlenmistir.

MRNA seviyeleri LPS’lerin kendi aralarindaki degerlendirmeleri sonucunda IL-1f3 gen
diizeyinde, P. aeroginosa LPS ve Diklofenak Sodyum uygulamasi ile 2,28 kat azaldigi,
ve diger gruplara gore daha iyi bir inhibisyon yaptig1 goriilmiistiir (Sekil 5.3.2.2).
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5.3.3. ASK-1 Sonuglarinin Degerlendirilmesi

RT-PZR sonuglaria gore; 4 saatlik LPS stimiilasyonu sonucu kontrole gore sirasiyla;
E.coli LPS verilen THP-1 hiicrelerinde ASK-1’in gen ekspresyon seviyesinde 3.4 kat,
P.aeroginosa LPS’de 0.8 kat ve S.enteridis LPS stimiilasyonu sonrasinda ise; 0.5 kat
artig goriilmustiir (Tablo 5.3.1) (Sekil 5.3.3.1).

24 saatlik Diklofenak Sodyum ile inkiibasyondan sonra ise ASK-1; E.coli LPS verilen
THP-1 hiicrelerinde ASK-1’in gen ekspresyon seviyesi 3.98 kat, P.aeroginosa LPS
kontrole gore 3.21 kat ve S.enteridis LPS kontrole gore 2.14 kat azalmustir.

24 saatlik Selonsertib ile inkiibasyondan sonra ise ASK-1; E.coli LPS verilen THP-1
hiicrelerinde ASK-1’in gen ekspresyon seviyesi 7.12 kat, P.aeroginosa LPS kontrole
gore 7.5 kat azalmistir. Ve S.enteridis LPS kontrole gore 0.28 kat artmistir (Tablo 5.3.1)
(Sekil 5.3.3.1).

mRNAseviyeleri LPS’lerin kendi aralarindaki degerlendirmeleri sonucunda ASK-1 gen
diizeyinde, P.aeroginosa ve Selonsertib uygulamasi ile diger gruplara gére daha iyi bir
inhibisyon yaptig1 goriilmiistiir.

mRNA seviyeleri acisindan degerlendirildiginde; Selonsertib’in Diklofenak Sodyum’a
gore ASK-1 gen ekspresyonu acisindan daha iyi inhibisyon yaptig1r bulunmustur. Faz Il
ilag arastirmalarinda ASK-1 inhibitorii olarak kullanildigi bildirilen Selonsertib’in,

bizim deney bulgularimiz tarafindan da desteklendigi ortaya konmustur (Sekil 5.3.3.2).
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Jay vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada Selonsertib yerine MEAI (Methanolic Extract
of Azadirachta indica) kullanilan ve pozitif kontrol olarak Diklofenak Sodyum
kullanilan ¢aligmada proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-o’min kullanilan diger
proinflamatuvar ajanlara gore gen diizeyinde daha fazla etkisi oldugu goriilmiistiir

(Jayvd. 2017).

Ila ve arkadaslarmin yaptigi bir c¢alismada ise; farkli LPS’lerle uyarilmus THP-1
hiicrelerinde IL-1B ve TNF-a sitokin diizeylerinin arttirilmasinda non-steroid ajanlar
yerine saflastirilmis peptit dizileri kullanilarak bu sitokinlerin arttigi bulunmustur

(Ilavd. 2016).

Bonaterra ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada LPS ile uyarilmis THP-1 hiicrelerinde
STW (Proaktiv®) ajanmnin antiinflamatuvar etkilerin arastirilmis ve Diklofenak
Sodyum’un da deneylerde kullanildigi bu calismada STW’nin IL-1 ve TNF-a gibi

sitokinleri uyardigi aragtirilmistir (Bonaterra vd. 2010).

Kirsten vd.’nin yaptig1 bir ¢alismada farkli bir hiicre hattinin 100 ng E.coli LPS ile
stimiilasyonu sonucunda IL-1B, TNF-a ve IL-8 mRNA ekspresyonu anlamli bir
diizeyde artmustir (Kirsten vd., 2015).

Jozsef vd.’nin yaptig1 bir ¢alismada fibroblast hiicreleri tizerinde yapilan ¢esitli genlerin
ifadesinin 6l¢iildiigii ko-kiiltiir deneyinde IL-1p, IL-6, COX-2 gibi genler kullanilmistir.
COX-2 ve IL-6 anlamli bir ifade olustururken IL-1f upregiile olmustur (Jozsefvd.,
2011).

Bu tez kapsaminda Diklofenak Sodyum’un 6nemli bir ASK-1 inhibitérii olarak gorev
aldig1 ortaya konulmakta olup c¢aligmada anlasilacagi gibi IL-1p bazi ¢aligmalarda
upregiile olarak viicutta stimiilasyona karsi sitokin iireterek mRNA diizeyinin artmasini
saglamistir. Farkli mikrobiyal kaynakli LPS uyarisina karsi, 6zellikle flow sitometride
hiicre i¢i sitokin olarak 6lgiilen IL-1f seviyesinde Selonsertib’in dnemli bir inhibisyon
yaptig1r goriilmiistiir. Ancak bu etki mRNA diizeyinde gen ekspresyon caligmasinda
hedef gene gore bir oranlama yapildiginda goériilmemistir. Bunun nedeninin, hiicre i¢i
sitokinlerin gen diizeyinde yeterince fosforillenmemesinden kaynaklanan bir sonug
oldugu disiiniilmektedir. ASK-1'in katalitik kinaz alanina hedefler baglanir, boylece

fosforilasyonunu ve aktivasyonunu onler. Bu, c-Jun N-terminal kinazlar (JNK'ler) ve
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p38 mitojenle aktive olan protein kinaz (p38 MAPK) gibi asagi akim kinazlarin
fosforilasyonunu o6nler. ASK-1 inhibitorii olarak Faz II c¢alismalar1 siirdiiriilen
Selonsertib’in, THP-1 hiicreleriyle olusturulan inflamasyon hiicre kiiltlirii modelinde
proinflamatuvar/antiinflamatuvar etkilerinin arastirildigi bu tez, literatiire farkli bir

bakis acis1 getirmis ve 6nemli bir katkr saglamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Selonsertib (GS-4997), faz II deney ¢alismalari devam eden giiglii bir antiiflamatuar,
antinoplastik ve anti-fibrotik aktivitesi olan apoptoz sinyal diizenleyici kinaz olan ASK-
1 inhibitéridiir. Bu ¢alismada Selonsertib’in fenilasetik asit tlirevi, non steroid anti
inflamatuvar bir ila¢ olan Diklofenak Sodyum ile antiinflamatuvar etkilerinin insan
monosit hiicresi olan THP-1 hiicre hatt1 tizerine etkileri karsilagtirilmistir. Bu ¢alisma
Selonsertib’in  THP-1 hiicrelerinde kullanilan c¢esitli LPS’ler etkisiyle oOnce bir
stimiilasyon olusturup daha sonra Selonsertib’in anti inflamatuvar etkisinin arastirilmast
acisindan 6zgiin bir deger tasimaktadir. Selonsertib’in dzellikle NSAID ilaglarla kombin
kullanimlarda 6nemli etkilerinin olabilecegi, sadece ASK-1 inhibitorii olarak kullanimi
yanisira, farkli biyolojik aktiviteler agisindanda degerlendirilmesi gereken 6nemli bir
ajan oldugunu bu tez c¢alismas1 kapsaminda ortaya koyulmustur. Selonsertib’in
literatlirdeki bilinen ve caligilan etkilerine dnemli bir katki saglayan bu tez, amaci ve
bulgular1 dogrultusunda énemli sonuglar elde etmistir. /n vitro deneylerle immiin sistem

tizerinde etkileri arastirilan Selonsertib’in in vivo deneylerle desteklenmesi 6nerilebilir.
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