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ÖZET 
 

MONOSODYUM ÜRAT KRİSTALLERİ İLE İNDÜKLENEN İNFLAMASYON  

KO-KÜLTÜR MODELİNDE, ENDOTEL HÜCRELERİ ÜZERİNDE 

BORTEZOMİBİN ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Ayşe ÜNLÜ KÖSE 

Farmakoloji Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Lisansüstü Eğitim Enstitüsü, Ocak 2024 

Danışman: Prof. Dr. Miriş DİKMEN 

 

 Gut, monosodyum ürat (MSU) kristallerinin eklem ve çevresindeki yapılar içinde 

birikmesine yanıt olarak inflamasyon ile karakterize olan metabolik bir hastalıktır.  

 Tez çalışmasında NF-κB inhibitörlerinden bortezomibin MSU kristalleri ile 

indüklenen inflamatuar yanıt üzerindeki etkisi incelenmiştir. HUVEC ve THP-1 hücreleri 

kullanılarak in vitro gut ko-kültür modeli oluşturularak bortezomibin endotel 

hücrelerindeki hücre proliferasyonu ve migrasyonuna etkisi, apoptotik etkisi ve 

inflamasyondaki etkisi araştırılmıştır. Bortezomib ve MSU’nun, hücre canlılığına etkileri 

THP-1 ve HUVEC hücrelerinde MTT yöntemi ile gerçek zamanlı analiz sisteminde de 

ko-kültür ortamında HUVEC hücre proliferasyonuna etkileri araştırılmıştır. 

Bortezomibin endotel hücrelerindeki migrasyona etkisi gerçek zamanlı analiz sistemi ve 

çizik deneyi ile belirlenmiştir. Ko-kültür inflamasyon ortamında, bortezomibin HUVEC 

hücrelerinde apoptotik etkisi, kaspaz-3 aktivitesi ve mitokondriyal membran bütünlüğü 

ile NLRP3 inflamazomla da ilişkili TNF-α ve IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 sitokin miktarları 

akış sitometrisinde analiz edilmiştir.  

 Sonuç olarak bortezomibin MSU kaynaklı inflamasyonda konsantrasyona bağlı 

olarak antiinflamatuar etkileri belirlenmiştir. HUVEC hücre proliferasyonunun 

bortezomib konsantrasyon artışına bağlı olarak azaldığı görülmüş ve 24. saatteki IC50 

değeri 0.127µM olarak hesaplanmıştır. Bortezomib in vitro gut modelinde apoptotik 

etkiyi ve kaspaz 3 aktivasyonunu artırmıştır. Özellikle bortezomib konsantrasyonuna 

bağlı olarak TNF-α, IL- 6, IL-8 düzeylerinde azalma ve IL-10’da artış görülmüştür. Elde 

edilen sonuçlar ışığında gut gibi inflamatuar hastalıkların tedavisinde bortezomibin 

terapötik bir madde olarak potansiyel kullanımının literatüre ön veriler kazandıracağını 

ve klinik ilaç tedavisinde alternatif bir bakış açısı sağlayacağını düşünmekteyiz. 

Anahtar Sözcükler: Bortezomib, HUVEC, THP-1, MSU, İnflamasyon. 
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ABSTRACT 
 
INVESTIGATION OF THE BORTEZOMIB EFFECTS ON ENDOTHELIAL CELLS 

IN THE INFLAMMATORY CO-CULTURE MODEL INDUCED BY 

MONOSODIUM URATE CRYSTALS 
 
 

Ayşe ÜNLÜ KÖSE 

Department of Pharmacology 

Anadolu University, Institution of Graduate School, January, 2024 

Supervisor: Prof. Dr. Miriş DİKMEN 

 
 Gout is a metabolic disease characterised by inflammation in response to the 

deposition of monosodium urate (MSU) crystals in joints and surrounding structures.  

 In this thesis, the effect of bortezomib, one of the NF-κB inhibitors, on the 

inflammatory response induced by MSU crystals was investigated. The effect of 

bortezomib on cell proliferation and migration, apoptotic effect and effect on 

inflammation in endothelial cells was investigated by creating an in vitro gout co-culture 

model using HUVEC and THP-1 cells. The effects of bortezomib and MSU on cell 

viability were investigated by MTT method in THP-1 and HUVEC cells and the effect in 

HUVEC cell proliferation in co-culture medium in real-time analysis system. The 

migration effect of bortezomib on endothelial cells was determined by real-time analysis 

system and scratch assay. In co-culture inflammation medium, the apoptotic effect of 

bortezomib on HUVEC cells, caspase-3 activity and mitochondrial membrane integrity, 

and the amounts of NLRP3 inflammasome-associated TNF-α and IL-1β, IL-6, IL-8, IL-

10 cytokines were analyzed by flow cytometry.  

 As a result, concentration-dependent anti-inflammatory effects of bortezomib were 

determined in MSU-induced inflammation. It was observed that HUVEC cell 

proliferation decreased depending on the bortezomib concentration increase and IC50 

value at 24th hour was calculated as 0.127µM. Bortezomib increased apoptotic effect and 

caspase-3 activation in vitro gout model. In particular, TNF-α, IL-6, IL-8 levels decreased 

and IL-10 level increased depending on the concentration of bortezomib. In the light of 

the results obtained, we think that the potential use of bortezomib as a therapeutic agent 

in the treatment of inflammatory diseases such as gout will provide preliminary data to 

the literature and provide an alternative perspective in clinical drug therapy. 

Keywords: Bortezomib, HUVEC, THP-1, MSU, Inflammation. 
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GİRİŞ 
 

Gut hastalığı uzun süreli hiperüriseminin sonucu olarak eklem ve dokularda 

monosodyum ürat (MSU) kristallerinin birikimi sonucu ortaya çıkan, akut artrit atakları 

ile karakterize inflamatuar bir hastalıktır (Johnson ve Rideout, 2004). Gut hastalığının 

sıklığı toplumun yaşlanması ve hareketsiz yaşam tarzının artması ile birlikte artmaktadır 

(Kuo vd., 2015). MSU kristallerinin eklem ve eklem dışı yapılar içinde birikmesinden 

kaynaklanan, eklem şişmesi, kızarıklık ve ağrı gibi klinik belirtileri olan bir metabolik 

bozukluk olarak da tanımlanır (Liu vd., 2023). 

Ürik asit, nükleotid ve adenozin trifosfat metabolizması sırasında üretilir ve 

insanlarda ürikaz mutasyonunda pürin metabolizmasının bir son ürünüdür. Ürik asidin, 

NLR ailesi pirin alanı içeren protein 3 (NLRP3) inflamasom aktivasyonunun önemli bir 

sinyali olduğu bildirilmektedir. Son çalışmalar, ürik asidin doğuştan gelen immün yanıtı 

harekete geçirdiğini ve inflamasyona karşı edinilmiş immün reaksiyonun inflamatuar 

hücrelerini topladığını ortaya koymuştur. MSU kristalleri, makrofajlarda ve 

monositlerde; İnterlökin-1β (IL-1β), İnterlökin-6 (IL-6), İnterlökin-8 (IL-8), İnterlökin-

18 (IL-18) ve TNF-α dahil olmak üzere çeşitli sitokinlerin ve kemokinlerin artmış 

ekspresyonunu indükler. Bunlardan IL-1β, MSU kristalinin neden olduğu iltihaplanma 

tepkisinin teşvik edilmesinde yer alan kritik bir sitokindir. Son çalışmalar, ürik asit ile 

reaktif oksijen türleri (ROS) oluşumunun inflamazom aktivasyonuna katkıda 

bulunduğunu ve bunun da IL-1β'nın olgunlaşmasına ve salgılanmasına yol açtığını 

göstermiştir (Yin vd., 2019, Luo vd., 2016, Chung vd., 2016, Kim vd., 2016, Pope ve 

Tschopp 2007). 

İnflamazomlar, toksinler veya nanopartiküller gibi çevresel ajanların ve ayrıca 

monosodyum ürat, adenozin trifosfat (ATP) ve amiloid-β gibi endojen tehlike 

sinyallerinin aracılık ettiği steril saldırılara anormal yanıtları sınırlandırmanın yanı sıra, 

mikrobiyal patojenlere karşı konakçı yanıtının anahtar düzenleyicileridir.  NLRP3 

inflamasom, şu anda en iyi karakterize edilen inflamasomdur ve NOD-benzeri reseptörler 

(NLR) familyasına ait kompleksteki NLRP3 proteininden dolayı adlandırılır ve aynı 

zamanda NALP3, CIASI veya pyrin alanı içeren protein 3 olarak da adlandırılır. NLR 

ailesi, pirin alanı içeren 3 (NLRP3) inflamasom, NLRP3 reseptör proteini, apoptozla 

ilişkili benek benzeri protein (ASC) ve proteaz kaspaz-1'i içeren bir multiplrotein 

kompleksidir. NLRP3 inflamazom aktivasyonu, İnterlökin-1β (IL-1β) ve İnterlökin-18 

(IL-18)’in proformlarını olgun formlarına ayıran aktif kaspaz-1 ile sonuçlanır.  NLRP3 
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inflamasomunun aktivasyonu, istilacı mikrobiyal patojenleri ortadan kaldırmak için IL-

1β ve IL-18 proinflamatuar sitokinlerin salgılanması yoluyla inflamasyonu indükler 

(Zahid vd., 2019, Caseley vd., 2020, Yin vd., 2019).  

   İnterlökin-1 (IL-1) sitokin ailesinin bir üyesi olan IL-1β, kaspaz 1 tarafından 

aktive edilebilir, bu nedenle NLRP3 inflamasomunun aktivasyonu, IL-1β'nın 

olgunlaşması ve salgılanması için çok önemlidir. IL-1β, birincil olarak 

monositler/makrofajlar tarafından üretilen ve proliferasyon, aktivasyon ve farklılaşma 

gibi çeşitli immünolojik fonksiyonlarda ve ayrıca ek inflamatuar hücrelerin alımında yer 

alan güçlü, çok işlevli bir proinflamatuar sitokindir. IL-1β ve tümör nekroz faktörü-α 

(TNF-α), bağışıklık tepkisi, iltihaplanma, doku onarımı ve tümör ilerlemesine aracılık 

eden önemli proinflamatuar sitokinlerdir. IL-1β ve TNF-α ifadesinin düzenlenmesine, 

transkripsiyon faktörü Nükleer faktör-kappa B (NF-κB) tarafından transkripsiyon 

seviyesinde aracılık edilir. Sitokinler; enfeksiyon, inflamasyon, sepsis ve kansere karşı 

konakçı yanıtlarını düzenlemede önemli immünomodülasyon ajanlarıdır. Bu 

proinflamatuar sitokinlerin kalıcı üretimi, ciddi doku tahribatına ve sonunda organ 

yetmezliğine neden olabilir (Chung vd., 2016, Zhang vd., 2014, Luo vd., 2016).     

   Makrofajlar, hem doğuştan gelen hem de adaptif inflamatuar tepkilerde ana 

oyunculardır. İnflamatuar yanıtın uzun süreli aktivasyonunun, arteriyoskleroz, sepsis, 

obezite, diyabet, çeşitli karaciğer hastalıkları, inflamatuar bağırsak hastalığı, otoimmün 

hastalıkları, alerji ve kanser gibi çok çeşitli kronik insan hastalıklarına katkıda bulunduğu 

iyi bilinmektedir. Geleneksel steroidal antiinflamatuar ilaçlar (SAID'ler) ve nonsteroidal 

antiinflamatuar ilaçlar (NSAID'ler), akut inflamatuar bozuklukları tedavi etmek için 

yaygın olarak kullanılanlardır. Ancak bu konvansiyonel ilaçlar, ciddi yan etkileri 

nedeniyle kronik inflamatuar hastalıkların tedavisinde başarılı olamamıştır. Daha yüksek 

potansiyele ve daha düşük toksisiteye sahip yeni antiinflamatuar ilaçların geliştirilmesi 

ihtiyacı, çeşitli karmaşık inflamatuar hastalıklarla mücadele için acildir (Chung vd., 2016, 

Zhang vd., 2014, Singh vd., 2019).  

Son on yıldır, NLRP3 inflamazom aktivasyon mekanizmasının aydınlatılması için 

yoğun araştırmalar sürdürülmekte ve çok önemli bilgiler elde edilmektedir. NLRP3 

inflamazomu, neredeyse her türlü tehlike sinyalini tanıma özelliğine sahip olmasıyla öne 

çıkan ve günümüze kadar en fazla araştırılan inflamazomdur. (Chung vd., 2016). Bununla 

birlikte, aktivasyon mekanizması henüz tam olarak ortaya çıkarılamamıştır (Şaker, 2022). 

Anormal NLRP3 inflamasom aktivasyonu, birçok hastalığın, özellikle yaşla ilişkili 

https://www.researchgate.net/profile/Anil-Singh-22
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rahatsızlıkların, örneğin çeşitli metabolik sendromların ve gut, ateroskleroz, Alzheimer 

hastalığı ve tip II diyabet dahil olmak üzere metabolik bozuklukların gelişimi; Crohn 

hastalığı, inflamatuar bağırsak hastalığı, ülseratif kolit ve kolon kanseri, meme kanseri, 

melanom, hepatit C virüsü ile ilişkili hepatoselüler karsinom ve gastrointestinal kanserler 

gibi çeşitli kanserler ile bağlantılıdır (Zahid vd., 2019, Caseley vd., 2020). NLRP3 

kaynaklı piroptoz ve IL-1β ile interlökin-18 (IL-18) salgılanması çeşitli hastalıklarla 

bağlantılıdır. NLRP3 inflamasom aktivasyonunun piroptoza ne ölçüde katkıda bulunduğu 

hala belirsizdir, ancak NLRP3 aktivasyonu, hayati organlarda ciddi hasara neden olabilen 

piroptoz ile sonuçlanır. Çok sayıda çalışma, inflamasyonun ateroskleroz, diyabet, sepsis, 

çeşitli karaciğer hastalıkları ve diğer metabolik hastalıklar için önemli bir risk faktörü 

olduğunu göstermiştir (Zahid vd., 2019, Zhang vd., 2014). MSU kristalleri gibi steril 

partiküllerin monositlerde/makrofajlarda inflamatuar indükleyiciler olarak iyi bilinen 

rolüne rağmen, steril inflamatuar koşullar altında pro-IL-1β sentezinin nasıl 

indüklendiğine dair çok fazla bilgi bulunmamaktadır (Chung vd 2016).  

Endotel hücreleri kan damarlarının iç yüzeyini döşer ve damar duvarıyla dolaşan 

kan arasında ayırıcı bir yüzey oluşturur. İnsan göbek kordonu veninden elde edilen 

endotel hücreleri (HUVEC) iyi bir endotel hücre kaynağıdır. Vasküler patolojilerde 

önemli rollere sahip olan ve vücudun her yerine dağılan damarları içten döşeyen endotel 

hücreleri, önemli fonksiyonlara sahiptir. ROS ve potasyum iyonlarının (K + ) dışa 

akımının aktivasyonu da NLRP3 inflamazomunun aktivasyonuna katılır. Bu nedenle, 

NLRP3 / IL-1β yolu, vasküler endotelyal hücre hasarı ile yakından ilişkili olabilir (Yin 

vd., 2019, Yazır ve Dalçık 2012).  

Bortezomib, klinik çalışmalarda açık arayla en kapsamlı değerlendirilen proteazom 

inhibitörüdür. Proteazom inhibitörü bortezomib tarafından NF-κB aktivitesinin 

inhibisyonu, multipl miyelom ve diğer hematolojik malignitelerde ön tedavi olarak 

kullanılmıştır (Engür Öztürk, 2020). 

Son yıllarda, endotelyal fonksiyon araştırmaları giderek artan şekilde NLRP3 

inflamatuarının düzenleyici rolüne odaklanılmıştır. Bortezomib, endoteldeki 

antiinflamatuar tedavi yaklaşımlarına yeni bir boyut kazandırabilmesi bakımından ilgi 

çekici bir konu niteliğini taşımaktadır. NLRP3 ile ilişkili inflamasyonuna aracılık eden 

ve etkileyen faktörler ile endotel hasarına ilişkili hastalıkların tedavisi için bortezomibin 

antiinflamatuar etkinliği araştırılmaya değer olduğunu düşünmekteyiz. Bortezomibin, 
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inflamasyon mekanizmaları üzerindeki etkisi daha iyi bir şekilde aydınlatılması 

gerekmektedir ve günümüzde bu konuda sınırlı sayıda araştırma bulunmaktadır.  

Çalışmamızda NLRP3 inflamazom oluşumunda proteazom inhibitörlerinden (NF-

κB inhibitörlerinden) bortezomibin endotel hücreleri üzerinde olası antiinflamatuar 

etkisini aydınlatabilmek amacıyla, insan monosit hücrelerinden (THP-1) farklılaşmış 

makrofajlar ile insan umbilikal ven endotel hücreleri (HUVEC) in vitro ko-kültür 

modelleri oluşturularak, bu ko-kültürü modellerinde NLRP3 inflamazom mekanizmaları 

üzerine etkilerinin incelenmesi ve literatüre kazandırılması hedeflenmektedir. 

Bortezomibin, THP-1 ve HUVEC hücre hattında MSU ile oluşturulan proinflamatuar 

sitokinler aracılı NLRP3 inflamasomu ile oluşan inflamasyon üzerindeki ve endoteldeki 

etkilerinin ortaya konması ve de altta yatan potansiyel mekanizmaların aydınlatılması 

açısından önem taşımaktadır. Bu çalışmada elde edilecek sonuçlar ile bortezomibin 

inflamatuar hastalıkların tedavisinde terapötik bir madde olarak potansiyel uygulaması 

için önemli bilimsel katkılar sağlaması ve klinik ilaç tedavisinde yeni bir bakış açısı 

hedeflenmektedir. Böylece erken evrede inflamasyona bağlı oluşabilecek endotel 

hasarları ve hastalıklar için ümit verici olabilmektedir. Bununla beraber MSU 

kristallerinin endotelyal hücreler üzerindeki etkisine ve bortezomibin klinik kullanımına 

dair litertürde yeni bir bakış açısı sağlayacaktır. 
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1. GENEL BİLGİLER 
 

1.1.  Gut Hastalığı  

Gut, çoğunlukla orta yaşlı ve yaşlı erkekler ile menopoz sonrası kadınları etkileyen 

bir metabolik hastalıktır (Choy vd., 2015).  Bütün eklem hastalıklarının %5 ini 

kapsamaktadır. Epidemiyolojik kanıtlar, gelişmiş ülkelerde nüfusun % 1'inin erkeklerde 

ve menopoz sonrası kadınlarda en sık görülen gut artritinden etkilendiğini 

göstermektedir. Gut artriti, hiperürisemili bireylerin eklemlerinde ve bursal dokularında 

monosodyum ürat (MSU) kristalleri şeklinde ürik asit birikimine yanıt olarak ortaya 

çıkan, güçlü iltihaplanmaya ve dayanılmaz ağrıya neden olan iltihaplı bir reaksiyonun 

neden olduğu en ağrılı artrittir. Ürik asit, hücresel hasar üzerine yüksek miktarlarda 

üretilen bir pürin metabolizması katabolitidir. Yaralı hücrelerden salınan ürik asit, ürik 

aside özgü antikorlar tarafından bağlanma üzerine MSU kristalleri oluşturur. 

Monosodyum ürat kristallerinin eklem ve periartiküler boşluklarda kronik birikmesi ve 

bunun yanı sıra kalıcı hiperürisemi durumunda doğuştan gelen bağışıklık sisteminin 

aktivasyonu, gut artritinin temel mekanizmalarıdır (Liu vd., 2023). Monosodyum ürat 

kristallerinin eklem ve eklem dışı yapılar içinde birikmesinden kaynaklanan, eklem 

şişmesi, kızarıklık ve ağrı gibi klinik belirtileri olan bir metabolik bozukluk olarak da 

tanımlanır (Liu vd., 2023). Bu semptomlar, sitokinlerin, kemokinlerin üretimi ve adezyon 

moleküllerinin hücre yüzeyi ekspresyonu tarafından başlatılan ve yayılan bir dizi olaydan 

kaynaklanır. Sağlıksız bir yaşam tarzı yaşayan ve sıklıkla tiyazid diüretik, profilaktik 

aspirin ve alkol tüketen bireylerde görülme sıklığı ve yaygınlığı önemli ölçüde 

artmaktadır (Elliott vd., 2003; Vanltallie T.B., 2010).  

Gut hastalığının patofizyolojik süreci dört ana aşamaya ayrılabilir; asemptomatik 

hiperürisemi, MSU kristallerinin birikimi, akut gut artritinin klinik görünümü ve akut 

ataklar arasındaki interkritik gut (akut gut ataklarına yol açan kristallerin birikimine karşı 

vücudun bağışıklık tepkisiyle kemiğin tofüs erozyonunun ileri aşaması) şeklindedir. Her 

aşamanın süresi bireysel olarak eşlik eden endojen ve ekzojen faktörlere bağlı olarak 

değişir (Limon, 2022; Gu vd., 2023; Peng vd., 2023). 

Asemptomatik hiperürisemi serum ürik asit seviyesinin 6.8 mg/dl nin üzerinde 

olduğu ve klinik olarak gut artritinin olmadığı durumdur. Pürin metabolizmasının bir 

ürünü olan ürik asit (UA), esas olarak bağırsaklar ve böbrekler tarafından atılır. Daha 

sonra, UA düzeyleri doygunluk eşiğinin üzerine çıktığında, kanda iğne benzeri kristaller 
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halinde çökelir. Gut hastalığının patojenik yolu, MSU'nun makrofajlar tarafından 

fagositozunu içerir, bu da alındıktan sonra ikili bir sinyal yolu aracılığıyla interlökin-1β 

(IL-1β) dahil olmak üzere bir dizi inflamatuar sitokinin salınmasını teşvik ederek yoğun 

bir inflamatuar yanıtı tetikler. Geç evrelerde gut taşları ve monosodyum üratın çekirdek 

olduğu kompleks kronik granülasyon dokuları oluşur (Limon, 2022; Gu vd., 2023; Peng 

vd., 2023). 

Akut gut artritinde, ürat kristalleri yaralı dokuda inflamatuar bir süreci başlatır; 

böylece nötrofiller, makrofajlar ve monositler dahil fagositik hücreler sitokinler, 

kemokinler ve interlökinler dahil olmak üzere çeşitli kimyasal aracıların salınmasını 

tetikler (Barros vd., 2021). Serum ürik asit seviyesinin gutun patogeneziyle yakından 

ilişkili olduğu ve MSU kristallerinin aracılık ettiği birçok hücresel ve humoral immün 

aktivasyon mekanizmasının, akut gut atağının anahtar faktörü olduğu 

düşünülmektedir. Akut gutun başlangıcı genellikle 2 hafta içinde doğal olarak hafifler, 

ancak tekrarlayan kronik gut ataklarından sonra bir dizi eklem ve sistemik semptom 

ortaya çıkabilir. Toplumda yaklaşık %5 oranında görülür ve bunların yaklaşık %20- 

25’inde gut hastalığı gelişir (Limon, 2022; Zhao vd., 2023).  

Gut artritinde ara dönem atağın olmadığı dönemdir. Birkaç aydan birkaç yıla kadar 

sürebilir. Hastalık tedavi edilmezse ataklar arası dönem kısalır, atak süresi uzar ve oligo-

poliartiküler ataklar gelişir (Limon, 2022). 

Kronik gut artritinde önemli bulgu tofüs oluşumudur. Tofüslere bağlı eklem 

deformiteleri görülür ve eklem hareket kısıtlılığına yol açabilir.  (Limon, 2022). 

Kristal kaynaklı diğer artropatilerin de gutun yanı sıra aşırı IL-1β üretimine bağlı 

olduğu görülmektedir. Dikkat çekici bir şekilde, tüm bu koşullar, etkilenen dokularda 

nötrofillerin birikmesi ve alevlenen bir inflamatuar hastalık ile karakterize edilir. Örneğin 

'pseudogout', kalsiyum-pirofosfat kristallerinin birikmesiyle tetiklenen inflamatuar bir 

eklem hastalığıdır. Gut hastalığına benzer şekilde eklemlerin içinde ve çevresinde 

hidroksiapatit kristallerinin birikmesi, ki bu tipik olarak kalsifik periartrit olarak kendini 

gösterir, IL-1β salınımını ve inflamasyon nöbetlerini tetikler (Schett vd., 2016). 

Klinik olarak gut ve psödogut, eklemlerde ödem ve eritem ve de buna bağlı olarak 

şiddetli ağrı, intraartiküler ve periartiküler boşluklarda güçlü nötrofil infiltrasyonuyla 

ilişkili durumlar ile alakalıdır. Patojenik kristal aracılı IL-1β olgunlaşmasının inflamazom 

bileşenleri olan NALP3 (NLRP3; NLR ailesi pirin alanı içeren protein 3), ASC ve kaspaz-

1 gerektirdiğine dair bulgulara dayanarak, hem gut hem de psödogut etiyolojik ajanlarının 

https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/interleukin-derivative
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(MSU gibi) inflamazoma bağımlı bir şekilde inflamasyona aracılık ettiği öne 

sürülmektedir (Şekil 1.1) (Choy vd., 2015, Chu vd., 2017). 

 

 

Şekil 1. 1. Gutun patolojik süreçleri ve ana terapötik hedefler (Peng vd., 2023) 

 

Gut hastalığının klinik belirtileri, tedavi edilmediği takdirde hareket kısıtlılığına ve 

etkilenen eklem ve dokularda ileri derecede erozyona yol açarak yaşam kalitesini ciddi 

şekilde etkileyebilen şiddetli ağrıyla birlikte akut, kendi kendini sınırlayan bir artrittir. Eş 

zamanlı olarak şiddetli gut hastalarında kronik böbrek hastalığı veya idrar taşları gibi 

komplikasyonlar görülme eğilimi gösterir ve sonunda böbrek yetmezliği ortaya çıkabilir 

(Peng vd., 2023). 

 

 

 

https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/urolithiasis
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/urolithiasis
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1.1.1. Akut gut artriti 

 Monositler ve makrofajlar, ikili bir sinyal yoluyla nükleotid bağlayıcı 

oligomerizasyon alanını, lösin açısından zengin tekrarı ve NLRP3 inflamatuarını aktive 

etmek için biriken MSU kristallerine karşı bir bağışıklık tepkisi üretir. İlk olarak, toll 

benzeri reseptör 4 (TLR4) ve toll benzeri reseptör-2 (TLR2), pro-IL-1β ve inflamazom 

bileşenlerini sentezlemek için nükleer faktör kappa-B (NF-κB) ve mitojenle aktifleşen 

protein kinazı (MAPK) uyarır; ikinci olarak, MSU kristalleri kaspaz-1'in aktivasyonunu 

indükler ve NLRP3 inflamazomunun mikrotübül aracılı montajını tamamlar, bu da pro-

IL-1β'yı olgun IL-1β'ya dönüştürür. Sadece iki aşamalı süreç NLRP3 inflamazomunu 

aktive edebilir ve bu da eklemlerde belirgin inflamasyon semptomları olmaksızın MSU 

birikimi klinik fenomenini açıklamaktadır. IL-1β reseptörüne bağlanır ve IL-8 ile 

monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) gibi proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin 

aşağı yönlü bir sinyal kaskadını tetikleyerek nötrofillerin toplanmasına ve aktivasyonuna 

ve diğer çözünür proinflamatuar aracıların indüklenmesine yol açar. Sonuç olarak, guttan 

etkilenen bölgeler yoğun bir inflamatuar yanıtı tetikleyen çok sayıda yanlışlıkla aktive 

olmuş bağışıklık hücresi ve sitokin içerir (Peng vd., 2023). 

Etkilenen eklemde şişlik kızarıklık, hassasiyet, şiddetli ağrı görülür. Artrit 

genellikle monoartiküler olup en sık ayak birinci metatars eklemde görülür. Daha az 

sıklıkla tarsal, ayak bileği, diz, el bileği, el parmakları ve omuz ekleminde de tutulum 

görülebilir. Ultrasonografik görüntülemede akut gut artritinde eklem çevresinde yumuşak 

doku ödemi ve vaskülarizasyon artışı gözlenir (Limon, 2022). 

 

1.1.2. Kronik (İleri) gut artriti 

Gut taşları, ilerlemiş gut hastalığının spesifik bir belirtisidir ve çeşitli yerlerde 

oluşabilir. Bu taşlar, MSU'nun merkezi bir çekirdeği ile karmaşık bir kronik 

granülomatöz yapıya sahiptir ve çevresi inflamatuar hücreler ile bağ dokusu içerir. 

İnflamasyonun kendiliğinden gerilemesi sırasında nötrofiller tarafından oluşturulan 

nötrofil hücre dışı tuzakları (NET'ler), MSU aracılığıyla kristal çekirdekleri geliştirebilir 

ve gut taşlarının oluşumunda önemli bir rol oynayabilir. Gut taşı oluşumu, agregasyonu 

ve kristallerin osteoblastlarla yapışması kıkırdak dokusunu aşındırarak kemik erozyonuna 

ve eklem hasarına neden olur. Osteoklast bozukluğu gut kemiği erozyonunun patogenezi 

ile ilişkilidir (Peng vd., 2023). 
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Kronik gut artritinde önemli bulgu tofüs olsa da her zaman görülmeyebilir. Ürat 

kristallerinin birikimi ile oluşan tofüs, hiperürisemi süresi ve derecesi ile ilişkilidir. En 

sık parmaklarda, el bileğinde, kulak kepçesinde, olekranon bursada görülür. 

Ultrasonografik görüntülemede eklem kıkırdağının yüzeyel kenarında ekojenite artmış, 

düzensiz bir bant görülür (Limon, 2022).  

Kronik gutta, sürekli ağrı ve hafif inflamasyon, periferik dolaşımdaki mononükleer 

hücrelerde kaspazın kalıcı aktivitesi ile devam ediyor olabilir. Daha yoğun lokalize 

inflamasyon zirvelerinin oluşması, kristal çökelmesi ile NPRL3'ün lokal olarak 

uyarılmasının bir sonucu olabilir (Puren vd., 1999). 

 

1.1.3. Gut tedavisi  

Gut hastalığı tedavi edilebilir bir hastalıktır. Gut tanısı etkin tedavisi olmasına 

rağmen hale tanı ve tedavide hatalar gözlenmektedir. Gut tedavisi esas olarak akut 

ataklara karşı antiinflamatuar tedavi ve aralıklı dönemlerde ürat düşürücü tedaviden 

oluşur. Vücudun gut taşlarına verdiği inflamatuar yanıt nedeniyle şiddetli ağrı ile atak 

geçirilmektedir. Gutun ilk tedavisi, iltihabı ve ağrıyı azaltan farklı inflamatuar yolaklar 

için, siklooksijenaz inflamatuar ilaçları inhibe eden nonsteroid antiinflamatuar ilaçlar, 

tubulin üzerinde etkili olan kolşisin, anti-inflamatuar özelliklere sahip kortikosteroidler 

ve anahtar İnterlökin-1 (IL-1) inhibitörleri dahil olmak üzere farklı antiinflamatuar ilaçlar 

klinik olarak akut krizle mücadele etmeyi amaçlamaktadır ve gutun etkili bir şekilde 

önlenmesi için kullanılmaktadır. Akut ataktan sonraki 12 saat içinde kolşisin almak 

semptomları hızla hafifletebilir, ancak dar terapötik penceresi ve yüksek advers reaksiyon 

insidansı genellikle NSAID'leri alternatif olarak kullandırır. Akut kriz 

çözüldüğünde, daha sonraki atakları önlemek amacıyla allopurinol ve febuksostat 

antihiperürisemik ilaçların yanı sıra ksantin ve hipoksantinin ürik asite metabolize 

edilmesinden sorumlu enzimi inhibe eden ksantin oksidaz inhibitörleri ürik asit üretimini 

kontrol etmek için kullanılır  (Limon, 2022; Santos, 2016; Azevedo vd., 2017). Eklem 

veya sistemik kortikosteroidlerin iyileştirici etkileri zayıftır ve önemli etkileri vardır, bu 

nedenle klinik olarak nadiren kullanılırlar. Buna ek olarak, hastalar geleneksel anti-

inflamatuar  tedavilere yanıt vermediğinde veya tolerans göstermediğinde, İnterlökin-1 

(IL-1) inhibitörleri terapötik olarak daha faydalıdır (Gottlieb vd., 2022; Peng vd., 2023). 

Probenesid ve benzbromaron gibi ürikozürik ilaçlar da kronik gut tedavisinde 

kullanılmaktadır. Bu ilaçlar, ürat taşıyıcı 1 (URAT 1) gibi vücuttaki ürik asit böbrek 

https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hypoxanthine
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/probenecid
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/benzbromarone
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/uricosuric-agent
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taşıyıcılarını inhibe edebilmektedir ( Pérez Ruiz, 2011 ; Azevedo vd., 2017). Bununla 

birlikte, bahsedilen bu ilaçların tümü, gastrointestinal ve renal toksisiteye bağlı 

istenmeyen yan etkilerle ilişkilidir ( Mediavilla ve Miguel, 2011). 

Akut gut artriti tedavisinde ilk amaç artriti tedavi ederek ağrıyı azaltmaktır. Akut 

gut atağı tedavisinde NSAİİ ve kolşisin ilk tercih edilen ilaçlardır. NSAİİ kullanamayan 

hastalarda intraartiküler veya sistemik steroidler verilir. Geleneksel steroidal anti-

inflamatuar ilaçlar (SAID'ler) ve nonsteroid antiinflamatuar ilaçlar (NSAID'ler), akut 

inflamatuar bozuklukları tedavi etmek için yaygın olarak kullanılır. Ancak bu 

konvansiyonel ilaçlar, ciddi yan etkileri nedeniyle kronik inflamatuar hastalıkların 

tedavisinde tam anlamıyla başarılı sayılmamaktadır. Daha yüksek potansiyele ve daha 

düşük toksisiteye sahip yeni antiinflamatuar ilaçların geliştirilmesi ihtiyacı, çeşitli 

karmaşık inflamatuar hastalıklarla mücadele için önemlidir (Limon, 2022; Chung vd., 

2016; Zhang vd., 2014; Singh vd., 2019).    

Gut hastalığının patogenezi iyi anlaşıldığından, kolşisin, allopurinol ve 

makromoleküler ilaç ürat oksidaz gibi çeşitli ilaçlar on yıllardır klinik kullanımdadır. 

Kolşisin tedavisine 6-12 ay devam edilmelidir. Dirençli gut artritinde IL-1R 

antagonistleri kullanılabilir. Nüksleri önlemek ve dokularda ürat birikimini azaltmak için 

ürat düşürücü tedaviler verilmelidir. Ürik asit düzeyini düşüren ilaçlar ürik asit yapımını 

azaltan ve ürik asit atılımını artıran ilaçlar olarak ikiye ayrılır. Allopürinol ksantin oksidaz 

inhibitörü olup ürik asit yapımını azaltır. Allopürinol intoleransı veya etkisizliği olan 

hastalarda selektif ksantin oksidaz inhibitörü febuksostat kullanılabilir. Ürikozürik 

ajanlar (probenesid veya benzbromaron) proksimal tübülü etkileyerek ürikozürik etki 

gösterir. Peptoglikaz, kombine rekombinan ürikaz enzimidir. Konvansiyonel tedavilere 

dirençli gut artritinde kullanılabilir. Bununla birlikte, geleneksel farmasötik 

formülasyonlar inflamatuar  lezyonları hedefleyememekte, hatta sistemik dolaşımda hızla 

inaktive olmakta, bu da etkinliğin azalmasına ve sistemik yan etkilere neden olmaktadır 

(Limon, 2022; Peng vd., 2023). 

Bugüne kadar, IL-1'in dört güçlü inhibitörü klinik kullanım için mevcuttur veya geç 

aşama klinik geliştirme aşamasındadır. Bunlar yalnızca etkili tedaviler oluşturmakla 

kalmayıp, aynı zamanda IL-1'in insan hastalıklarındaki rolüne ilişkin anlayışı 

geliştirmeye de yardımcı olmuştur (Schett vd.,  2016). 
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1.1.4. Gut ile ilişkili faktörler  

Gut hastalığı ile ilişkili faktörler arasında yaş, cinsiyet, eşlik eden komorbiditeler 

ve inflamatuvar aktivite gibi çeşitli faktörler bulunmaktadır. Erkeklerde daha sık görülür 

ve yaşla yakından ilişkilidir (Doherty, 2009). Yaş ilerledikçe gut hastalığı sıklığında artış 

olduğu görülmüştür (Karabay, 2012; Gerçeker vd., 2021). Epidemiyolojik çalışmalar, gut 

artrit prevalansında önemli bölgesel, ırksal ve cinsiyet farklılıkları olduğunu, erkek/kadın 

oranının 2:1 ile 8:1 arasında değiştiğini göstermiştir. Artan yaş, köklü sağlıksız beslenme, 

erkek cinsiyeti ve etnik köken gibi genetik olmayan faktörler, yüksek serum ürat 

konsantrasyonu için potansiyel risk faktörleridir ve bunun genel olarak gut artritinin 

oluşumu ve gelişimi ile pozitif olarak ilişkili olduğuna inanılmaktadır (Liu vd., 2023). 

Zenci ırkında nadir görülmektedir. Püberte sonrası devrede çocuklarda nadir 

karşılaşılmaktadır. Gutlu hastaların %10-20’sinde familyal karakter saptanmıştır (Hazıcı, 

2003). Gut normalde genetik, yapısal ve çevresel risk faktörlerinin etkileşiminden 

kaynaklanır (Doherty, 2009). 

Gut son yıllarda prevalansı artan yaygın bir inflamatuar artrittir.  Önemli bir 

belirleyici, ürik asit seviyelerinin, ürat kristal oluşumu için doyma noktasının üzerine 

çıkma derecesidir; bu, esasen renal üratın verimsiz atılımından kaynaklanır (Doherty, 

2009).  

Hiperürisemiye neden olan durumlar arasında en sık; obezite, pürinden zengin 

diyet, kronik böbrek yetmezliği, hipertansiyon, metabolik sendrom, alkolizm, pürin 

metabolizma bozuklukları ve bazı ilaçlar (siklosporin, tiyazid diüretikleri, pirazinamid, 

düşük doz aspirin) yer alır. Daha nadir görülen nedenler olarak; tümör lizis sendromu, 

psöriyazis ve myeloproliferatif hastalıklar sayılabilir (Limon, 2022; Bodakçi ve Vasi, 

2020). 

Gutun küresel prevalansı son birkaç on yılda tip 2 diyabet, hipertansiyon, metabolik 

sendrom, obezite, koroner arter hastalığı ve kronik böbrek hastalığı gibi çeşitli faktörlere 

bağlı olarak artmaktadır. Et, fruktoz ve alkol içeren yüksek pürinli diyetler, aile mirası, 

yüksek ürik asit seviyelerine yol açan ilaçların yaygın kullanımı (örneğin, tiazidler ve 

siklik diüretikler, niasin ve kalsinörin inhibitörleri) ve inorganik toza maruz kalma, 

başlıca hastalık indükleyicileridir (Peng vd., 2023). 

Guta sıklıkla dislipidemi, metabolik bozukluklar, kardiyovasküler hastalık ve 

böbrek hastalığı eşlik eder (Ndrepepa, 2018). Hiperürisemi ve gut hastalarında büyük 

olasılıkla böbrekler etkilenmiştir, bu da ürik asit böbrek taşlarının oluşmasına ve böbrek 
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fonksiyonlarının azalmasına neden olur. Hiperürisemi ve tekrarlanan gut atakları, 

böbreklerin fonksiyonuna zarar verebilir ve böbrek fonksiyonunun bozulması, karşılıklı 

olarak nedensel ve yakından ilişkili olan hiperürisemi ve gut ataklarına daha da yol 

açabilir. Gut hastalarında endotel hücre hasarına ve vasküler düz kas hücresi çoğalmasına 

yol açan hiperürisemi vardır (Wang vd., 2022). 

Yeni koronavirüs hastalığı (COVID-19) hastalığı ile ilgili olarak da bazı risk 

faktörleri gut hastalığı ile ilişkilendirilebilir. Özellikle erkek hastalarda ileri yaş, diyabet, 

obezite, hipertansiyon, kronik renal yetmezlik, kronik obstrüktif akciğer hastalığı, 

kardiyovasküler hastalıklar ve immün yetmezlik gibi eşlik eden komorbid hastalıklar, 

COVID-19'un ağır seyretme olasılığını artırabilir. Ancak, bu ilişkilerin kesinliği tam 

olarak kanıtlanmamıştır (Tekin ve Demirtürk, 2021; Terkeltaub, 2010). 

 

1.1.5. Gut ve inflamasyon   

İnflamasomlar, sitozolik protein komplekslerinin bir sınıfıdır. Patojenleri algılamak 

ve fizyolojik ve patolojik koşullar altında inflamatuar yanıtları başlatmak için sitosolik 

doğuştan gelen bağışıklık sinyali reseptörleri olarak hareket ederler (Bai vd., 

2020).  İnflamazomlar, toksinler veya nanopartiküller gibi çevresel ajanların ve zararlı 

endojen sinyallerinin (monosodyum ürat, ATP ve amiloid-β gibi) aracılık ettiği, 

mikrobiyal patojenlere karşı inflamatuar yanıtta anahtar düzenleyicilerdir. Son 

zamanlarda sitoplazmada patojenle ilişkili moleküler kalıpları (PAMP) ve 

tehlikeye/hasarla ilişkili moleküler kalıpları  (DAMP) tanıyan nod benzeri reseptör (NLR) 

ailesi, özellikle de NLRP3 ilgi çekmiştir. İnflamazom adı verilen bir kompleks üreten 

NLRP3, interlökin-1β (IL-1β) ve interlökin-18 (IL-18) gibi önemli proinflamatuar 

sitokinlerin salınmasını indükleyen hücre içi sinyal yollarının aktivasyonuna yol açar. 

NLRP3 inflamazom, en iyi bilinen inflamazomdur ve NLR familyasına ait komplekste 

bulunan NLRP3 proteininden dolayı bu şekilde adlandırılır. NLRP3 inflamazomu, 

NLRP3 reseptör proteini, ASC ve proteaz kaspaz 1'i içeren bir multiprotein kompleksidir. 

İyonik akış, mitokondriyal disfonksiyon ve ROS üretimi ve lizozomal hasar dahil olmak 

üzere NLRP3 uyaranları tarafından indüklenen çoklu moleküler ve hücresel sinyal 

olaylarının NLRP3 inflamasyonunu aktive ettiği gösterilmiştir. NLRP3 inflamazomunun 

aktivasyonu, patojenleri ortadan kaldırmak için interlökin-1β (IL-1β) ve interlökin-18 

(IL-18) proinflamatuar sitokinlerin salgılanması yoluyla inflamasyonu indükler. IL-1β ve 

IL-18 üretimi inflamazom aktivasyonunu gerektiren iki aşamalı bir süreçtir. Toll benzeri 
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reseptörlerlerin (TLR) uyarılmasıyla her iki inflamatuvar sitokinin öncül formu olan 

prointerlökin-1β ve prointerlökin-18’in Nükleer faktör kappa B (NF-κB) aracılı gen 

transkripsiyonu meydana gelir. Prointerlökin IL-1β ve prointerlökin IL-18’in ise aktif 

şekilleri olan IL-1β ve IL-18’e dönüşümleri için NLRP3 aracılı inflamazom aktivasyonu 

ile prokaspaz-1’in kaspaz-1’e dönüşümü gereklidir. IL-1β ve IL-18'in proformlarını 

olgun formlarına dönüştüren kaspaz-1’in uyarılması ile NLRP3 inflamazom aktivasyonu 

gerçekleşir. Aktif kaspaz-1; prointerlökin-1β ve prointerlökin-18’in IL-1β ve IL-18’e 

dönüşümünü gerçekleştirir. TLR’lerin aktive olmasıyla pro-IL-1β ve pro-IL-18 ile 

beraber NF-κB aracılı NLRP3’ün de gen transkripsiyonu artar (Şekil 1.2) (Afonina, 2015; 

Yin vd., 2019; Kelley vd., 2019; Zahid vd., 2019; Zhang vd.,2020; He vd., 2023).  

 

Şekil 1. 2. NLRP3 inflamazomunun ve çeşitli farmakolojik inhibitörlerin potansiyel blokaj alanlarının 

şematik gösterimi (Zahid vd., 2019) 
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NPRL3 inflamatuar makromoleküllerinin oligomerizasyonu, IL-1β ve IL-

18 gibi inflamatuar sitokinlerin salgısının artmasına neden olur (Martinon vd., 2006,  

Cavalcanti vd., 2016). Bu sitokinler sırayla proinflamatuar aracıların bir dizisini 

tetikleyerek endotelyal aktivasyona ve lökosit toplanmasına yol açar. Bu sürece ikincil 

olarak dahil olan ana sitokinler IL-8 (nötrofil alımı ve aktivasyonu), IL-6 (inflamatuar 

sürecin amplifikasyonu, kemik hasarına olası katkı) ve TNF-α'dır (proinflamatuar 

aktivasyon, olgunlaşma ve monositten makrofaja dönüşümünde artıştır) (Cavalcanti vd., 

2016; Terkeltaub vd., 1991; Choe vd., 2011; Rose ve John, 2012; di Giovine vd., 1991). 

IL-18, gutta IL-6 düzeylerinin yanı sıra inflamatuar aktivite ile ilişkilidir; IL-6 ise klinik 

ve laboratuvar aktivite, tofüs ve eklem deformitelerinin varlığı ile ilişkilidir ve bu 

patolojinin prognostik bir belirteci olabilir. Literatürde, MSU tarafından uyarıldığında, 

artan IL-1β, IL - 6 ve İnterlökin-17A (IL-17A) üretimiyle birlikte, doğuştan gelen 

bağışıklık aktivasyonunda yer alan moleküllerin nasıl davrandığına dair önemli deneysel 

kanıtlar bulunmaktadır (Cavalcanti vd., 2016; Amaral vd., 2012 ; Conforti-Andreoni vd., 

2011; Inokuchi vd., 2006 ; Liu-Bryan vd., 2005 ; Martin vd., 2009 ; Martin vd.,2010 ; 

Martin vd., 2011 ; Martinon vd., 2006; Mylona vd., 2012; Ruggiero vd., 2006; Steiger ve 

Harper, 2014 ; Torres vd.,2009 ; Urano vd., 2002). 

IL-1β, MSU kristallerinin tetiklediği akut gut iltihabında önemli bir rol oynar. 

Olgun IL-1β'nın sentezi, işlenmesi ve salınması sıkı bir şekilde düzenlenen olaylardır. 

İnterlökin-1 (IL-1) sitokin ailesinin bir üyesi olan IL-1β, kaspaz-1 tarafından aktive 

edilebilir, bu nedenle NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu, IL-1β'nın olgunlaşması ve 

salgılanması için çok önemlidir. ProIL-1β genellikle uyarılmamış monositlerde ve 

makrofajlarda saptanmaz, ancak transkripsiyonel seviyede uyarılması gerekir (Landis ve 

Haskard, 2001; Burns vd., 2003). IL-1β'nın monositlerden, makrofajlardan ve 

nötrofillerden salınması, hücre içi öncü proteininin (pro-IL-1β) enzimatik olarak 

işlenmesini gerektirir. Bu adım iki farklı yolla gerçekleşebilir. Pro-IL-1β'nın kaspaz-1 

aracılı bölünmesi, inflamatuar (inflamatuar bağımlı IL-1β aktivasyonu) adı verilen hücre 

içi bir protein kompleksinin aktivasyonuna bağlıdır. Alternatif olarak ise pro-IL-1β, 

nötrofilden türetilmiş serin proteazlar tarafından, inflamatuar aktivasyondan bağımsız bir 

süreçte bölünebilir (Afonina vd., 2015).  IL-1β, birincil olarak monositler makrofajlar 

tarafından üretilen ve proliferasyon, aktivasyon ve farklılaşma gibi çeşitli immünolojik 

fonksiyonlarda ve inflamatuar yanıtın oluşumunda yer alan çok işlevli bir proinflamatuar 

sitokindir (Chung vd., 2016). İşlevsel olarak olgun IL-1β, bağışıklık sisteminde güçlü bir 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/08820139.2016.1153651
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proinflamatuar aracı olarak görev yapar ve doğuştan gelen bağışıklık hücrelerini 

enfeksiyon bölgesine toplar ve modüle eder (Liu vd., 2023). IL-1β, ateş, ağrı eşiği, 

vazodilatasyon ve hipotansiyonu kontrol eden genlerin ekspresyonunu indükler ve alımı, 

bağışıklık hücrelerinin enfekte veya hasarlı dokulara infiltrasyonunu kolaylaştıran bir 

endotelyal hücre tepkisine yol açar. IL-1β, doku seviyesinde vazodilatasyona yol açan, 

granülositlerin iltihaplı dokuya çekilmesini teşvik eden ve prostaglandinlerin 

ekspresyonunu indükleyen oldukça güçlü bir proinflamatuar aracıdır (Schett vd., 2016).  

Önemli miktarda IL-1β birikimi, kıkırdak ve kemiğe zarar veren matriks parçalayıcı 

enzimlerin aktivasyonuna yol açabilir (Liu vd., 2023).  

Sitokinler; enfeksiyon, inflamasyon, sepsis ve kansere karşı konakçı yanıtlarını 

düzenlemede önemli immünomodülasyon ajanlarıdır. IL-1β ve tümör nekroz faktörü-α 

(TNF-α), immun yanıtta, inflamasyonda, doku onarımı ve tümör patogenezinde rolü olan 

önemli proinflamatuar sitokinlerdir. IL-1β ve TNF-α ifadesinin düzenlenmesine, 

transkripsiyon faktörü NF-κB aracılık eder. TNF-α, NF-κB'yi aktive eder ve adezyon 

moleküllerinin (vasküler hücre adezyon molekülü-1 (VCAM-1) ve hücreler arası yapışma 

molekülü-1'i (ICAM-1)) ekspresyonunu artırır ( Hideshima vd., 2001; Li vd., 2000). 

Proinflamatuar sitokinlerin kalıcı üretimi, ciddi doku tahribatına ve sonunda organ 

yetmezliğine neden olabilir (Chung vd., 2016).  

Tümör nekröz faktör geni, tümör nekroz faktörü (TNF) süper familyasına ait çok 

fonksiyonlu bir proinflamatuvar sitokini kodlamaktadır. Bu sitokin aslında makrofajlar 

tarafından salgılanır. Birçok otoimmun hastalıkta, kanser ve insülin direnci de dahil 

olmak üzere çeşitli hastalıklarda ve inflamasyonun başlamasında kilit rol üstlenmektedir 

(Wang vd., 2020). Bu sitokin, hücre farklılaşması ve çoğalması, lipit metabolizması, 

apoptoz ve pıhtılaşma dahil olmak üzere geniş bir biyolojik süreç yelpazesinin 

düzenlenmesinde yer alır. Farelerde yapılan nakavt çalışmaları da bu sitokinin 

nörokoruyucu işlevini göstermiştir (Görgülü, 2019). Romatoid artrit, obezite ve  

neoplazmlar gibi hastalıklarda TNF-α ekspresyonunun arttığı belirlenmiştir. Hücresel 

olarak Deoksiribo nükleik asit (DNA) hasar cevabı, ,akut inflamatuvar cevap, kalsiyum 

aracılı sinyal, hücre aktivasyonu-çoğalması-ekstravazasyon, sirkadiyen ritim, apoptotik 

süreç, kortikal aktin hücre iskelet organizasyonu, hücre dışı matris organizasyonu, 

bağışıklık cevabı, ölüm indükleyen sinyal kompleksi, savunma cevabı, MAPK kaskadı, 

endotel hücre apoptotik süreci, C-Jun N-terminal kinaz (JNK) kaskadı, transkripsiyonun 
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negatif regülasyonu, mitotik hücre döngüsünün negatif düzenlenmesi, sitokin 

regülasyonu gibi birçok önemli fizyolojik süreçte rol oynamaktadır (Görgülü, 2019). 

Monosodyum ürat (MSU) kristalleri, proinflamatuar özelliklere sahip bir sitokin olan 

TNF-α’nın, insan kan monositleri tarafından üretimi için doza bağlı bir uyarıcı etkiye 

sahiptir (Di Giovine vd.; 1991). TNF-α; hücre proliferasyonu, doğal ve kazanılmış 

immünite ve apoptoziste rolü olan önemli proinflamatuvar özelliklere sahip bir sitokindir. 

TNF-α sinyal iletiminde; NF-κB olarak bilinen transkripsiyon faktörü en önemli 

faktörlerden biridir. NF-κB hücre çoğalması, hücre canlılığı ve aktivasyonundan ve de 

inflamatuar süreçteki en önemli transkipsiyon faktörlerinden biridir (Wang vd., 2020). 

TNF-α reseptörlerinin (pek çok hücrede bulunmakla beraber), proinflamatuar etkisi 

endotel lökosit hücreleri ve damar endoteli arasındaki ilişkiye bağlanmaktadır (Wang vd., 

2020).  

Kaspazlar gerek ölüm reseptörleri yolu, gerekse mitokondriyal apoptozda rol alan 

proteazlardır (Kaufmann ve Hengartner, 2001). Kaspazlar hücresel yaşam 

fonksiyonlarını düzenleyen, hücre ölümü ve inflamasyon süreçlerinde rol alan 

endoproteaz enzimleridir (Gökhaner, 2018). Kaspaz-1, bir inflamasyona dahil olduktan 

sonra yakın kaynaklı otokatalitik aktivasyon yoluyla aktive edilir. Aktif kaspaz-1, pro-

IL-1β ve pro-IL-18 sitokinlerini olgun ve biyolojik olarak aktif formlarına ayırır. IL-1β, 

ateş, ağrı eşiği, vazodilatasyon ve hipotansiyonu kontrol eden genlerin ekspresyonunu 

indükler ve alımı, bağışıklık hücrelerinin enfekte veya hasarlı dokulara infiltrasyonunu 

kolaylaştıran bir endotelyal hücre tepkisine yol açar. IL-18, interferon-gama (IFN-y) 

üretimi için gereklidir ve adaptif bağışıklığa aracılık eden ko-stimülatör bir 

sitokindir. Aktif kaspaz-1 ayrıca, Gasdermin D (GSDMD) 'nin N-terminal alanının 

plazma membranında gözenekler oluşturmasına izin veren GSDMD’yi parçalar, böylece 

piroptoz olarak adlandırılan litik, proinflamatuar hücre ölümünü tetikler. Piroptoz, hücre 

içi patojenleri replikatif nişlerinden çıkmaya zorlar, onları diğer bağışıklık faktörlerine 

maruz bırakır ve ayrıca bağışıklık sistemini enfeksiyona yanıt vermeye hazırlamak için 

sitokin salınımını ve DAMP'ların oluşumunu tetikler (Kelley vd., 2019). Kaspaz-3, 

apoptoz mekanizmasının tamamlanma fazında yer alan ve apoptozun 

sonlandırılmasından sorumlu (sonlandırıcı) kaspazlardan biridir (Slee vd.,2001). Bazı 

kaspazlar, proapoptotik faktör olmaktan ziyade, doğal bağışıklık cevabının önemli 

aracıları olarak işlev görürler. Kaspaz 1, 4, 5, ve 12 insandaki infalamatuvar alt kümeyi 

oluşturmaktadır (Martinon vd., 2002). Şimdiye kadar inflamasyon kaspazları sadece 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/08820139.2016.1153651
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vertebralarda bulunmuştur. Kaspaz-12 genelde, enfeksiyonlarla indüklenen inflamasyon 

sürecinde negatif düzenleyici olarak bilinir. Çünkü inflamazom komplekslerinde kaspaz-

1 aktivasyonunu inhibe eder, bu şelikde enfeksiyona bağlı oluşan sepsise cevap olarak 

salınan proinflamatuvar IL-1β ve IL-18 sitokinlerinin üretimini engeller. Buna karşın, 

kaspaz-4 ise enfeksiyon varlığındaki inflamasyon yanıt süreçlerinde pozitif etkili olan bir 

kaspazdır. (Cadena ve Massieu, 2016; Gökhaner, 2018).  

 Makrofajlar, hem doğuştan gelen hem de adaptif inflamatuar tepkilerde ana 

faktörlerdir. İnflamatuar yanıtın uzun süreli aktivasyonunun, arteriyoskleroz, sepsis, 

obezite, diyabet, çeşitli karaciğer hastalıkları, inflamatuar bağırsak hastalığı, otoimmün 

hastalıkları, alerji ve kanser gibi çok çeşitli kronik insan hastalıkların oluşumuna katkısı 

iyi bilinmektedir. MSU kristalinin neden olduğu patolojik olaylar, öncelikle insan 

monositlerinde veya aktive edilmiş THP-1 makrofajlarda incelenmiştir. Çalışmaların 

çoğu, pro-IL-1β üretmek için forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ile farklılaştırılmış 

THP-1 hücrelerini kullanmıştır (Chung vd., 2016; Zhang vd., 2014; Singh vd., 2019).  

Endotel hücreleri immünoinflamatuar yanıtta önemli oyunculardır (Lin vd., 2011). 

Endotel hücreleri, kan damarlarının ve lenfatiklerin iç duvarında yer alan oldukça 

farklılaşmış düz hücrelerden oluşan bir tabakadır ve damar duvarıyla dolaşıdaki kan 

arasında ayırıcı özel bir yüzey oluşturur. Endotel hücrelerinden oluşan vasküler endotel, 

vasküler geçirgenliğin korunmasının önündeki ana engeldir ve metabolitlerin merkezi 

hedefidir  (Chen vd., 2021). İnsan göbek kordonu veninden elde edilen endotel hücreleri 

(HUVEC) iyi bir endotel hücre kaynağıdır. Çünkü bu hücreler endotel hücrelerin temel 

özelliklerine sahiptir. Vücudun her yerine dağılmış olan damarları içten döşeyen ve  

vasküler patolojilerde önemli rollere sahip olan endotel hücreleri, önemli işlevlere 

sahiptir (Yin vd., 2019; Yazır ve Dalçık, 2012). Endotel hücreleri, inflamatuar yanıtın 

lokalizasyonunu ile lökosit ve plazma proteinlerinin dokulara erişimini kontrol eder. 

İnflamasyon bölgelerinde, endotel hücreleri birçok inflamatuar adezyon molekülünü, 

sitokinleri ve kemokinleri yukarı doğru düzenler. Endotelyal aktivasyon, inflamatuar 

yanıtın işaretlerinden biridir. Lokal endotel hücreleri lökosit yapışmasını ve göçünü 

desteklemediği sürece lökositler endotel hücrelerine yapışamaz ve iltihaplı dokulara 

ulaşamaz (Ley, 2008). Bu arada, reaktif oksijen türlerinin (ROS) aktivasyonu ve 

potasyum iyonlarının (K+) dışa transmembranel akışı da NLRP3 inflamasyonunun 

aktivasyonuna katılır. Bu nedenle, NLRP3 / IL-1β yolu, vasküler endotelyal hücre hasarı 

ile yakından ilişkili olabilmektedir. Yapılan bir çalışmada, HUVEC'ler, MSU’nun 
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NLRP3/IL-1β'yı aktive ettiği ve ayrıca ROS aktivasyonu ile in vitro K + dışa 

transmembranel akışı yoluyla vasküler endotelyal hücre hasarını indüklediği 

mekanizmaları araştırmak için kullanılmıştır (Yin vd., 2019; Yazır ve Dalçık, 2012). IL-

1, TNF ve lipopolisakkarit (LPS) ayrıca nötrofiller için güçlü bir kemotaktik aracı olan 

kemokin (IL-8) sentezlemek üzere endotel hücrelerini aktive edebilir (Lin vd., 2011). 

Anormal NLRP3 inflamazom aktivasyonu, birçok hastalığın, özellikle yaşla ilişkili 

rahatsızlıkların, örneğin çeşitli metabolik sendromların ve gut, ateroskleroz, Alzheimer 

hastalığı ve tip II diyabet dahil olmak üzere metabolik bozuklukların gelişimi; Crohn 

hastalığı, inflamatuar bağırsak hastalığı, ülseratif kolit ve kolon kanseri, meme kanseri, 

melanom, hepatit C virüsü ile ilişkili hepatoselüler karsinom ve gastrointestinal kanserler 

gibi çeşitli kanserler ile bağlantılıdır. NLRP3 kaynaklı piroptoz ve IL-1β ile IL-18 

salgılanması çeşitli hastalıklarla bağlantılıdır. NLRP3 inflamazom aktivasyonu, hayati 

organlarda ciddi hasara neden olabilen piroptoz ile sonuçlanır. Çok sayıda çalışma, 

inflamasyonun ateroskleroz, diyabet, sepsis, çeşitli karaciğer hastalıkları ve diğer 

metabolik hastalıklar için önemli bir risk faktörü olduğunu göstermiştir (Zahid vd., 2019; 

Zhang vd., 2014). Yaşamın ilerleyen dönemlerinde ortaya çıkan birçok yaygın hastalığın 

patogenezi, kronik inflamasyondan etkilenmektedir. NLRP3, bu tür steril inflamatuvar 

sinyaller için birincil sensördür, bu nedenle de çeşitli hastalıklarda kronik inflamatuvar 

doku reaksiyonlarının önemli bir tetikleyicisidir (Şaker ve Polat, 2022).  

 

İnflamasyonda inflamazom aktivasyonunun düzenlenmesi  

Büyük bir hücre içi multimerik protein kompleksi olan inflamazom, nükleotid 

bağlayıcı oligomerizasyon alanı ve lösince zengin tekrar içeren reseptörleri (NLR) içeren 

veya melanom 2 benzeri reseptörlerde (ALR) bulunmayan sitozolik sensörler, apoptotik 

benek içeren protein (ASC) veya NLR ailesi C-terminali kaspaz alım alanı  (CARD) 

içeren protein 4 (NLRC4) olarak adlandırılan adaptör proteinler ve efektör protein pro-

kaspaz-1'den oluşur. Farklı sensörler, farklı patojenle ilişkili moleküler kalıpları 

(PAMP'ları) veya hasarla ilişkili moleküler kalıpları (DAMP'ları) tanıyarak ASC ile 

etkileşime girerek inflamazom toplanmasını başlatır. Sensörle aktive olan ASC benekler 

halinde toplanarak pro-kaspaz-1'i toplar, bu da yakınlıkla indüklenen kaspaz-1 

otoproteolizine yol açar, ardından IL-1β ve IL-18 olgunlaşmasının yanı sıra GSDMD 

bölünmesine yol açar. Sonuçta inflamatuar sitokin salgılanmasına ve piroptoz olarak 

adlandırılan bir tür proinflamatuar programlanmış hücre ölümüne neden olur. Spesifik 
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olarak NLRC4, NLR ailesi, apoptoz inhibitör protein (NAIP) tanıma ve NLRC4 

inflamazom montajı sırasında ASC oligomerizasyonu arasında bir köprü görevi görür 

(Yang vd., 2019; Schett vd., 2016). 

Özellikle NLRP3 inflamasyonu; hücre dışı ATP, nigerisin, ürik asit kristalleri, 

glukoz, kolesterol, çift sarmallı DNA veya ATP gibi çok sayıda PAMP ve DAMP 

tarafından indüklenir. Bu ligandların yapıları aynı olmadığından, tehlike sinyallerinin 

NLRP3'ü etkinleştirmek için ortak bir aşağı akışa sahip olduğu ve reaktif oksijen türleri 

(ROS) birikimi, lizozomal yırtılma, K+ akışı ve kalsiyum (Ca2+) akışı gibi iyi kurulmuş 

mekanizmaların NLRP3 ile aktive edilen bir sürece özel olmadığı varsayılmaktadır (Yang 

vd., 2019). 

 

Steril inflamasyon  

Steril inflamasyon, patogenezin patojen istilasından bağımsız olduğu gut, 

ateroskleroz ve nöroinflamasyon gibi geniş bir inflamatuar hastalık spektrumunu içerir. 

Çoklu endojen sinyaller NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikleyebildiğinden, NLRP3 

inflamazom çeşitli inflamatuar hastalıkların gelişiminde rol oynamıştır (Yang vd., 2019). 

IL-1β aktive edildikten sonra lokal düzeyde güçlü proinflamatuar sitokinler olarak 

görev yapar ve vazodilatasyonu tetiklemektedir. Monositler ile nötrofilleri doku hasarı ve 

stres bölgelerine çeker. Sistemik olarak IL-1 sitokinleri hipotalamik ateş tepkisini ve 

hiperaljeziyi teşvik eder. Kontrolsüz IL-1 aktivasyonu, inflamasyonla ilişkili genlerde 

mutasyonların olduğu nadir kalıtsal sendromlar veya nötrofil infiltrasyonu ve IL-1 

aktivasyonu ile karakterize edilen gut gibi daha sık görülen hastalıklar dahil olmak üzere 

bazı inflamatuar hastalıkların merkezi bir bileşenidir (Schett vd., 2016).  

 

1.2. Monosodyum Ürat Kristalleri   

 Ürik asit, hücresel hasar üzerine yüksek miktarlarda üretilen bir pürin 

metabolizması katabolitidir (Dhanasekar vd., 2015). Ürik asit, nükleotid ve adenozin 

trifosfat metabolizması sırasında üretilir ve insanlarda ürikaz enzim eksikliğine bağlı 

pürin metabolizmasının bir son ürünüdür (Yin vd., 2019; Luo vd., 2016; Chung vd., 2016; 

Kim vd., 2016; Pope ve Tschopp, 2007). Yaralı hücrelerden salınan ürik asit, ürik aside 

özgü antikorlar tarafından bağlanma üzerine MSU kristalleri oluşturur (Dhanasekar vd., 

2015). MSU, pürin metabolizmasının son ürünü olarak oluşan ürik asidin kristal 

formasyonudur (Bodakçi ve Vasi, 2020). 
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Ürik asit, fizyolojik koşullar altında (pH 7.4) esas olarak düşük çözünürlüklü bir 

sodyum tuzu (MSU) olarak bulunan zayıf bir asittir. Vücut sıvılarındaki MSU seviyeleri 

çözünürlük sınırını (380 μmol/L) aştığında, iğne benzeri aşırı doymuş MSU kristalleri 

oluşur. Düşük sıcaklık, düşük kan akışı, yüksek sodyum iyonu konsantrasyonu ve 

kıkırdak ve sinovyal sıvı bileşenlerinin bulunduğu fizyolojik ortamda, MSU kristallerinin 

birikme olasılığı daha yüksektir ve bu da ilk olarak birinci metatarsofalangeal eklemde, 

el eklemlerinde ve periferik eklemlerde ortaya çıkan gut hastalığına neden olur. 

Asemptomatik hiperürisemi hastalarında MSU birikimi, klinik olarak belirgin bir gut için 

bir sonraki kontrol noktası olarak kabul edilir (Chhana vd., 2019; Peng vd. 2023). 

 

1.2.1. Monosodyum ürat kristallerinin gut oluşumundaki rolü   

Gut hastalığı, eklem ve dokularda monosodyum ürat kristallerinin birikmesi sonucu 

ortaya çıkan, akut artrit atakları ile gelişen inflamatuar bir hastalıktır (Limon, 2022). Ürik 

asidin, NLRP3 inflamazom aktivasyonunun önemli bir sinyali olduğu bildirilmektedir. 

Son çalışmalar, ürik asidin doğuştan gelen immün yanıtı harekete geçirdiğini ve 

inflamasyona karşı edinilmiş immün reaksiyonun inflamasyondaki rolünü ortaya 

koymuştur (Yin vd., 2019; Luo vd., 2016; Chung vd., 2016; Kim vd., 2016). 

Kristal kaynaklı hastalıkların prototipi olan gut, ürik asit kristallerinin dokularda 

birikmesi ile karakterize edilir. Ürik asidin sodyum kristalleri, makrofajlar tarafından 

hızla tanınan ve yutulan ve nötrofiller tarafından saldırıya uğrayan iğne şeklinde yapılar 

oluşturur. Ürat kristallerindeki yüksek sodyum konsantrasyonu nedeniyle, fagositler 

tarafından yutulmaları hücre içi sodyum içeriğini aniden artırır. Ortaya çıkan hücre içi 

hiperosmolarite, hücre içine telafi edici bir su akışını tetikler ve hücrede şişmeye yol açar; 

normal osmolarite geri kazanılırken, hücre içi potasyum içeriği azalır ve bu da 

inflamazomun aktivasyonuna neden olur. Ürik asit kristallerinin varlığı, NPRL3 

inflamatuar makromoleküllerinin oligomerizasyonuna ve işlevsiz aktivitesine neden olur; 

kaspaz-1'in hiperaktivitesine neden olur (Martinon vd., 2002). Aktif kaspaz-1, pro-IL-1β 

ve pro-IL-18 sitokinlerini olgun ve biyolojik olarak aktif formlarına dönüştürür. Daha 

sonra IL-1β salınımı, vazodilatasyon ve bağışıklık hücrelerinin (tercihen nötrofiller) 

kristal birikim bölgesine hızlı bir şekilde toplanmasıyla büyük bir inflamatuar yanıtı 

teşvik eder ve akut bir gut atağı ile sonuçlanır (Şekil 1.3) (Schiltz, 2002; Joosten, 2010; 

Schorn, 2011; Martinon vd., 2006; Schett vd., 2016; Şaker ve Polat, 2022). 

 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/08820139.2016.1153651
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Şekil 1. 3. Gut patogenezinde NRLP3 aktivasyonu ve aracı mekanizmalar (Liu vd., 2023) (Monosodyum 

ürat (MSU) kristalleri, doğuştan gelen bağışıklıkta merkezi bir rol oynayan büyük bir hücre içi 

multiprotein kompleksi olan NLRP3 inflamazomunun indükleyicileridir. NLRP3 inflamazom 

aktivasyonu, LPS gibi mikrobiyal moleküller tarafından sağlanan bir ilk sinyali ('priming') ve 

bakteriyel toksinler, endojen moleküller veya MSU kristalleri gibi kristal yapılar dahil olmak 

üzere çok çeşitli uyaranlar tarafından sağlanan ikincil bir sinyal gerektirir. Bu, NLRP3 

inflamazomunun multimerizasyonunu ve IL-1β ve IL-18'in salgılanmasını ve ardından 

olgunlaşmasını sağlayan kaspaz-1 aktivasyonunu tetikler (Schroder vd., 2010; Franchi vd., 

2012). 

 

Monosodyum ürat kristalleri eklem aralığındaki makrofajlarca fagosite edilir ve 

fagolizozomal membran oluşur. Kristaller bu membranı hasarlar ve tüm içerik konak 

hücreye zarar vererek hücrenin parçalanmasına neden olur. Hasarlı hücreden salınan 

kristaller immün sistemi aktive olur. Makrofaj, kondrosit, mast hücre ve dendritik 

hücreler devreye girerek kompleman yolu uyarılır. Fagositler sinovyal hücrelerden ve 

diğer hücrelerden araşidonik asit metabolitleri, lizozomal proteazlar, IL-1, IL-6, IL-8, 

TNF-α gibi sitokin ve mediatörlerin yapımını ve salınımını artırır. Nötrofil kemotaksisi 
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olur ve inflamasyonun devamlılığı sağlanır. IL-8, lökotrien B4, IL-1 ve C5A kristalle 

indüklenen inflamasyona karışan kemotaktik moleküllerdir (Limon, 2022). MSU 

kristalleri, makrofajlarda ve monositlerde; IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18 ve TNF-α dahil olmak 

üzere çeşitli sitokinlerin ve kemokinlerin artmış ekspresyonunu indükler.  MSU 

kristalleriyle karşılaşan monositler, IL-1β, TNF-α ve IL-6 ve nötrofil kemokin IL-8 

(CXCL8) dahil olmak üzere sitokinleri eksprese eder ve serbest bırakır. Çalışmalar, MSU 

kristallerinin etkilerinin TNF-α'dan bağımsız olduğunu ortaya çıkarmıştır çünkü IL-1β, 

TNF-α'dan önce salınır ve IL-1'in IL-1R antagonisti ile inhibisyonu, TNF-α 

ekspresyonunu bastırır. Monosodyum ürat kristalleri, proinflamatuar özelliklere sahip bir 

sitokin olan tümör nekroz faktörünün (TNF) insan kan monositleri tarafından üretimi için 

doza bağlı bir uyarıcı sağlar (di Giovine vd., 1991).  MSU kristalleri gibi steril 

partiküllerin monositlerde/makrofajlarda inflamatuar indükleyiciler olarak iyi bilinen 

rolüne rağmen, steril inflamatuar koşullar altında pro-IL-1β sentezinin indükleme 

mekanizmasına dair çok fazla bilgi bulunmamaktadır. Bunlar arasında IL-1β, MSU 

kristalinin neden olduğu inflamasyon aktivasyonunda yer alan kritik bir sitokindir. Son 

çalışmalar, ürik asit ile ROS oluşumunun inflamazom aktivasyonuna katkıda 

bulunduğunu ve bunun da IL-1β'nın olgunlaşmasına ve salgılanmasına yol açtığını 

göstermiştir (Yin vd., 2019; Luo vd., 2016; Chung vd., 2016; Kim vd., 2016; Pope ve 

Tschopp, 2007). Ürat aynı zamanda  İnterlökin-33 (IL-33) ile de ilişkilidir (Klück vd., 

2020). Yapılan çalışmalarda sağlıklı kontrollerle karşılaştırıldığında gut hastalarında 

serum IL-33 ekspresyonu ağırlıklı olarak arttığı ve böbrek hasarı olmayan hastalarda IL-

33 seviyeleri daha yüksek olduğu gözlemlenmiştir (Duan vd., 2016).  

Gut, eklemlerde monosodyum ürat kristal birikiminin ayırt edici özelliği olan 

kronik bir inflamatuar artrit şeklidir ve klinik belirtiler ağırlıklı olarak yaşlanma ile 

şiddetlenir (Lee vd., 2017). Mekanistik olarak MSU, mitokondriyal disfonksiyon gibi 

MSU kaynaklı hücre içi hasar nedeniyle NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikler, bu 

da sürekli IL-1β salgılanmasına ve sonuçta şiddetli ağrıya yol açar (Richette ve Bardin, 

2010). 

Erken epidemiyolojik çalışmalar, alkol ve fruktoz gibi çeşitli diyet faktörlerinin 

gutun ilerlemesiyle ilgili olduğunu bildirmiş ve kalori kısıtlaması gibi metabolik 

arabuluculuk için terapötik stratejilerin gutta serum ürat seviyelerini etkili bir şekilde 

azalttığı doğrulanmıştır. Endojen beta-hidroksibutirat seviyelerini yükselten ketojenik 

diyetler ile tedavilerde NLRP3 ve IL-1β gen ekspresyonunun aşağı regülasyonu 
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gösteririlmiştir, bu da metabolik düzenlemenin doğuştan gelen bağışıklık tepkilerini 

değiştirerek iltihabı hafifletmek için çok önemli olduğunu düşündürür (Yang vd., 2019, 

Goldberg vd., 2017).  

Her ne kadar artrosonografi veya polarizasyon mikroskobu ile tespit edilen MSU 

kristalleri gut artrit için kesin kanıtlar olsa da, gut artrit seyrinde NLRP3 inflamatuar 

aktivasyonunun kesin moleküler mekanizması hala gizemli olup gut artritinin erken 

teşhisini ve tedavisini ciddi şekilde kısıtlamaktadır (Liu vd., 2023).  

 

1.3. Proteazom İnhibitörü “Bortezomib”  

Proteazom, tüm ökaryotlar, bazı bakteriler ve arkeobakterilerde bulunan organizma 

ve hücrenin yaşamı için gerekli olan ve proteolitik aktivitesiyle intrasellüler proteinleri 

degrade eden bir enzim kompleksidir (Dilber, 2020; Mani ve Gelmann, 2005; Bladé  vd., 

2005). Proteazom tüm ökaryotlarda hem çekirdekte hem de sitoplazmada yüksek 

seviyelerde bulunur. Proteozomlar, treonin proteazlar olarak adlandırılan bir proteolitik 

enzim sınıfına aittir. Proteozomun yapısal olarak 26S proteazomu olmakla birlikte 2 ana 

bölümden oluşur; Ubikitin tanıma bölgelerini ve protein parçalanması için ATPazları 

içeren 19S düzenleyici başlıklar ile enzimatik aktiviteyi içeren 20S çekirdeğindir. Her 

simetrik halka, bir kanalın etrafına yerleştirilmiş yedi proteinden oluşur. Hücre içi 

homeostaz için çok önemli olan ve hücre içi proteinlerin %80-90'ını parçalamadan 

sorumlu olan ubikütin-proteazom sisteminin bir parçasıdır. Hasarlı proteinlerin 

parçalanması da dahil olmak üzere birçok hücre içi fonksiyona hizmet etmenin yanı sıra, 

inflamatuar süreçleri, viral saçılımı, hücre döngüsünü, büyümeyi ve farklılaşmayı 

etkileyen birçok düzenleyici proteinin modülasyonundan da sorumludur. Proteazom 

inhibitörleri ayrıca çok sayıda hücre döngüsü inhibitör proteinini stabilize edebilir ve 

hücre döngüsünün durdurulmasına ve apoptoza neden olarak tümör gelişimini 

sınırlayabilir. Daha önceleri hasarlı ve sorunlu proteinleri yok eden bir sistem olarak 

düşünülmüş olmasına rağmen, son veriler aynı zamanda birçok hücresel fonksiyonun 

kontrolünü sağlayan çok sayıda kritik proteinin devrinden ve düzenlenmesinden de 

sorumlu olduğunu göstermiştir (Elliott vd., 2003; Dilber, 2020; Hochstrasser, 1995; Ri, 

2016; Ciechanover, 1994).  

Proteazom, çeşitli tümör hücreleri ve normal hücrelerin de hücre çoğalmasının, 

apoptozununn ve farklılaşmasının kontrol edilmesinde önemli bir rol oynar. 26S 

proteazom aktivitesini inhibe eden bortezomibin birçok katı tümöre karşı in vivo ve in 
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vitro  çalışmalarda belirgin etkileri vardır. 26S proteazomu, tüm ökaryotik hücrelerin 

sitoplazmasında ve çekirdeğinde eksprese edilen multikatalitik bir enzim 

kompleksidir. Hücre döngüsünü, hücre yapışmasını, transkripsiyonu, apoptozu, MHC 

sınıf I molekülleri tarafından antijen sunumunu ve anjiyogenezi düzenleyen hücre içi 

proteinlerin hızlı bozunmasını katalize eden, lizozomal olmayan, ATP'ye bağımlı 

proteolitik yol için gerekli bir enzim kompleksidir. Sonuç olarak ubikuitin proteazom 

yolu çok sayıda hücre içi proteinin aktivitesini ve seviyesini düzenler  (Elliott vd., 2003). 

Ubikitin-proteazom sistemi, NF-κB'nin aktivasyonunda çok önemli bir rol 

oynar. Dinlenme koşulları altında NF-κB, sitoplazma içindeki IκB ile bir kompleks içinde 

tutulur. Hücrelerin inflamatuar sitokinler, TNF-α gibi proinflamatuar faktörlerle 

uyarılması, IκB'nin IκB kinaz (IKK) kompleksi tarafından fosforilasyonunu indükler ve 

IκB'nin 26S proteazomu tarafından ubikuitinasyona ve takiben degradasyonuna aracılık 

eder. NF-κB, inhibitör kompleksten salınarak serbestleşir, çekirdeğe transloke olur ve 

ICAM-1, VCAM ve E-selektin dahil olmak üzere inflamatuar yanıta aracılık eden bir dizi 

geni işlemden geçirir. Bu yapışma molekülleri, dolaşımdaki lökositlerin iltihap 

bölgelerine toplanmasında rol oynar. Monositlerin iltihaplı endotel tabakasına yapışması 

sonrasında damar duvarına sızması, aterogenezdeki ilk basamaklardır. Ayrıca, reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) üretimi, vasküler endotelyal hücrelerde adezyon molekülü 

ekspresyonuna yol açan yolaklar ile yakından ilişkilidir (Şekil 1.4) ( Ludwig vd., 2009). 

Proteazomun inhibisyonu, son yıllarda klinik olarak etkili bir antikanser terapötik 

yaklaşımı olarak ortaya çıkmıştır. Fare modelleri ve hücre kültürleri kullanılarak yapılan 

son araştırmalar, proteazom inhibitörlerinin hücre çoğalmasını (proliferasyonunu) 

düşürdüğünü, çoklu mekanizmalar aracılığıyla hematolojik ve solid malignitelerde 

apoptozu indüklediğini, bu şekilde tümör büyümesini inhibe ettiğini göstermiştir (Engür 

vd., 2016; Dou ve Li, 1999; Engür ve Dikmen, 2017). Tümör hücrelerindeki ubiquitin- 

proteazom yolağının inhibisyonu tümör proapoptotik ve supresör proteinlerin birikimine 

neden olmaktadır. Bu sebeple kanser tedavisinde bu yolağının hedef alınması geçerli bir 

seçenek olmakla birlikte son yıllarda proteazom inhibisyonu ilaç direnci ve kanser 

araştırmalarında önemli bir yere sahip olmuştur (Anderson, 2009; Catley vd., 2008). 

Proteazom inhibitörlerinin hayvan modellerinde veya Alzheimer hastalığı, amiyotropik 

lateral skleroz, otoimmün tiroid hastalığı, kaşeksi, greft reddi, hepatit B, inflamatuar 

barsak hastalığı, sepsis ve sistemik lupus eritematozus gibi çok sayıda başka hastalıkta 

umut verici sonuçlar göstermiştir (Elliott vd., 2003). 
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Şekil 1. 4. 26S proteazom kompleksi tarafından düzenlenmesi yapılan NF-κB’nin fonksiyonları (Frankland-

Searby ve Bhaumik, 2012; Engür Öztürk, 2020) 

 

Ubikitin-proteazom sisteminin inhibitörleri, proliferatif ve inflamatuar 

hastalıkların tedavisinde yeni ve umut verici bir yaklaşım sunmaktadır. Antiproliferatif 

ve proapoptotik özelliklerinin ötesinde, proteazom inhibitörleri, inflamatuar 

transkripsiyon faktörü nükleer faktör kappa B'nin (NF-κB) aktivasyonunu bloke etme 

yeteneklerine dayalı olarak güçlü antiinflamatuar özellikler ortaya koymaktadır. 

Proteazom tarafından parçalanan diğer substratlar, birçok hastalık durumunda 

iltihaplanma sürecine dahil olan ilgili proteinlerin aktivasyonuna yol açar. Bu aktive 

edilmiş proteinlerin (NF-κB gibi transkripsiyon faktörlerinin) inhibisyonu, çok sayıda 

hayvan modelinde fizyolojik iyileşmelere yol açan inflamatuar kaskadı başarılı bir şekilde 

hafifletebilir. Bu nedenle, proteazom inhibisyonu, inflamatuar hastalıkların tedavisi için 

yeni bir yaklaşımı temsil etmektedir (Elliott vd., 2003; Meiners vd., 2008). 

Bortezomib, klinik çalışmalarda en kapsamlı ve en çok değerlendirilen proteazom 

inhibitörüdür. Bortezomib, protein yıkımını kontrollü bir şekilde düzenleyerek hücrede 

oldukça önemli rol oynayan bir enzim kompleksi olan 26S proteazomun treonin 

kalıntısını geri dönüşümlü ve spesifik olarak inhibe eden yapısında bor içeren bir 
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moleküldür. Yüksek afinite ve özgüllüğüne ek olarak aynı zamanda proteozomun çok 

daha uzun süreli ve çok seçici inhibitörleridir. Bortezomib, çok çeşitli kanser hücre 

hatlarına karşı son derece yüksek etki göstermiştir.  Proteazom inhibitörü bortezomib 

tarafından NF-κB aktivitesinin inhibisyonu, multipl miyelom ve diğer hematolojik 

malignitelerde ön tedavi olarak kullanılmıştır. NF-κB inhibisyonu, tümör sağkalımın ve 

büyümesinin önlenmesi, apoptozun indüklenmesi dâhil birçok çeşitli moleküler düzeyde 

etkinliğe sahiptir. Manto hücreli lenfoma ile Multiple myeloma (MM) tedavisinde klinik 

kullanım amacıyla Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından onaylanmış birinci 

nesil proteazom inhibitörü ailesinin üyesidir (Şekil 1.5) (Elliott vd., 2003; Engür vd., 

2016; Engür Öztürk, 2020). 

    

Şekil 1. 5. Bortezomibin molekül yapısı ve inflamazomdaki rolü (Chen vd., 2022’den uyarlanmıştır.) 

 

Bortezomib protein degredasyonunda önemli rol oynayan 26S proteazomunu β-alt 

biriminin kimotripsin benzeri aktif bölgesini geri dönüşümlü olarak inhibe eder. Bu 

kompleksin inaktivasyonu, transkripsiyon faktörü olan NF-κB'nin inaktivasyonuna yol 

açar. Uyarılmamış hücrelerde düzenleyici protein İnhibitör kappa B (IκB), NF-κB’ye 

bağlanır ve böylece NF-κB aktivasyonunu ve çekirdeğe translokasyonu inhibe 

eder. Bortezomib aktivitesi, MAP kinaz sinyal yolağını, Multipl miyelom (MM) hücre 

proliferasyonunu inhibe eder, kaspaz bağımlı apoptozu indükler ve NF-κB’yi inhibe edip, 

adezyon molekül ekspresyonunu ve Multipl miyelom (MM) hücrelerinin kemik iliği 

stromal hücrelerine (BMSC’ye) bağlanmasının azalmasına yol açarak ortadan kaldırır 

(Bladé  vd., 2005; Elliott vd., 2003; Zadeoğulları, 2010). Genel olarak bortezomib, 

sitokinlerin (IL-6 gibi), büyüme faktörlerinin (insülin benzeri büyüme faktörü gibi), 
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hücre adezyon moleküllerinin (hücre içi adezyon molekülü, vasküler hücresel adezyon 

molekülünün gibi) artan ekspresyonunu inhibe eder (Zadeoğulları, 2010; Adams, 2004). 

Bir boronik asit dipeptidi olan proteazom inhibitörü bortezomib, nükleer faktör-

κB'nin aktivasyonunu bloke eder, böylece multipl miyelom hücre-BMSC bağlanmasının 

neden olduğu IL-6'nın yukarı regülasyonunu inhibe eder; aynı zamanda deksametazon, 

alkilleyici ajanlar ve antrasikline dirençli multipl miyelom hücrelerinde doğrudan 

apoptozu indükler ve vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) sekresyonunu ve 

ilişkili anjiyogenezi azaltır. Proteazom inhibitörlerinin hayvan modellerinde 

antianjiyogenik aktivite gösterdiği daha önce gösterilmiştir; ancak bortezomibin multipl 

miyelom hastasından türetilen endotel hücreleri üzerindeki antianjiyogenik etkileri 

tanımlanmamıştır (Elliott vd., 2003). 

Bortezomibin kanser hücrelerini öldürme etkinliğinden çok sayıda mekanizmanın 

sorumlu olduğu belirlenmiştir. Bunlar arasında en bilinenleri; anjiyogenezin inhibe 

olması, hücre adezyonunun bozulması, endoplazmik retikulum stresinin aktivasyonu, 

sitokin bağımlı yaşam yollarının kesilmesi, antiapoptotik genlerin down-regülasyonu ile 

pro-apoptotik genlerin upregülasyonudur (Engür vd., 2015). Proteinleri parçalamaktan 

sorumlu hücresel yapılar olan proteazomların aktivitesini inhibe ederek çalışır.  
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2. GEREÇLER 
 

2.1. Kullanılan Malzemeler  

Penisilin/Streptomisin                                                Gibco, ABD  

Dimetilsülfoksit (DMSO)                                           Sigma Aldrich, Almanya  

Fetal Bovine Serum (FBS)                                         Sigma Aldrich, Almanya  

RPMI 1640 mediumu                                                 ATCC,  ABD 

Ham’s F12 medium (Ham’s Nutrient Mixture F12)  Biochrom AG, Almanya 

L-glutamin                                                                  Sigma Aldrich, Almanya  

Eagle Minimum Essential Medium Sigma                 Aldrich, Almanya  

Tripsin-EDTA 10X Pan                                              Biotech, Almanya  

Tripan mavisi                                                              Roche, Almanya  

Phosphate Buffer Saline (PBS)                                  Invitrogen, Almanya  

Bortezomib                                                                 BioChemica, Almanya  

Monosodyum ürat kristalleri (MSU)                          Invivogen, Fransa  

Cytofix/Cytoperm BD                                                Biosciences, ABD  

Annexin V and PI Apoptosis Kit                                Biotium, ABD 

PE Active Caspase-3 Apoptosis Kiti                          Biosciences, ABD 

Mitokondriyal Membran Potansiyeli Belirleme Kiti  Biosciences, ABD 

PE anti-human TNF-α (LOT:200049)                        Beckman, ABD 

PE anti-human IL-6 (LOT:2489227)                          Invivogen, Fransa 

PE anti-human IL-8 (LOT:2489227)                          Invivogen, Fransa 

PE anti-human IL-10 (LOT: 2265361)                       Invivogen, Fransa 

FITC anti-human IL-1β Antibody                              Biosciences, ABD 

Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA)                           Sigma Aldrich, Almanya  

Lipopolisakkarit (LPS) (KN: L4391)                         Sigma Aldrich, Almanya  

0.2 mL’lik PCR tüpü                                                  Greiner Bio-One, ABD 

10, 100, 1000 ve 5000 μL’lik pipetör                         Eppendorf, Kanada 

10, 200, 1000 μL’lik mikropipet ucu                          Greiner bio-one, ABD 

12 kanallı otomatik pipet                                            Axygen, ingiltere 

15 ve 50 mL’lik santrifüj tüpleri                                 Isolab, Almanya 

Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm2 )                      Thermo Scientific, ABD 

Thermo Flask Filtreli Kapak (25 cm2 )                       Thermo Scientific, ABD 
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2 mL’lik Ependorf tüp                                                Greiner bio-one, ABD  

5-10 ve 25 mL’lik cam pipet                                      Isotherm, Türkiye 

Cedex Smart Slide                                                      Roche, Almanya 

Parafilm                                                                      Pechiney, Fransa 

Şarjlı pipetör                                                               Starlab, Almanya  

Kryotüp (2mL)                                                           Greiner Bio-One, ABD  

Hücre kazıyıcı                                                            Greiner Bio-One, ABD  

6 kuyucuklu hücre kültür plakası                               TPP, İsviçre  

16 kuyucuklu hücre kültür plakası                             TPP, İsviçre  

24 kuyucuklu ko-kültür plakası                                  Corning, ABD  

96 kuyucuklu hücre kültür plakası                             TPP, İsviçre 

Corning® HTS Transwell® 24 kuyucuklu                Corning, ABD 

0.4 µM por açıklığına sahip ko-kültür plakası           Corning, ABD  

24 kuyucuklu ko-kültür plakası                                 Corning, ABD  

96 kuyucuklu ko-kültür plakası                                 Corning, ABD 

XCELLigence e-plate 16                                           Roche, Almanya  

xCELLigence E-plate 96                                           Roche, Almanya 

xCELLigence CIM-Plate 16                                      Roche, Almanya  

The Oris™ Cell Migration Assay (CMA5.101)        Platypus Technologies, USA 

Immunofluorescence Application Kit                           Cell Signaling Tech., Hollanda  

 

2.2. Kullanılan Cihazlar 

HERAcell 150 Steril CO2 inkübatörü                       Thermo Scientific, ABD 

Laminer flow kabini                                                  Heal Force, Çin  

Masaüstü soğutmalı santrifüj                                    Eppendorf, Almanya  

Otomatik hücre sayımı cihazı Cedex XS                  Innovatis, ABD  

Derin donduruculu buzdolabı                                   Altus, Türkiye  

Cytation 3 Multi-Mode Reader                                 Bio-Tek, ABD  

RTCA DP                                                                 Roche, Almanya  

Hassas terazi                                                             Ohaus, Avustralya  

Inverted mikroskop                                                   Leica, Almanya  

Akış sitometri cihazı                                                 BD Accuri, ABD 

Mikro santrifüj                                                          Hettich, Almanya  
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Otoklav                                                                      Alp, Türkiye  

Otomatik pipetler                                                      Eppendorf, Almanya  

Sterilizatör                                                                 Nüve, Türkiye  

Su banyosu                                                                Nüve, Türkiye  

Vorteks                                                                      Daihan, Güney Kore 
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3. YÖNTEMLER  

 

3.1. Kullanılan Hücre Hatları 

Çalışmamızda THP-1 (İnsan monositik hücreleri) (ATCC kodu; TIB-202 ™) ve 

HUVEC hücreleri (insan umbilikal ven endotel hücreleri) (ATCC kodu; CRL-1730 ™) 

kullanılmıştır. Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu’ndan (ATCC’den) daha önce temin 

edilmiş olan ve Anadolu Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmakoloji Laboratuvarı’nın 

hücre kültürü stoklarında bulunan hücreler kullanılmıştır. 

HUVEC hücreleri; ilk olarak 1984 yılında Hoshi ve arkadaşları tarafından, insan 

göbek bağı damarından izole edilerek stoklanan primer özellikli ve sağlıklı damar endotel 

hücreleridirler (Hoshi ve McKeehan, 1984; Jaffe vd., 1973; Varol, 2017). Hücrelerin 

yaklaşık olarak 2 katına çıkma zamanları 36 saattir. Endotel hücre fonksiyonlarını 

belirlemek amacıyla en sık kullanılan hücreler; HUVEC hücrelerdir (Çakiris, 2012). 

THP-1 (İnsan monositik hücreleri) hücre hattı, akut monositik lösemili 1 yaşındaki 

Japon erkek hastadan elde edilmiş monositik hücre hattıdır. Işık mikroskobisinde 

yuvarlak, büyük ve tek tek hücreler şeklinde görünmektedir. Hücrelerin yaklaşık olarak 

2 katına çıkma zamanı 35-50 saattir (Çakiris, 2012). 

 

3.2. Kullanılan Malzemelerin Sterilizasyonu 

Deneylerde kullanılan malzemeler, tek kullanımlık ve sterildir; kontaminasyonun 

oluşmaması için kapak bölümleri alüminyum folyoyla sarılmış şekilde, metal ve cam 

malzemelerin sterilizasyonu amacıyla kuru hava sterilizatöründe 180°C’de 2 saat, pipet 

uçları ve sıvı solüsyonlar için de 121ºC, 1,5 atm basınçta otoklavda 20 dk arındırma 

işlemleri yapılmıştır. Otoklavlanamayacak sıvılar için ise 0,22 mikron por çapında tek 

kullanımlık filtreler kullanılmıştır.  

 

3.3. Monosodyum Ürat Kristalleri 

Monosodyum ürat (İnvivogen ve CAS No: 1198-77-2) için çözücü olan Fosfat 

tamponlu salin solüsyonu (PBS) kullanılarak 5mg/ml ana stok ile 100 µg/ml ve 200 µg/ml 

ara stoklar hazırlanmıştır. Ana stok aliquatlanarak -20 ºC’de saklanmıştır. Uygun 

miktarda PBS ekleyerek dilüsyonlar hazırlanmıştır ve her kullanımdan önce 

vortekslenmiştir. Araştırmamızda THP-1 hücreleri MSU ile muamele edilerek 

inflamasyon oluşturulması sağlanmıştır. 
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3.4. Bortezomib 

 Bortezomib  (BioChemica-A7737, Almanya) çözücüsü olan dimetil sülfoksit 

(DMSO) kullanılarak 100 mM ana stok hazırlanmıştır. Hazırlanan ana stok 

aliquatlanarak -80 ºC’de saklanmıştır. Hücre kültüründe uygulanacak olan bortezomibin 

çalışma konsantrasyonları ana stoktan uygun miktarlarda seyreltmelerle taze olarak 

hazırlanmıştır.  

 

3.5. THP-1 İnsan Monositik Hücrelerinin Çoğaltılması  

İnsan monositik hücreleri (THP-1); %95 bağıl nem, %5 CO2, 37°C'de, %10 fetal 

sığır serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin (100 U/ml penisilin ve 100 mg/ml 

streptomisin) içeren RPMI-1640 medyumlu kültür ortamında çoğaltılmıştır.  

Sıvı azotta saklanan THP-1 hücre hattı içeren kriyo tüpler çıkarıldıktan sonra 

37°C’deki su banyosuna konulup eritildikten sonra 15 ml’lik falkona aktarılmıştır. 

Üzerine yavaşça kültür medyumu eklenip 1500 rpm’de 5 dakika süre ile santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası medyum uzaklaştırılmış ve %10 serum içeren taze 

medyumda flasklara dağıtılmıştır. Hücre hattı 37°C’de 5% CO2 içeren inkübatörlerde 

kültüre edilmiştir. Hücreler günlük olarak ışık mikroskobunda incelenerek flaskta %70-

80 oranında hücre yoğunluğuna ulaştıktan sonra pasajlanarak büyümesi sağlanmıştır. 

Süspansiyon kültür ortamı falkona alınarak 1250 rpm’de 5 dakika süre ile santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatan atılmış ve hücrelerin üzerine taze medyum 

eklenmiştir. Homojen dağılımı sağlanacak şekilde karıştırılıp hücre sayım cihazında 

(Cedex, Roche) sayımları yapılmış ve hücre canlılıkları hesaplanarak besiyeri içinde 

THP-1 hücrelerinin flasklara pasajı yapılmış ya da deneye alınmıştır (Karakuş, 2016). 

 

3.6. HUVEC -İnsan Umbilikal Ven Endotel Hücrelerinin Çoğaltılması  

 HUVEC hücreleri; %95 bağıl nem %5 CO2, 37°C'de, %10 FBS ve %1 penisilin-

streptomisin (100 U/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin) içeren Ham’s F-12 

medyumlu kültür ortamında çoğaltılmaktadır.  

 Sıvı azotta saklanan HUVEC hücre hattı içeren kriyo tüpler çıkarıldıktan sonra 

37°C’deki su banyosuna konulup eritildikten sonra 15 ml’lik falkona aktarılmıştır. 

Üzerine yavaşça kültür medyumu eklenip 1250 rpm’de 5 dakika süre ile santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası medyum uzaklaştırılmış ve %10 serum içeren taze 

medyumda 5x105 hücre içerecek şekilde 25 cm2 ’lik flasklara dağıtılmıştır. Hücre hattı 

37°C’de 5% CO2 içeren inkübatörlerde kültüre edilmiştir. Hücreler günlük olarak ışık 



 

33 

 

mikroskobunda incelenerek flaskta %70-80 oranında hücre yoğunluğuna ulaştıktan sonra 

pasajlanarak büyümesi sağlanmıştır. Flaskların üzerindeki medyum çekilip daha önce 

37°C’deki su banyosunda ısıtılmış 5 ml PBS ile yıkanmış, sonra tripsinizasyona (Tripsin-

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA))  maruz bırakılarak bu yapışkan özellikteki 

hücrelerin flaskın yüzeyinden sökülmesi sağlanmıştır. Sonra flaskın üzerine daha önce 

37 °C’deki su banyosunda ısıtılmış medyum eklenip 1250 rpm’de 5 dakika süre ile 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatan atılmış ve hücrelerin üzerine medyum 

eklenmiştir. Homojen dağılımı sağlanacak şekilde karıştırılıp hücre sayım cihazında 

(Cedex, Roche) sayımları yapılmış ve hücre canlılıkları hesaplanarak besiyeri içinde 

HUVEC hücrelerinin flasklara pasajı yapılmış ya da deneye alınmıştır (Karakuş, 2016). 

 

3.7. Hücrelerin Mikroskobik Ortamda İncelenmesi 

 THP-1 ve HUVEC hücrelerinin canlılıkları invert mikroskop aracılığıyla 

deneylerin her aşamasında kontrol edilmiştir. 

 

3.8. Hücrelerin Cedex Cihazında Sayımı  

   Hücre kültürü aşamalarında kuyucuklara hücrelerin eşit dağıtılması için hücreler 

sayılarak ekim yapıldı (Kösem, 2018). Hücrelerin canlılıkları ve sayımları otomatik hücre 

sayım cihazında (Cedex XS, Roche) Software 1.0.3 programı kullanılarak belirlenmiştir 

(Şekil 3.1). 

 Flasklarda bulunan HUVEC ve THP-1 hücreleri PBS ile yıkanmıştır. HUVEC 

hücreleri adhere hücre oldukları için flasktan 1X tripsin-EDTA ile kaldırılırken, THP-1 

hücreleri süspanse olmaları sebebi ile flasktan direk santrifüj tüpüne alınmışlardır. 

Santrifüj sonrasında hücre pelleti 1 mL besiyeri içinde homojen olarak seyreltildikten 

sonra 10 µL tripan mavisi solüsyonu ile 10 µL hücre süspansiyonu 10 sn homojen bir 

şekilde karıştırılmış sonrasında Cedex lamına (smart slide) bu karışımdan 10 µL 

aktarılmıştır. Hücre sayım cihazı (Cedex, Roche) ile cihaz protokollerine göre hücrelerin 

sayım işlemi gerçekleştirildikten sonra, seyreltme oranları göz önüne alınarak 

hesaplamalar yapılmış ve uygun sayılarda canlı hücreler ekilerek deneysel yöntemler 

gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 3. 1. Hücre sayım cihazı (Cedex, Roche) 

 

3.9. THP-1 ve HUVEC Hücrelerinde MTT Yöntemi İle Sitotoksisite Deneyleri 

 MSU ve bortezomibin HUVEC ve THP-1 hatlarındaki hücre canlılığı üzerindeki 

etkilerini değerlendirmek amacıyla MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide) yöntemi kullanılmıştır.  

 Günümüzde sitotoksisite, hücre canlılığı ve hücre proliferasyonunun belirlenmesi 

için birçok yöntem kullanılmaktadır. Günümüzde hücre proliferasyonu, hücre canlılığı 

ve sitotoksisite belirleme metodlarından en sık kullanılanı MTT analizidir. İn vitro 

koşullarda hücre canlılığını, metabolizmasını ve sitotoksisiteyi belirlemek için uygulanan 

bu test kantitatif ve kolorimetrik bir yöntemdir (Dikmen, 2017). 1983’te Mosmann 

tarafından geliştirilen bu yöntem, hücre canlılığı analizlerinin “altın standartı” olarak 

bilinmektedir. MTT sarı renkli bir formazan tuzdur. Prolifere olan hücreler mitokondriyel 

dehidrojenaz enzim aktivitesinin artmasıyla, MTT’yi suda çözünmeyen mor renkli 

formazan kristallerine dönüştürür. Bu formazan kristalleri izopropil alkolde veya 

DMSO’da çözünmektedir. Hücre metabolik aktivite gösterdiğinde daha çok 

mitokondriyal enzime bulunur ve daha çok tetrozilin tuzunu indirgeyeceği umulur. 

Formazon kristal oluşumunun daha fazla olduğu kuyularda daha koyu mor renk 

görülürken daha az olduğu kuyularda ise açık mor rengi görülmektedir. Çözücü (DMSO 

veya izopropil alkolde) ilavesi ile formazan kristallerinin yoğunluğuna bağlı olarak 

oluşan renk skalasına göre ölçüm yapılmaktadır. Formazan kristali, ölü hücrelerin 

varlığında oluşmamaktadır. Bu indirgenme sadece mitokondrial redüktaz enzimi 

aracılığıyla gerçekleştiği için canlı hücre sayısı formazanın oluşum miktarı ile doğru 

orantılıdır. Ardından spektrofotometrik olarak hücre canlılığı belirlenir ve kontrol grubu 

hücrelerinin canlılık değeri %100 kabul edilerek, madde uygulaması yapılan hücrelerin 
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canlılık değeri yüzde (%) olarak belirlenir (Mosmann, 1983; Erkekoğlu vd., 2021; Kalkan 

vd., 2016; Kısmalı ve Sel, 2012; Karakuş, 2016; Tokur ve Aksoy, 2007; Salman, 2018). 

% Canlılık = 
ö𝑟𝑛𝑒ğ𝑖𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑖

𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙ü𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑖
  x100 

 

 Hücreler Cedex (Roche) cihazında sayılmış ve 96 kuyucuklu plakalara (5x103 

hücre/ kuyucuk) HUVEC ve THP-1 hücreleri ekildikten sonra taze besiyeri ile %5 CO2 

ve 37°C altında hücreler inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda hücrelerin medyumu 

uzaklaştırılarak (THP-1 hücrelerinde uzaklaştırmadan) yerine; aynı plaka ve kuyucuklar 

kullanılarak MSU (100 µg/ml ve 200 µg/ml) ve bortezomibin farklı konsantrasyonlarını 

(10 nM,  100 nM, 1 µM, ve 10 µM) içeren medyumlar ilave edilmiştir (HUVEC hücreleri 

için n konsantrasyonda, THP-1 hücreleri için 2n konsantrasyonda hesaplanmıştır). 

Kontrol grubundaki hücrelere de %0.2 oranında DMSO içeren besiyeri uygulanmıştır. 

Çalışma solüsyonları her çalışma için yeniden hazırlanarak kullanılmıştır. Hücreler; 24 

veya 48 saat süreyle %5 CO2 ve 37°C altında inkübasyona bırakılmıştır. Her bir 

inkübasyon süresi sonunda, madde içeren medyum hücrelerden uzaklaştırılmış ve 

hücreler yeni medyum ortamında stok MTT çalışma solüsyonundan (0.5 mg/mL, 

HUVEC hücrelerine 10 µL, THP-1 hücrelerine 20 µL) ilave edilerek 3 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından, MTT çözeltisi içeren medyum ortamı hücrelerden 

uzaklaştırılarak (HUVEC hücreleri adhere oldukları için kuyucuklar direkt boşaltılarak; 

THP-1 hücreleri ise süspanse oldukları için kuyucuklar santrifüj edildikten sonra 

boşaltılarak), her kuyucuktaki hücrelerin üzerine çözücü olarak 100 µL DMSO ilave 

edilerek ve 15 dk beklendikten sonra mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga boyunda 

oluşan renk değişimlerinin optik yoğunlukları (absorbansları) okutulmuştur  (Şekil 3.2). 

Elde edilen absorbans değerleri, hücrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu değer de 

yaşayan hücre sayısı ile ilişkilendirilmiştir. Sonuçlar aşağıdaki hücre canlılık formülüne 

göre hesaplanıp % olarak belirlenmiştir. Elde edilen veriler ile grafikler oluşturulmuştur. 

Deneyler, birbirinden bağımsız olarak 3 kez gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 3. 2.  MTT deneyinin uygulamasının şematize edilmesi (Erkekoğlu vd 2021) 

 

3.10. THP-1 Hücrelerinde MSU Kristalleri Aracılı İnflamatuar Etkinin 

Belirlenmesi   

THP-1 hücrelerinde MSU kristallerinin inflamasyonun oluşup oluşmadığını 

belirlemek için MSU ile 24 saat muamele edilen THP-1 monosit ve THP-1 makrofaj 

hücrelerinde flow sitometride IL-1β ölçümleri yapılmıştır.   

THP-1 makrofaj hücreleri,  THP-1 monosit hücrelerinin Forbol 12-miristat 13-

asetat (PMA) (Katalog No: P8139, Sigma) ile farklılaştırılması ile elde edilmiştir. Bunun 

için THP-1 insan monosit hücreleri, 100 ng/mL PMA (%1 serumlu besiyeri içerisinde) 

ile 24 saat inkübasyona bırakılarak, makrofaj hücrelerine farklılaştırılmıştır. Deneylerden 

önce PMA’lı medyum ortamdan uzaklaştırılarak, hücreler 24 saat normal besiyerinde 

inkübasyona bırakılmıştır.  

Daha sonra 6 kuyucuklu plakada 500.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde kültüre 

edilmiş olan THP-1 monosit veya makrofaj hücreleri 100 µg/ml ve 200 µg/ml MSU 

konsantrasyonları ile 24 saat kültür şartlarında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 



 

37 

 

sonunda NLRP3 inflamazom aktivasyonunun bir belirteci olan IL-1β sitokin düzeyleri 

akış sitometri cihazı ile belirlenip analiz edilmiştir.  

Çalışmada LPS (Katolog No: L4391, Sigma) inflamasyon etkeni olduğu için pozitif 

kontrol amaçlı kullanılmıştır. Lipopolisakkaritler gram-negatif bakterilerin hücre 

duvarının karakteristik bileşenleridir. Böylece MSU konsantrasyonlarının inflamatuvar 

etkisi LPS ile karşılaştırılarak ileri deneylerde kullanılacak inflamatuvar etkili MSU 

konsantrasyonu belirlenmiştir (Zhang vd., 2014). 

 

3.11. Xcelligence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sisteminde (RTCA DP) Ko-Kültür 

Ortamında Hücre Proliferasyon Deneyi 

Çalışmamızda MTT yöntemiyle seçilmiş olan bortezomibin konsantrasyonlarının, 

MSU ile indüklenen/indüklenmeyen THP-1 monosit hücreleri ile HUVEC hücrelerinin 

ko-kültüre edildiği ortamda endotel hücre proliferasyonuna etkileri gerçek zamanlı analiz 

sistemince araştırılmıştır. HUVEC hücre proliferasyonu üzerine etkileri RTCA DP 

sistemi kullanılarak gerçek zamanlı bir şekilde kaydedilmiştir.  

RTCA ile hücre çoğalması, migrasyon, invazyon, sitotoksisite ve ko-kültür 

çalışmaları yapılabilmektedir. xCELLigence RTCA DP cihazı ile hücre sayısı, hücre 

morfolojsi, hücre bağlanması gibi parametreler elektriksel empedansa dayalı ölçümlerle 

hesaplanabilmektedir. RTCA-DP cihazı, altın elektrotlar ve hassas sensörler içeren özel 

plakaların (e-plate) tabanına hücrelerin tutunmasıyla oluşan elektriksel sinyali, belirlenen 

ölçüm aralıklarında ekrana aktarması yöntemiyle devamlı ve gerçek zamanlı veriler 

oluşturan bir cihazdır. Hücreler elektronik plakaya ekildikten sonra hücre indeksinin 

uygun düzeye gelmesi için inkübasyona bırakılır. İstenen aralıklarla e-plakadan cihaza 

aktarılan veriler, literatürde birimsiz “cell index (CI)” (hücre indeksi) olarak kabul edilen 

bir değer olarak hesaplanır. Hücre indeksi her hücrede farklı şekilde ve sürede artıp 

azalabilir (Görgülü, 2019; Dikmen vd., 2017; Bird ve Kirstein, 2009). E plaka 

kuyucuklarındaki hücrelerde proliferasyon arttıkça cihaza aktarılan sinyaller de paralel 

olarak artmaktadır (Artun, 2018; Limame vd., 2012).  

xCELLigence (ACEA Biosciences, San Diego, CA ve Roche Applied Science, 

Mannheim, Almanya) sistemi; gerçek zamanlı empedans tabanlı hücre analizörü, RTCA 

tek plaka yapısı ile entegre yazılım programını da içeren RTCA bilgisayarı ve tek 

kullanımlık bir e-plaka olmak üzere dört ana bileşenden meydana gelmektedir ( Ke vd,, 

2011). Elektrodlu e-plakaların zemininde yer alan mikro-elektrodlar aracılığıyla 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00044-016-1507-0#ref-CR5
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hücrelerin elektriksel empedans ölçümü gerçekleşmektedir. Bu ölçümü sayesinde; hücre 

canlılığı, hücre sayısı, hücre morfolojisi ve hareketiyle ilgili çeşitli biyolojik hücre 

durumları hakkında kantitatif veriler elde edilmektedir (Ke vd., 2011). RTCA sistemi, 

yapışan hücrelerin özel e-plakalardaki her bir kuyunun altında yer alan mikroelektrod 

sensörleriyle etkileşime girerek yapışmasını ve bu kuyularda oluşan empedans 

değişikliklerinin ölçümünü esas almaktadır. Sistemin temelini, tek kullanımlık ve gerçek 

zamanlı hücre empedansını ölçmek için tasarlanan e-plaka oluşturmaktadır. Her kuyucuk 

altında bulunan mikroelektrod sensörle yapışmış  olan hücrelere ait empedans ölçümü 

gerçekleşmektedir. Sistem tarafından devamlı olarak empedans ölçümü yapılır, bu veriler 

bilgisayara aktarılarak yazılım tarafından analizi gerçekleştiirlir (Kebapcı, 2018; Ke vd., 

2011). 

Bortezomibin hücre proliferasyonu üzerine aktiviteleri; RTCA-DP sistemi ve 

sisteme uyumlu 16 kuyucuklu E-plateler ve bu platelerle uyumlu E-plate insertler 

kullanılmıştır (Şekil 3.3) (Ke vd., 2011; Özkay vd., 2016). 

 
Şekil 3. 3. E-plate ve insert plakasının şematik olarak gösterilmesi 

 

Hücreler yeterince çoğaldığında, hücre canlılığının tespiti amacıyla Cedex 

cihazında sayımları yapılmıştır. Kullanılacak e-plakalara 100 µl/kuyucuk olacak şekilde 

hücre besiyeri (%10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin içeren Ham’s F-12) eklerek 

cihazın içine yerleştirilir ve medyum kaynaklı elektriksel değişim “background measure–

zemin ölçümü” olarak ölçülmüştür.  İlk okuma alındıktan sonra cihazdan e-plakalar 

çıkarılmıştır. E-Plakalara HUVEC hücreleri 10.000 hücre/kuyucuk (100 µl) olacak 

şekilde alt plakaya ekilmiştir. Plakalar 30 dk steril kabinde bekletildikten sonra tekrar 

cihaza yerleştirilmiştir.  
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İnsertlere de henüz E-plate ile birleştirilmeden önce, THP-1 hücreleri 50.000 

hücre/kuyucuk (100 µl) olacak şekilde ekilmiştir etüvde inkübasyona bırakılmıştır. E-

plate insert, bir insert bölümü (efektör hücrelerin ko-kültür için ekildiği) ve alt veri alıcı 

bir plaka (hedef hücrelerin proliferasyonu belirlenmek için ekildiği) ve bir plaka kapağı 

içerir (Şekil 3.3). İnsert kuyularının alt bölümünde ise ko-kültür hücrelerinin birbirine 

karışmasını engellemek için bir mikro gözenekli polietilen tereftalat (PET) membran yer 

almaktadır (Bird ve Kirstein, 2009; Engür Öztürk, 2020). 

HUVEC hücrelerin uygun hücre indeks değerlerine cihazda belirlendikten sonra, 

cihaz durdurulmuş alt plakada bulunan HUVEC hücreleri üzerine bortezomib 

konsantrasyonları (5 µM; 1 µM; 0,1 µM; 0,05 µM) uygulanmıştır. Ko-kültür sürecine 

hazır olan insert içinde bulunan THP-1 hücreleri üzerine de 200 µg/ml MSU ilave 

edilmiştir ve e-plate HUVEC hücreleri ile birleştirilmiştir. Ko-kültür ortamında e-plateler 

cihaza tekrar yerleştirildikten sonra program kaldığı yerden saatte 1 ölçüm alacak şekilde 

tekrar başlatılmıştır. Her bir kuyudaki elektrodlar aracılığıylaa HUVEC hücre 

proliferasyonu belirli aralıklarla kaydedilen “Cell Index” değerlerine göre analiz 

edilmiştir (Kaya, 2014; Engür Öztürk, 2020). RTCA DP ile elde edilen hücre indeks 

değerlerine göre MSU ile indüklenen inflamasyonlu ortamda HUVEC hücrelerinde 

bortezomibin 48. saatteki IC50 değeri RTCA DP Software 1.2.1 programı kullanılarak 

hesaplanmıştır (Çakiris, 2012; Varol, 2017; Engür Öztürk, 2020). 

HUVEC + THP-1 Ko-Kültür hücre grupları: 

 Kontrol grubu:  HUVEC+THP1 hücreleri (sadece medyum) 

 HUVEC + THP-1 + MSU (200 µg/ml) 

 HUVEC + THP-1 + MSU + Bortezomib (0.05 µM) 

 HUVEC + THP-1 + MSU + Bortezomib (0.1 µM) 

 HUVEC + THP-1 + MSU + Bortezomib (1 µM) 

 HUVEC + THP-1 + MSU + Bortezomib (5 µM) 

 

3.12. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sisteminde (RTCA DP) Migrasyon Deneyi  

Anjiyojenezin gerçekleşmesi için endotel hücrelerinin göç etmesi gerekmektedir. 

Bu nedenle bortezomibin sitotoksik olmayan dozlarının HUVEC hücre migrasyonu 

üzerine etkileri, RTCA DP sistemine uygun şekilde tasarlanan 16 kuyucuklu plakalar 

(CIM-16) ile belirlenmiştir. CIM-16 (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) 

kodlu bu plakalar; 3 parça ve 2 bölümden oluşmaktadır (Şekil 3.4). En altta bulunan 
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parçaya hücre hattının serum içeren besiyeri, altın kaplı elektrotlar bulunan orta parçaya 

ise serum içermeyen besiyeri içerisinde hücreler eklenmektedir. Hücrelerin içinde 

bulundukları serumsuz besiyeri ortamından, alt odacıktaki serumlu besiyeri ortamına 

geçişleri amaçlanır. Migrasyonu hızlı olan hücreler daha çok alt odacığa geçerek çoğalma 

eğilimi gösterirler ve geçiş esnasında cihaz tarafından sinyal alınır (Şekil 3.5 ve 3.6) (Bird 

ve Kirstein, 2009; Kaya, 2014; Engür Öztürk, 2020). 

                                    

 

Şekil 3. 4. CIM Plakasına Genel Bakış 

(A) CIM-Plaka bileşenleri. (B) CIM-Plaka detayı. Genişletilmiş görünüm, tek bir kuyucuk için üst 

ve alt bölmeleri gösterir. Üst bölmenin alt yüzeyi, hücrelerin içinden geçebileceği mikro gözenekli 

bir zardan oluşur. Bu zarın alt tarafındaki altın elektrotlar, yapışık hücrelerin varlığını tespit 

eder. (C) Altın biyosensörler, PET mikro gözenekli bir membrandan oluşan üst bölmenin alt 

yüzeyine kaplanmıştır. (https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-

analysis/rtca-microplates/rtca-cim-plates). 

 

 

https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-analysis/rtca-microplates/rtca-cim-plates
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-analysis/rtca-microplates/rtca-cim-plates
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Şekil 3. 5. RTCA DP Cihazının Çalışma Prensibi (Kaya, 2014) 

 

Migrasyon çalışması için CIM plakanın alt odacıklarına 160 µL serumlu medyum 

eklenmiş ve üst odacık ile alt odacık bir hamle de birleştirilmiştir.  Ardından üst 

odacıklara 20µL serumsuz medyum ilave edilmiştir. CIM plakalar 1 saat boyunca 

37oC’de etüvde inkübasyona bırakıldıktan sonra cihazda ilk ölçüm alınmıştır. Ölçüm 

alınmasını takiben her üst kuyucuğa HUVEC hücresi (2x104 hücre/kuyucuk) ekilmiştir 

ve hazırlanan bortozomib konsantrasyonları (5µM; 1µM; 0,1µM; 0,05µM) serumsuz 

besiyerinde uygulanmıştır. Ardından cihaza CIM plakalar yerleştirilmiş ve 24 saat 

boyunca 10 dk’da bir ölçüm alacak şekilde cihaz programlanmıştır (Varol, 2017; Kösem, 

2018; Engür Öztürk, 2020; Kaya, 2014).  

     HUVEC hücre grupları; 

 Kontrol grubu:  HUVEC (sadece medyum) 

 HUVEC + Bortezomib (0.05 µM) 

 HUVEC + Bortezomib (0.1 µM) 

 HUVEC + Bortezomib (1 µM) 

 HUVEC + Bortezomib (5 µM) 

 

Şekil 3. 6. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA) DP sistemi ve CIM-plate (16 kuyucuklu) plakanın 

parçaları (Varol, 2017) 



 

42 

 

Migrasyonun Morfolojik Analizi 

HUVEC hücre migrasyonunun, görsel olarak da belirlemesi için The Oris™ Cell 

Migration ölçüm kiti kullanılmıştır. Kit içeriğinde, hücre ekimi yapılırken tüm 96’lık 

kuyucuklarda aynı orta noktanın boş kalmasını sağlayan Oris™ Cell Seeding Stoppers ile 

birlikte bulunan özel bir plaka mevcuttur. Ekim yapıldıktan sonra kitin içinde bulunan 

Oris™ Stopper Tool isimli özel bir tarak ile stopperlar (tıpalar) çıkarıldıktan sonra, her 

kuyucukta hücreler için göç edebileceği eşit bir alan oluşmaktadır. İnkübasyon süreleri 

sonunda kuyucukların görüntüleri alınıp boş alana göç eden hücrelere göre migrasyon 

analizi yapılır (Kaya, 2014; Ravi vd., 2013). 

HUVEC hücreleri flasktan kaldırılarak hücre sayımı Cedex XS cihazı ile 

yapılmıştır. Her kuyucukta %1 FBS içeren 100 µl besiyeri içerisinde 5x103 hücre/kuyu 

olacak şekilde 96’lık özel plakada her kuyucukta yer alan stopperın kenarında oluşan dış 

halka şeklindeki bölgesine ekilerek 37°C'de hücrelerin plaka tabanına yapışmasına izin 

verilmiştir. Hücreler ekilerek 24 saat yapışmalarına müsaade edildikten sonra, Oris™ 

Stopper Tool yardımıyla stopperlar dikkatlice plakadan çıkarıldı. Kuyucuklardan besiyeri 

uzaklaştırılmış ve PBS ile kuyucuklar yıkanmıştır. Bortezomib konsantrasyonları (5µM; 

1µM; 0,1µM; 0,05µM) 100 µl serumsuz besiyeri içerisinde kuyucuklara dağıtılmıştır. 

Plakadaki hücreler 24 saatlik inkübasyona bırakılmıştır. 24. saatte Cytation 3 Cell 

Imaging Multi-Mode Reader ile kuyuların fotoğraf çekimleri yapılmıştır. Gruplara ait 

fotoğraf görüntüleri bulgular kısmında verilmiştir (Kaya, 2014; Ravi vd., 2013; Bartak 

vd., 2022). 

 

3.13. İnflamasyon Ortamında HUVEC Hücrelerinde Çizik (Yara İyileşme) Deneyi 

Yara iyileşme deneyi, hücre göçünü ve hücre-hücre etkileşimini incelemek için 

kullanılan bir laboratuvar tekniğidir. Aynı zamanda çizik deneyi olarak da bilinir, çünkü 

hücre tek tabakası üzerinde çizik yapılır ve mikroskopla düzenli aralıklarla görüntü 

yakalanır. Özellikle bir hücre tabakasının hücre göçünü yarı kantitatif olarak ölçmek için  

hücre göçü yaklaşımıdır. Çizik; mekanik, termal veya kimyasal hasar gibi çeşitli 

yaklaşımlarla yapılarak hücrelerin kapatması için hücresiz bir alan oluşturmaktır. 

Bu deneyle inflamasyonlu ortamda (MSU uygulanmuş THP-1 monosit hücrelerini 

içeren ortamda) bortezomib uygulanan gruplardaki hücrelerin migrasyon değişimi tespit 

edilmiş ve  yara kapanma durumları gözlemlenmiştir.  
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   HUVEC hücreleri %90-100 konfluense ulaşan hücreler 200 μL'lik bir pipet 

ucuyla çizilerek hücre hatları üzerinde yara iyileştirme kapasitesi araştırılmıştır. MSU ile 

inflamasyon oluşturulmuş THP-1 monosit hücreleri ile bortezomib konsantrasyonları (5 

µM; 1 µM; 0.1 µM; 0.05 µM) uygulanan HUVEC hücrelerinin ko-kültür ortamında  0. 

ve 24. saatlerdeki yara iyileşme durumları invert mikroskop altında gözlemlenmiş ve 

fotoğrafları alınmıştır 

Bu amaçla, 24 kuyulu plakalara ekilen HUVEC hücreleri (5x104 hücre/kuyucuk) 

24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından steril bir 200 μL'lik bir pipet ucu 

yardımıyla hücre tabakası düz bir şekilde çizilmiş ve besiyeri uzaklaştırılmıştır. 

Yapışmayan ve kalkan hücreleri ortamdan uzaklaştırmak için PBS ile kuyular nazikçe 

yıkanmış ve taze besiyeri içinde bortezomib konsantrasyonları (5 µM; 1 µM; 0.1 µM; 

0.05 µM) uygulanmıştır ve Kuyuların 0. saatteki fotoğrafları çekilmiştir. Bu kuyulara, 

daha önceden 25x105 THP-1 hücre/kuyucuk olarak ekilmiş ve MSU (200 µg/ml) ile 24 

saat stimüle edilmiş monosit içeren insertler hemen yerleştirilmiştir. Ko-kültür plakaları 

24 saat 37°C’de %5 CO2 içeren etüvde inkübasyona bırakılmış ve 24. saatlik inkübasyon 

sonunda insertler uzaklaştırılarak HUVEC hücrelerinin çizikli fotoğrafları çekilerek, yara 

kapanmada hücrelerin migrasyon durumları invert mikroskop altında gözlemlenmiş ve 

fotoğrafları alınmıştır (Alkaya, 2022; Chen vd., 2021). 

3.14. Akış Sitometride Annexin V-PI Yöntemi ile Apoptotik Etkinin Belirlenmesi 

Flow sitometre lazer kaynaklı florometre ile parçacık ışık yayılımı analizi 

bileşiminden oluşur. Flow sitometrede farklı moleküller, hücreler ve parçacıklar, düşük 

ve dik açılı ışık yayılımı kullanılarak büyüklük ve şekil olarak ayrılabilir. Bu hücreler, 

moleküller veya parçacıklar özel floresan işaretleyicilerle veya boya işaretli antikorlarla 

işaretlenebilir. Flow sitometri yardımıyla, floresan bir madde ile işaretlenmiş antikor 

kullanılarak apoptozda eksprese olduğu bilinen her hangi bir hücre yüzey proteininin 

saptanması mümkündür. Böylece apoptotik hücreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir 

olması, aşırı uzun zaman almaması ve kantitatif sonuç verebilmesi açısından klinikte 

apoptozun belirlenmesi açısından kullanışlıdır (Güleş ve Eren, 2008). 

  Floresan mikroskopi çalışmaları, hücre kültürü çalışmasında kullanıldığında, 

canlı hücre ile yaşayan hücrenin ayırımına olanak tanırlar.  Bu yöntemle hücrelerin ölü 

ya da canlı olduğu anlaşılabilir ama ölü hücrelerin apoptozla veya nekroz ile ölüp 

ölmediklerinin ayrımı, nukleus morfolojisine bakılarak yapılır. Membran lipidlerinden 
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biri olan fosfatidilserin (PS) canlı hücrelerde hücre zarının sitoplazmik yüzünde 

bulunmamaktadır. Apoptotik hücrelerde hücre zarında meydana gelen değişiklikler ile 

birlikte hücre apoptoza giderse; sağlıklı hücre zarlarının iç kısmında bulunan 

fosfatidilserinler hücre zarının dış yüzüne transloke olarak hücrenin dış kısmına 

çıkmaktadır. Bu translokasyon, hücre membran bütünlüğünün bozulmadığı apoptotik 

hücre ölümünün erken dönemlerinde gerçekleşir. Hücre membranının dış yüzeyine 

yerleşen PS’ye bağlanan Annexin-V, floresan bir maddeyle işaretlenerek apoptotik hücre 

görünür hale getirilmektedir. Propidyum iyodid (PI) ise, çift sarmallı RNA ya da DNA’ya 

bağlanmasından dolayı membran yapısı bozulduğu geç apoptotik ve nekrotik hücrelerin 

tespitinde kullanılmaktadır (Zhang vd., 1997; Kopman vd., 1994; Gatti vd., 1998). 

Annexin V-FITC (green fluorescence- Floresan izotiyosiyanat) ve non-vital boya olan 

propidium iodide (red fluorescence) ile aynı zamanda boyanan hücreler, canlı hücreler 

(Annexin V - /PI-  ), erken apoptotik hücreler (Annexin V+ / PI -), geç apoptotik hücreler 

(Annexin V+ / PI +) ve nekrotik hücrelerin (Annexin V- /PI +) birbirinden ayırt 

edilmesine izin verir (Dikmen, 2017; Overbeeke vd., 1998). 

2D Kültür için: 

HUVEC hücreleri besiyeri ortamında, %5 CO2, 37°C’de inkübatörde kültüre 

edilmiştir. Hücrelerin yeterince çoğalması beklendikten sonra hücre sayımı yapılarak 

HUVEC hücreleri  24 kuyucuklu plakaya besiyeri ortamında hücre 2x105 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde ekilmiştir. Hücreler 24 saat inkübasyona bırakılarak zemine tutunmaları 

sağlanmıştır. İnkübasyondan sonra plakadaki HUVEC hücrelerine bortezomib 

konsantrasyonları (5 µM; 1 µM; 0.1 µM; 0.05 µM) ve 200 µg/ml MSU uygulanmıştır. 

Daha sonra HUVEC hücreleri plakası 48 saat etüvde inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda hücre sitometrisinde gerekli ölçümler kit prosedürleri uygulanarak 

yapılmıştır.   

HUVEC hücre grupları: 

 HUVEC (Kont. medyum)  

 HUVEC + MSU (+)  

 HUVEC + MSU+ Bort. 0,05 µM  

 HUVEC + MSU+ Bort. 0,1 µM  

 HUVEC + MSU+ Bort. 1 µM  

 HUVEC + MSU+ Bort. 5 µM  
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Ko-Kültür için: 

Ko-kültür çalışmalarında 2 hücrenin aynı ortamda yaşayabilmesi için alt ve üst 

odacıkları birbirinden ayıran 0.4 µm çapta gözenekleri bulunan bir zar içeren özel ko-

kültür plakaları kullanılmıştır. Alt odacığa HUVEC hücreleri ve üst odacığa THP-1 

monosit hücreleri belirli sayılarda ekimi yapılarak ko-kültür modeli oluşturulmuştur. 

Deneyler 24 kuyucuklu ko-kültür plakası kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Deneylerde 

paralelliğin sağlanması için; her deneyde alt odacığa ekilmiş olan HUVEC hücre 

sayısının 5 katı miktarda THP-1 hücresi üst odacığa ekilmiştir. Bu doğrultuda 24 

kuyucuklu plakalarda üst odacıkta THP-1 hücre sayısı 106 iken alt odacıkta HUVEC 

hücresi 2x105 olarak ekilmiştir. 

HUVEC hücreleri 24 kuyucuklu plakaların alt odacığına besiyeri ortamında hücre 

2x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilmiştir. Hücreler 24 saat inkübasyona bırakılarak 

zemine tutunmaları sağlanmıştır. Ayrı bir şekilde insert (üst kuyucuk) plakaya THP-1 

hücre sayısı 106 olarak ekilmiş ve inkübasyona bırakılmıştır.  İnkübasyondan sonra alt 

plakadaki HUVEC hücrelerine bortezomib konsantrasyonları (5 µM; 1 µM; 0.1 µM; 0.05 

µM) uygulanmıştır. Daha sonra THP-1 içeren üst plaka, HUVEC içeren alt plaka ile 

birleştirilerek ko-kültür ortamı elde edilmiş ve THP hücreleri üzerine MSU (200µg/ml) 

uygulanarak ko-kültür plakası 48 saat etüvde inkübasyona bırakılmıştır.  

HUVEC hücre grupları: 

 HUVEC +THP (Ko-Kültür Kont.)  

 HUVEC + THP + MSU(+)  

 HUVEC + THP + MSU(+) Bort. 0,05 µM  

 HUVEC + THP + MSU(+) Bort. 0.1 µM   

 HUVEC + THP + MSU(+) Bort. 1 µM  

 HUVEC + THP + MSU(+) Bort. 5 µM  

Bu çalışmada apoptotik etkinin belirlenmesi amacıyla Annexin-V Apoptosis 

Detection Kit (Katolog no: 556547, BD) kullanılmış ve kit protokolü uygulanmıştır. 

Çalışmada yukarıda açıklanan 2D kültür ve ko-kültür deney seti oluşturulmuştur. 48 saat 

boyunca inkübe edilmiş tekli ve ko-kültür hücre gruplarından, HUVEC hücreleri, 

tripsinizasyon ile hızlıca kaldırılarak toplanmış ve 1200 rpm’de 5 dk satrifüj edildikten 

sonra supernatant ortamdan uzaklaştırılmıştır. Kalan hücre peleti 2 ml soğuk PBS ile iki 

kez yıkanmıştır. Daha sonra kalan pellet 100 µl PBS ile tekrardan suspanse edilerek 
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ependorfa alınmıştır. Ayrı bir ependorfa 5 μl Annexin V ve 5 μl PI karşılıklı olarak ilave 

edilikten sonra resüspanse edilen hücreler eklenmiştir. Karanlıkta ve oda sıcaklığında 20 

dk inkübasyonun sonunda tüplere 250 μl “Annexin V bağlama tamponu” ilave edilerek 

30 dk içinde grupların apoptotik okumaları akış sitometri cihazı (Accuri C6, BD) ile 

yapılmıştır. 

 

3.15. Akış Sitometride Kaspaz-3 Aktivasyonun Belirlenmesi 

      Kaspazlar gerek mitokondriyal apoptozda, gerekse ölüm reseptörleri yolunda rolü 

olan proteazlardır (Kaufmann ve Hengartner, 2001). Kaspaz-3; kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile 

etkileşim halindedir. Kaspaz-3, pek çok proteinin spesifik yıkılımından sorumlu olan bir 

ölüm proteaz enzimidir. Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasında yer alan kaspazlardan olup 

hem dışsal (apoptotik) hem de içsel (mitokondriyal) apoptotik yolak üzerinden 

aktifleşebilmektedir. Kaspaz-3, kromatin kondensasyonundan, DNA 

fragmentasyonundan ve hücre iskeletine ait proteinlerin yıkımından sorumludur. Bu 

nedenle bir hücrede apoptozun varlığının en önemli göstergelerinden biri, ilgili hücrede 

kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesidir (Slee vd., 2001; Engür vd., 2016, Gökhaner, 

2018).  

 Çalışmamızda kaspaz-3 aktivitesi akım sitometri yöntemi ile değerlendirilmiştir. 

Kaspaz-3 aktivitesini tespit etmek için ilgili kitin (PE Active Caspase-3 Apoptosis Kiti, 

Katalog no: 550914, BD) protokolü uygulanmıştır. Çalışmada 3.14’te açıklanan 2D 

kültür ve ko-kültür deney setleri oluşturulmuştur. 48 saat boyunca inkübe edilen tekli ve 

ko-kültür hücre gruplarından HUVEC hücreleri tripsin ile kaldırılmış ve 1250 rpm’de 5 

dakika satrifüj edilerek süpernatant ortamdan uzaklaştırılmıştır. Kalan hücre peleti soğuk 

PBS ile 2 kez yıkandıktan sonra tüplerdeki süpernatant dökülmüş ve pelletin üzerine 

hücrelerin geçirgenliğini sağlamak ve fikse etmek amacıyla, 500 µL cytofix/cytoperm 

solüsyonu eklenerek 20 dk buzun içinde bekletilmiştir. Daha sonra 1250 rpm’de 5 dk 

santrifüj edilmiş ve pellet 500 µL “perm wash” ile 2 kez yıkanmıştır. Son yıkamanın 

ardından hücre pelleti 50 µL perm wash ile resüspanse edildikten sonra 10 µL antibody 

(PE Rabbit Anti kaspaz-3) eklenerek oda ısısında 30 dk inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyondan sonra her bir tüpe 1000 µL perm wash eklenerek santrifüj edilmiştir. 

Süpernatant uzaklaştırılmasını takiben herbir örneğin pelleti 350 µL perm wash ile flow 

tüpüne aktarılmış ve akış sitometri cihazında (BD Accuri C6) tüpler okutularak analiz 

edilmiştir. (Engür Öztürk, 2020; Dikmen, 2017; Gökhaner, 2018). 
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3.16. Akış Sitometride JC-1 Boyama Yöntemi İle Mitokondrial Membran 

Bütünlüğünün Belirlenmesi 

Apoptozda mitokondriyal bozukluğu belirleyen 2 önemli faktör ortaya 

konmuştur; membran potansiyelinin kaybolması ve mitokondri zarının geçirgenliğinin 

değişmesi (Chen vd., 2008). Mitokondriyal membran potansiyelinin tespiti amacıyla JC-

1 (5,5’, 6,6’-tetrachlo-1,1’, 3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) 

kullanılmakta olup bu boya katyonik voltaj bağımlı bir boyadır. JC-1, hücrelerde 

mitokondriyal membran potansiyelini ölçülmesine aracılık eder ve bu şekilde 

mitokondriyal membran potansiyelinin polarizasyon durumunu gösterir (Engür Öztürk, 

2020; Iijima, 2006). Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybolması apoptozun 

önemli bir belirteci olarak bilinmektedir (Yao vd., 2007). 

Hücrelerin mitokondriyal membran bütünlüğünün tespit edilmesi amacıyla 

mitokondriyal membran potansiyeli belirleme kitinden (Katalog no: 551302, BD) 

yararlanılmıştır. Çalışmada 3.14’te açıklanan 2D kültür ve ko-kültür deney setleri 

oluşturulmuştur. 48 saat inkübe edilen tekli ve ko-kültür hücre gruplarında bulunan 

HUVEC hücreler hızlıca tripsinizasyon ile kaldırıldıktan sonra 1250 rpm’de 5 dakika 

satrifüj edilmiş ve süpernatant ortamdan uzaklaştırılmıştır. Kit içerisinde bulunan 

bileşenler, her bir tüpe protokole uygun şekilde konulmuş ve elde edilen çalışma 

solüsyonu da tüpe eklenerek 15 dk 37°C’de etüvde inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyondan sonra kit içerisindeki 1000 µl Assay solüsyonu ile hücreler yıkanmıştır. 

Yıkama sonrası, hücreler 250 µl Assay solüsyonu ile resüspanse edilmiş ve akış sitometri 

cihazında (Accuri C6, BD) okumaları yapılarak analizi gerçekleştirilmiştir. 

 

3.17. Akış Sitometride Sitokin Düzeylerinin Belirlenmesi 

 Flow sitometre lazer kaynaklı florometre ile parçacık ışık yayılımı analizi 

bileşiminden oluşur. Flow sitometrede farklı moleküller, parçacıklar ve hücreler, düşük 

ve dik açılı ışık yayılımı kullanılarak şekil ve büyüklük olarak ayrılabilir. Bu hücreler, 

parçacıklar veya moleküller özel floresan işaretleyicilerle yada boya işaretli antikorlarla 

işaretlenebilir (Güleş ve Eren, 2008). 

MSU kristalleri ile inflamatuvar ortamda kültüre edilen ve bortezomib 

konsantrasyonları (5 µM; 1 µM; 0.1 µM; 0.05 µM) uygulanan HUVEC hücrelerinde 

sitokinlerin seviyeleri, uygun kit protokolleri uygulanarak akım sitometride ölçülmüştür.  
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Çalışmada 3.14’te açıklanan 2D kültür ve ko-kültür deney setleri oluşturulmuştur. 48 saat 

inkübasyondan sonra tekli ve ko-kültür hücre gruplarında bulunan HUVEC hücreleri, 

tripsinizasyon ile hızlıca kaldırılarak toplanmış ve 1250 rpm’de 5 dk satrifüje edildikten 

sonra süpernatant ortamdan uzaklaştırılmıştır.  48 saatlik inkübasyon süreleri sonunda 

toplanan süpernatantlardan TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 ve  IL-10 sitokin seviyeleri flow 

sitometri yöntemi kullanılarak belirlenerek analiz edilmiştir (Engür Öztürk, 2020; Klück 

vd., 2021). 

 

3.17.1. İnterlökin 1-beta (IL-1β) sitokin analizi 

Hücrelerde IL-1β seviyelerini belirlemek için antikora uygun olan fiksasyon ve 

permeabilizasyon protokolü uygulanmıştır. Çalışma FITC anti-human IL-1β Antibody 

(Katalog No: 508206) kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

HUVEC ile THP-1 hücreleri ile oluşturulan ko-kültür gruplarından inkübasyon 

süreleri sonunda HUVEC hücreleri kaldırılarak toplanmış ve 1250 rpm’de 5 dk satrifüj 

edildikten sonra süpernatant ortamdan uzaklaştırılmıştır. Hücrelerin fiksasyon ve 

permeabilizasyonu amacıyla 500 µl cytofix/cytoperm solüsyonu (Katalog no: 550914, 

BD) eklenerek tüpler 20 dk buz içinde bekletilmiştir. Daha sonra 1250 rpm de 5 dk 

santrifüj edilmiş ve pellet 500 µl PBS ile 2 kez yıkanmıştır. Son yıkamayı takiben hücre 

pelleti PBS içinde 5 µl antibody ile 30 dakikalık inkübe edilmiş ve PBS ile yıkama 

yapıldıktan sonra örnekler akış sitometri cihazında (Accuri C6, BD) okutularak analiz 

edilmiştir. 

 

3.17.2. TNF-α, IL-6, IL-8 ve IL-10 sitokin analizleri 

Antiinflamatuar etkileri değerlendirmek için, HUVEC hücreleri ile THP-1 

hücreleri ile oluşturulan ko-kültür gruplarında inkübasyondan sonra toplanan hücre 

süpernatantlarından sitokin (TNF-α, IL-6, IL-8, IL-10) seviyeleri ilgili kitlerin 

protokolleri uygulanarak akış sitometri yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. Çalışmada  

PE anti-human TNF-α (Beckman Coulter LOT:200049), PE anti-human IL-6 (Invitrogen 

LOT:2489227), PE anti-human IL-8 (Invitrogen LOT:2489227) ve PE anti-human IL-10 

(Invitrogen LOT: 2265361) kiti kullanılmıştır (Engür Öztürk, 2020). 

Çalışmada 3.14’te açıklanan 2D kültür ve ko-kültür deney setleri oluşturulmuştur. 

48 saat inkübasyondan sonra tekli ve ko-kültür hücre gruplarında HUVEC hücreleri, 

tripsinizasyon ile hızlıca kaldırılmış ve 1250 rpm’de 5 dk satrifüj edilmiş, süpernatant 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. Kalan hücre peleti 2 kez 2 ml soğuk PBS ile yıkanmıştır. Son 
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yıkamayı takiben kalan hücre pelleti PBS ile tekrar suspanse edilerek sitokin 

ölçümlerinde kullanılmıştır. Her sitokin ve deney grupları için ayrı ependorflar 

kullanılmıştır. Sitokinlerin ölçümü için (TNF-α, IL-6, IL-8 ve IL-10), antikorlardan ayrı 

ependoflara 5 µL konulup, üzerine 100 µl PBS ile resüspanse hücre eklenmiştir. 20 

dakika’lık inkübasyonun ardından akış sitometri cihazında (Accuri C6, BD) okunarak 

analiz edilmiştir (Engür Öztürk, 2020). 

 

3.18. İstatistiksel Değerlendirmeler 

 Veriler Microsoft Office Excel’de hesaplanarak oluşturulmuştur. Absorbans 

değerlerine göre % canlılık oranları Excel formülü ile hesaplanmıştır. İstatistiksel 

analizler Graphpad Prism 9 yazılım programında gerçekleştirilmiştir. Analizlerde hücre 

kontrol grubunun canlılık değeri %100 kabul edilmiş olup bu değer üzerinden diğer 

kuyucukların % canlılık verileri hesaplanmıştır (n=8). Ortalama ± standart sapma (Ort ± 

SS) değerleri hesaplanıp, tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc (Tukey) testi 

kullanılmıştır. Anlamlılık değerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05* fark var, p<0.01** önemli 

derecede fark var, p<0.001*** çok önemli derecede fark var olarak değerlendirilmiştir. 
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4. BULGULAR VE YORUM 
 

Bu tez çalışmasında İnsan monositik hücreleri (THP-1) ve İnsan umbilikal ven 

endotel hücreleri (HUVEC) kullanılmıştır. Uygun besiyerlerinde çoğaltılan hücre 

hatlarına ait THP-1 hücrelerinin süspansiyon kültür ortamı ile adheren olan HUVEC 

hücrelerinin ışık mikroskop görüntüsü aşağıda görülmektedir (Şekil 4.1). 

            

Şekil 4. 1. THP-1 (solda) ve HUVEC (sağda) hücrelerinin mikroskobik görüntüsü (4X) 

 

4.1. THP-1 ve HUVEC Hücrelerinde Bortezomib ve MSU Konsantrasyonlarının 

Sitotoksik Etkileri 

THP-1 ve HUVEC hücrelerinde sitotoksik etkilerini belirlemek amacıyla 

bortezomib (0.01 µM; 0.1 µM; 1 µM ve 10 µM) konsantrasyonları uygulanmış ve MTT 

yöntemi ile 24 ve 48 saatlik inkübasyonlar sonucunda hücre canlılığına olan etkisi 

araştırılmıştır. MSU (100 µg/ml ve 200 µg/ml) ve LPS (100 ng/ml) konsantrasyonları ile 

oluşturulan inflamatuar etkideki hücre canlılığı da değerlendirilmiştir. Elde edilen 

absorbans değerleri, hücrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu değer de yaşayan 

hücre sayısı ile ilişkilendirilmiştir. Sonuçlar % canlılık olarak hesaplanmıştır (Dikmen, 

2017). 
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Şekil 4. 2. Bortezomib konsantrasyonlarının THP-1 hücrelerinde MTT yöntemine göre hesaplanan 24. ve 

48. saatteki % hücre canlılık değerleri ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi (Kontrol: %0.2 

DMSO, Ort ± SS, p>0.05 fark yok, p<0.05* fark var, p<0.01**anlamlı fark var,  p<0.001*** 

önemli derecede fark var, p<0.0001****  çok önemli derecede fark var ) 

 

Bortezomib uygulanan THP-1 hücrelerinde % hücre canlılık değerleri, kontrole 

göre 0.01, 0.1, 1 ve 10 µM bortezomib konsantrasyonlarında 24. saatte sırasıyla; %73.59; 

69.22; 64.31; 59.6 ve 48. saatte de sırasıyla %88.86; 64.12; 58.7; 54.6 olarak 

hesaplanmıştır. İstatistiksel anlamlılık değeri de kontrole göre hem 24. saatte hem de 48. 

saatte 10 µM bortezomib uygulanan gruplarda p<0.0001;  48. saatte 0.01 µM bortezomib 

uygulanan grupta p<0.01 olarak belirlenmiştir. MSU (100 µg/ml ve 200 µg/ml) ve LPS 

(100 ng/ml) konsantrasyonlarında da kontrole göre THP-1 hücre canlılığı 24. saatte 

sırasıyla;  %87.61; 80.74; 81.74 ve 48. saatte de sırasıyla %97.9; 79.12; 66.76 olarak 

bulunmuştur. İstatistiksel anlamlılık değeri de kontrole göre 24. saatte 100 µg/ml MSU 

için p<0.01; LPS (100 ng/ml) için de p<0.001 olarak belirlenmiştir.  48. saatte ise 200 

µg/ml MSU için p<0.001 ve LPS (100 ng/ml) için  p<0.0001 olarak bulunmuştur. MTT 

sonuçlarına göre, THP-1 hücrelerinde bortezomibin sitotoksik etkileri istatistiksel olarak 

incelendiğinde hem 24 hem de 48 saat inkübasyon sürelerinde hücre canlılığını %50’nin 

altına düşürmediği, ancak THP-1 hücrelerinde bortezomibin sitotoksik etkilerinin 

konsantrasyon ve inkübasyon süresinin artışına bağlı olarak artmış olduğu görülmüştür. 

İstatistiksel olarak incelendiğinde MSU ve LPS’nin de THP-1 hücrelerinde hem 24 hem 
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de 48 saat inkübasyon sürelerinde hücre canlılığını %50’nin altına düşürmediği 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.2 ve Tablo 4.1). 

 
Tablo 4. 1. Bortezomib konsantrasyonlarının, THP-1 hücre hattında MTT yöntemine göre hesaplanan 24. 

ve 48. saatlerdeki % canlılık değerleri ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi (Kontrol değeri 

%100 kabul edilmiştir; n=8, Ort ± SS) 

 
% Canlılık Değerleri (Kontrol % 100) 

Grup Adı 24. saat 48. saat 

B4 (0.01µM) (73,59 ± 8,9) (88,86 ±6,1)** 

B3 (0.1µM) (69,22 ± 6,17) (64,12 ±  3,28) 

B2 (1µM) (64,31 ± 4,56)  (58,7 ± 3,97) 

B1 (10µM) (59,6 ± 4,19) **** (54,6 ±  4,72)**** 

M1 (100µg/ml) (87,61 ± 4,24)** (97,9 ± 10,5) 

M2 (200µg/ml) (80,74 ± 11,45)  (79,12 ±  10,53)*** 

LPS (100 ng/ml) (81,74 ± 9,68)*** (66,76 ± 4,08)**** 

 

THP-1 hücrelerinde bortezomib konsantrasyonlarının MTT yönteminin 

sonuçlarına göre hesaplanan % hücre canlılık değerleri Tablo 4.1’de verilmiştir.                                                               

 

Şekil 4. 3. Bortezomib konsantrasyonlarının HUVEC hücrelerinde MTT yöntemine göre hesaplanan 24. ve 

48. saatteki % hücre canlılık değerleri ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi (Kontrol: %0.2 

DMSO, Ort ± SS, p>0.05 fark yok, p<0.05* fark var, p<0.01**anlamlı fark var,  p<0.001*** 

önemli derecede fark var, p<0.0001****  çok önemli derecede fark var ) 
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Bortezomib uygulanan HUVEC hücrelerinde 24. saatte  % hücre canlılık değerleri 

kontrole göre 0.01, 0.1, 1 ve 10 µM bortezomib konsantrasyonlarında sırasıyla; %99.51; 

81.69; 77; 75.7 ve 48. saatte de sırasıyla %79.02; 63.73; 56.4; 50.1 olarak hesaplanmıştır. 

İstatistiksel anlamlılık değeri kontrole göre 24. saatte 10 µM, 48. saatte 0.01 µM 

bortezomib uygulanan gruplarda p<0.001 olarak belirlenmiştir. MSU (100 µg/ml ve 200 

µg/ml) ve LPS (100 ng/ml) konsantrasyonlarında da kontrole göre HUVEC hücre 

canlılığı 24. saatte sırasıyla; % 62.13; 56.33; 86.12 ve 48. saatte de sırasıyla %74.9; 62.03; 

82.2 olarak bulunmuştur. İstatistiksel anlamlılık değeri kontrole göre 24. ve 48. saatlerde 

MSU (200 µg/ml) grupları için p<0.0001, LPS (100 ng/ml) için de p<0.001 olarak 

bulunmuştur. MTT sonuçlarına göre, HUVEC hücrelerinde bortezomibin sitotoksik 

etkileri istatistiksel olarak incelendiğinde hem 24 hem de 48 saat inkübasyon sürelerinde 

hücre canlılığını %50’nin altına düşürmediği, ancak HUVEC hücrelerinde bortezomibin 

sitotoksik etkilerinin konsantrasyon ve inkübasyon süresinin artışına bağlı olarak artmış 

olduğu görülmüştür. İstatistiksel olarak incelendiğinde MSU ve LPS’nin de HUVEC 

hücrelerinde hem 24 hem de 48 saat inkübasyon sürelerinde hücre canlılığını %50’nin 

altına düşürmediği gözlemlenmiştir (Şekil 4.3 ve Tablo 4.2).  

HUVEC hücrelerinde bortezomib konsantrasyonlarının MTT yönteminin 

sonuçlarına göre hesaplanan % hücre canlılık değerleri Tablo 4.2’de verilmiştir 

 

Tablo 4. 2. Bortezomib konsantrasyonlarının, HUVEC hücre hattında MTT yöntemine göre hesaplanan 

24. ve 48. saatlerdeki % hücre canlılık değerleri ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi 

(Kontrol %100 kabul edilmiştir; n=8, Ort ± SS) 

 
% Canlılık Değerleri (Kontrol % 100) 

Grup Adı 24. saat 48. saat 

B4 (0.01µM) 99,51 ± 11,7 (79,02 ±15,82)*** 

B3 (0.1µM) 81,69 ± 6,2 (63,73 ± 2,93) 

B2 (1µM) (77 ± 12,23) (56,4 ± 1,7) 

B1 (10µM) (75,7 ± 6,51)*** (50,1± 9,89) 

M1 (100µg/ml) (62,13 ± 2,81) (74,9 ± 3,54) 

M2 (200µg/ml) (56,33 ± 1,6)**** (62,03 ± 1,93)**** 

LPS (100 ng/ml) (86,12 ± 5,34)*** (82,2 ± 6,96)*** 
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MTT sonuçlarına göre, bortezomib gruplarında HUVEC hücre canlılığı en fazla 

24. saat inkübasyonda 0,01 µM ve 0,1 µM konsantrasyonlarda olduğu belirlenmiştir. 

Özellikle hem THP-1 hem de HUVEC hücrelerinde sitotoksik etkilerinin konsantrasyon 

ve inkübasyon artışına bağlı olarak artmış olduğu görülmüştür.         

Proteazom inhibitörleri; çoklu sinyal iletimini, proteazomların fonksiyonlarını 

inhibe ederek engellemektedirler (Kupperman vd., 2010; Engür ve Dikmen, 2017). 

Literatürde THP-1 hücreleri ve bortezomibin kullanıldığı kısıtlı sayıda in vitro çalışma 

bulunmaktadır. Bortezomib ile yapılan bir çalışmada, primer monosit hücrelerinde MTT 

yöntemi ile hücre canlılığı incelenmiş ve bortezomibin 400 nM (0.4 µM) konsantrasyon 

uygulamasında (4 saatlik inkübasyon) canlılığı kontrole göre yaklaşık yüzde 50’nin altına 

düşürdüğü ve IC50 konsantrasyonunun 274.0 ± 3.6 nM olduğu bildirilmiştir (Liu vd., 

2019). Yapılan başka bir çalışmada, THP-1 hücrelerinde bortezomibin 0-1000 nM 

konsantrasyon uygulmasında hücre canlılığının kontrole göre %80’in altına düşmediği 

belirlenmiştir (Choy vd., 2015). Hücre canlılığını değerlendirmek için HUVEC 

büyümesinin, 24, 48 ve 72 saat boyunca çeşitli konsantrasyonlarda (5, 10 ve 20 nM) 

bortezomib varlığında MTT yöntemi kullanılarak değerlendirildiği bir çalışmada (Wang 

vd., 2012) HUVEC hücrelerinde bortezomibin sitotoksik etki gösterdiği aktarılmıştır. 

Farklı bir çalışmada ise Roccaro ve arkadaşları (2006) MTT testi ile 24 saatlik 

inkübasyonun değerlendirildiği HUVEC hücrelerinde bortezomibin sitotoksisiteyi 

tetiklemediğini göstermişlerdir. Yapılan başka bir hücre canlılığını belirleme 

çalışmasında ise 50 nM bortezomib konsantrasyonunun hücre canlılığını %50’nin altına 

indirmediği bildirilmiştir (Chu vd., 2017). Çalışmamızda MTT yönteminde elde edilen 

sonuçlar, bu sonuçlarla uyumluluk göstermektedir.   

 

4.2. THP-1 Hücrelerinde MSU Kristalleri Aracılı İnflamatuar Etkinin 

Belirlenmesi   

THP-1 hücrelerinde MSU kristalleri aracılı inflamatuar etkiyi araştırmak için 6 

kuyucuklu plakada inflamasyon deneyleri gerçekleştirilmiştir. THP-1 monosit ve THP-1 

makrofaj hücrelerinde MSU’nun inflamasyon üzerine etkisi LPS ile karşılaştırılmıştır. 

THP-1 monosit ve makrofaj hücreleri 100 µg/ml ve 200 µg/ml MSU ile 24 saat muamele 

edilmiştir. LPS (100 ng/ml ) ise pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Akış hücre sitometri 

cihazı ile NLRP3 inflamazom aktivasyonunda etkili bir parametre olan IL-1β ölçümü 

yapılmıştır (Şekil 4.4). 
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THP Kontrol 

 

 

THP MSU             

(100 µg/ml) 

 

 

THP MSU               

(200 µg/ml) 

 

 

THP Pozitif Kontrol 

(LPS) 

 

  

THP Makrofaj MSU 

(100 µg/ml) 

 

 

THP Makrofaj MSU 

(200 µg/ml) 

 

 

THP Makrofaj Pozitif 

Kontrol (LPS) 

 

Şekil 4. 4. THP-1 monosit ve makrofaj hücrelerinde akış sitometri yöntemi ile belirlenen IL-1β seviyeleri 

 

Tablo 4. 3. THP-1 monosit ve makrofaj hücrelerinde akış sitometri yöntemi ile belirlenen IL-1β’nın yüzde 

seviyeleri 

Hücre Deney grubu 
IL-1β (%) 

R4 (-) R5 (+) 

THP-1 Monosit 

MSU 100µg/ml 85.5 14.5 

MSU 200µg/ml 51.6 48.2 

Pozitif Kontrol (LPS) 42 57.9 

THP-1 Makrofaj 

MSU 100µg/ml 84.4 15.5 

MSU 200µg/ml 84.9 15.1 

Pozitif Kontrol (LPS) 76.8 23.1 

 

THP-1 monosit ve makrofaj hücrelerinde MSU (100 ve 200 µg/ml) aracılı 

oluşturulan inflamatuar etkinin belirlenmesi için hücre akım sitometride  IL-1β (+) 
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düzeyleri analiz edilmiş ve LPS (100 ng/ml) sonuçları ile karşılaştırılarak MSU’nun 

inflamasyon etkili konsantrasyonu, diğer deneylerde kullanılmak üzere belirlenmiştir. 

LPS aracılı oluşturulan inflamatuar tepkinin belirteç sitokinlerinden IL-1β’nın flow 

sitometrisinde yapılan ölçümü incelendiğinde THP-1  monosit hücrelerinde IL-1β (+) 

seviyesi %57.9; THP-1 makrofaj hücrelerinde de  %23.1 olarak bulunmuştur. 

İnflamatuar tepki incelendiğinde; MSU’nun 100 µg/ml konsantrasyonunun, THP-

1  monosit ve makrofaj hücrelerinde  IL-1β (+) düzeyleri sırasıyla % 14.5 ve %15.5; 200 

µg/ml MSU inkübasyonu sonunda da  %48.2 ve 15.1 olarak belirlenmiştir (Şekil 4.4 ve 

Tablo 4.3). Sonuçlara göre 24 saatlik inkübasyon sonunda en fazla inflamatuar etkinin 

200 µg/ml MSU uygulanan THP-1 monosit hücrelerinde olduğu görülmüş ve diğer 

deneysel çalışmalarda in vitro Gut modeli oluşturmak için 200 µg/ml MSU 

konsantrasyonunun THP-1 monosit hücrelerine uygulanmasının uygun olacağına karar 

verilmiştir.  

 

4.3.  Ko-kültür ortamında xCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sisteminde 

Hücre Proliferasyonun Belirlenmesi 

Deney için RTCA Xcelligence cihazında insert içermeyen (2D kültür) ya da insert 

içeren (ko-kültür) e-plate’ler kullanılmıştır. Bu kapsamda MTT yöntemindeki hücre 

canlılıkları değerlerine göre belirlenen bortezomib konsantrasyonları (5µM, 1µM, 

0.1µM, 0.05µM) kullanılmıştır. MSU ile oluşturulan THP-1 monosit inflamasyon 

ortamında bortezomibin HUVEC hücre indeks değerlerine bakılarak hücre 

proliferasyonu üzerine etkileri belirlenmiş ve IC50 değeri RTCA DP Software 1.2.1 

programı aracılığıyla hesaplanmıştır. 
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Ko-kültür 

 

Şekil 4. 5. MSU ile inflamasyon oluşturulan THP-1 monosit ile HUVEC ko-kültür hücre modelinde 

bortezomib konsantrasyonlarının gerçek zamanlı hücre analiz sisteminde HUVEC 

proliferasyon eğrileri (sarı ok: konsantrasyon uygulaması, n=7, Ort ± SS) 

 

 

Şekil 4. 6. RTCA DP sisteminde bortezomibin HUVEC ve THP-1 hücrelerinin ko-kültüründe 48. saatteki 

IC50 değerinin hesaplandığı konsantrasyon-hücre indeksi eğrisi (IC50: 127 nM) 

 

THP-1 ve HUVEC ko-kültüründe bortezomib konsantrasyonlarının antiproliferatif 

etkileri, gerçek zamanlı olarak (saat başı veri alınarak) ölçülmüştür. RTCA DP Software 

1.2.1 programı kullanılarak konsantrasyon-hücre indeksi eğrilerine göre; bortezomibin 

24 saatteki IC50 değeri 127 nM olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.5 ve Şekil 4.6 ). 

Bortezomib uygulanmasının ardından proliferasyon eğrilerindeki 4-10. saatlerde 

meydana gelen sıçramalar, ilk temas sonucu hücresel farklılaşmanın da olabileceği 
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yönünde yorumlanabilir; ilerleyen süreçte ise bortezomibin konsantrasyonu arttıkça, 

hücre proliferasyonunun da azaldığı gözlemlenmiştir (Şekil 4.5). 

Çalışmamızda ulaşılan sonuçlara benzer şekilde literatür bilgisine rastlanmaktadır. 

MM hücrelerinde proteazom inhibitörlerinin proliferasyonu doğrudan inhibe ettiği ve 

apoptozu indüklediği Hideshima ve arkadaşları tarafından (2001) bildirilmiştir. 

Bortezomibin CM'lerle birlikte kültürlenen HUVEC'lerin hücresel proliferasyonunu doza 

bağlı bir şekilde inhibe ettiği bildirilmiştir (Wang vd., 2012). Bortezomibin, klinik olarak 

ulaşılabilir konsantrasyonlarda, HUVEC’lerin proliferasyonunu doza bağlı ve zamana 

bağlı bir şekilde inhibe ettiği yine farklı bir araştırmada gösterilmiştir (Roccaro vd., 

2006). Daha önceki çalışmalarda (Podar vd., 2004; Tamura vd., 2010) bortezomibin 

antianjiyogenik aktivitesinde önemli rol oynayan vasküler endotel hücreleri üzerinde 

doğrudan negatif proliferatif etkileri  bildirilmiştir. 

 

4.4. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sisteminde Bortezomibin HUVEC Hücre 

Migrasyonuna Etkileri   

MSU ve bortezomibin belirlenen konsantrasyonlarının endotel hücre göçü 

(migrasyon) üzerine aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla RTCA DP modeli ve bu 

sisteme uygun olarak tasarlanmış olan 16 kuyucuklu plakalar (CIM-plate) kullanılmıştır. 

Bortezomib konsantrasyonları (5µM, 1µM, 0.1µM, 0.05µM) ile HUVEC hücrelerinde 

gerçek zamanlı migrasyon çalışması gerçekleştirilmiş ve CIM-plakalarda zamana ve 

bortezomib konsantrasyonlarına bağlı olarak HUVEC hücre migrasyonları izlenmiştir 

(Şekil 4.7).   
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Şekil 4.7. CIM-plate insert kullanılarak HUVEC hücrelerindeki bortezomib konsantrasyonlarının gerçek 

zamanlı hücre analiz sisteminde belirlenen migrasyon eğrileri (n=5, Ort ± SS)  

 

Şekil 4.7’de görüldüğü gibi 48 saat inkübasyon sonunda kontrol grubuna göre 

bortezomibin yüksek dozlarında (5 µM ve 1 µM) antiproliferatif etkilere de paralel olarak 

hücre migrasyon etkisi görülmemiştir. Kontrol grubuna göre tüm bortezomib 

konsantrasyonları hücre migrasyonu olumsuz etkilemiştir. Bortezomibin düşük 

dozlarında (0.05 µM ve 0.1 µM) ise yüksek konsantrasyonlara göre bir miktar hücre 

migrasyonu olduğu görülmektedir.  

Hücre canlılığının XTT analizleri ile HUVEC hücrelerinde 24 saat boyunca artan 

konsantrasyonlarda proteazom inhibitörlerinin değerlendirildiği bir çalışmada (Meiners 

vd., 2008) düşük dozlarda hücre canlılığını etkilemediği ancak yüksek dozlarda azalmış 

hücre canlılığı izlendiği bildirilmiştir. Sonuçlarımız bu çalışma ile paralellik göstermiştir. 

Oris™ Hücre Migrasyon Tekniği ile Morfolojik Analiz 

HUVEC hücreleri, serumsuz besiyeri içinde RTCA DP migrasyon yönteminde 

kullanılan bortezomib konsantrasyonlarıyla “Oris™ hücre migrasyon plakası” 

kullanılarak 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süreleri sonunda Cytation 3 

Cell Imaging Multi-Mode Reader kullanılarak kuyuların mikroskobik fotoğrafları 

çekilmiştir (Şekil 4.8). 
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Şekil 4. 8.  Bortezomib konsantrasyonlarının HUVEC hücrelerinde hücre migrasyonuna etkilerinin 24. 

saatteki mikroskobik görüntüsü (4X) 

 

Şekil 4.7 ve Şekil 4.8.’de görüldüğü gibi Oris hücre migrasyon deneyi ve RTCA 

DP sistemi CIM-plate migrasyon deneyi sonuçlarımız birbirine paralellik göstermekte 

olup kontrol gruplarına göre artan bortezomib konsantrasyonlarında HUVEC 

hücrelerinin migrasyonu azalmıştır. 

Literatürde, yaptığımız migrasyon deneylerinin sonucunu destekleyen çalışmalar 

da bulunmaktadır. Wang ve arkadaşları (2012) bortezomibin, MSC'lerin CM'lerle birlikte 

kültürlenen HUVEC’lerin göçünü doza bağlı bir şekilde inhibe ettiğini göstermiştir. 

HUVEC'lerde bortezomib tarafından hücre göçünü önemli ölçüde inhibe ettiği sonucuna 

ulaşılmıştır (Roccaro vd., 2006). 

 

4.5. İnflamasyon Ortamında HUVEC Hücrelerinde Çizik (Yara İyileşme) Deneyi 

MSU ile inflamasyon oluşturulmuş ko-kültür ortamında bortezomib uygulanan 

gruplardaki HUVEC hücrelerinin migrasyon yetenekleri tespit edilmiştir. Konfluense 

ulaşan hücreler 200 μL'lik bir pipet ucuyla çizilerek inflamasyon ortamında bortezomib 

konsantrasyonlarının hücreler üzerinde göç etme kapasiteleri araştırılmıştır. Bortezomib 

dozları (5µM, 1µM, 0.1µM, 0.05µM) uygulanmış ve  0. ve 24. saatlerdeki HUVEC 

hücrelerinin yarayı kapatma durumları invert mikroskop altında gözlemlenerek 

fotoğrafları çekilmiştir (Şekil 4.9).  

Bortezomib 

0.1uM 

Bortezomib 

0.05uM Kontrol 

Bortezomib 

5uM 

Bortezomib 

1uM 
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         Şekil 4. 9. MSU ile inflamasyon oluşturulmuş THP-1/ HUVEC ko-kültür ortamında  çizik deneyi 

mikroskobik görüntüleri (10X) 

 

Şekil 4.9’da görüldüğü üzere  bortezomib konsantrasyonlarının artışına bağlı 

olarak 24. saatte HUVEC hücrelerinin migrasyon yeteneklerinin azalarak yara 

oluşturulan  alanlarının kapanmadığı ve dolayısıyla bortezomibin konsantrasyon artışına 

bağlı olarak inflamasyonlu ortamda da HUVEC hücrelerinde anti-migrasyon etki 

gösterdiği belirlenmiştir (Şekil 4.9). 

Önceki çalışmalarda (Tamura vd., 2010) vasküler endotel hücrelerinin vasküler 

geçirgenliğini artırarak hücre büyümesini güçlü bir şekilde inhibe ettiğini bildirmişlerdir.  

MCF7 hücrelerinin hareket etme yeteneğini ölçmek için çizik yara tahlilinin kullanıldığı 

bir çalışmada (Mehdizadeh vd., 2021) bortezomibin hücre göçünü azalttığı gösterilmiştir. 

Elde ettiğimiz sonuçlarla benzerlik gösteren araştırmalara rastlansa da çalışmamız 

bortezomibin HUVEC hücrelerinin migrasyonuna etkisinin inflamasyon ortamında 

incelendiği tek çalışmadır. 

 

4.6. HUVEC Hücrelerinde Flow Sitometrisinde Annexin V-Propidyum İyodür (PI) 

Yöntemi İle Apoptotik Etkinin Belirlenmesi  

Bortezomib konsantrasyonları uygulanarak 24 saat inkübe edilen tekli ve ko-kültür 

hücre gruplarında, HUVEC ve THP-1 hücreleri kaldırılmış ve 1250 rpm’de 5 dk satrifüj 

edilerek supernatantlar ortamdan uzaklaştırılmıştır. Annexin V Apoptosis Detection Kit 

protokolü uygulanmıştır. 2 ml soğuk PBS ile hücre peletleri 2 kez yıkandıktan sonra, 

kalan pelletler 200 µL PBS ile tekrar süspanse edilip ependorfa aktarılmıştır. Boş bir 

ependorfun 2 yanına karıştırmadan 5 μl Annexin V ve 5 μl PI konulduktan sonra üzerine 

resuspanse edilen hücreler eklenmiştir. Karanlıkta ve oda sıcaklığında 25-30 dk inkübe 
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edildikten sonra herbir tüpe 200 μl Annexin V bağlama tamponu (5x) eklenerek grupların 

30 dk içinde akış sitometri cihazında (BD Accuri C6) apoptotik okumaları yapılmıştır. 

Elde edilen sonuçlar Şekil 4.10, 4.11 ve Tablo 4.4’te verilmiştir. 

Şekil 4. 10. Apoptotik HUVEC hücre görüntüleri (20X) 

 

 

Şekil 4. 11. HUVEC tekli ve ko-kültür inflamasyon ortamında bortezomibin apoptotik etkileri 

 

 

 

HUVEC (Kont.) 

 

MSU(+) 

 

 

 

MSU + Bort. 0.05µM 

 

MSU + Bort. 0.1µM 

 

MSU + Bort. 1µM  

 

MSU + Bort. 5µM  
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Şekil 4. 11. (Devam) HUVEC tekli ve ko-kültür inflamasyon ortamında bortezomibin apoptotik etkileri 

 

Tablo 4. 4. Annexin/PI akış sitometrisi analizine göre HUVEC hücrelerindeki canlılık (Q2-LL), erken 

apoptoz (Q2-LR), geç apoptoz (Q2-UR) yüzdeleri 

Hücre kültür 

ortamı 
Deney grubu  

% Değerleri 

Q2-LL Q2-LR Q2-UR 

% Canlılık 
% Erken 

apoptoz 

% Geç 

apoptoz 

 HUVEC (Kont.) 94.3 5.7 0 

HUVEC 

 

MSU(+) 66.7        33 0.4 

MSU + Bort. 0.05µM 65.4 34.2 0.3 

MSU + Bort. 0.1µM 88.5 11.4 0.2 

MSU + Bort. 1µM 63.1 36.7 0.3 

MSU + Bort. 5µM 71.9        28 0.1 

HUVEC + THP   

 

(Ko-Kültür) 

THP (Ko-Kültür Kont.) 75.3 24.3 0.3 

THP + MSU (+) 63.1 36.7 0.2 

THP + MSU (+) Bort. 0.05µM 65.2 34.1 0.7 

THP + MSU (+) Bort. 0.1µM  76.1 23.7 0.2 

THP + MSU (+) Bort. 1µM 68.2 31.5 0.4 

THP + MSU (+) Bort. 5µM 82.9 16.9 0.2 

THP (Ko-Kültür 

Kont.) 

 

THP + MSU(+) 

 

  

THP + MSU(+) Bort. 

0.05µM  

 

THP + MSU(+) Bort. 

0.1µM  

 

THP + MSU(+) Bort. 

1µM  

 

THP + MSU(+) Bort. 

5µM  
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HUVEC 2D kültürde canlı hücrelerin yüzdesi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 

0.05µM, MSU + Bort. 0.1µM, MSU + Bort. 1µM ve MSU + Bort. 5µM gruplarında 

sırasıyla, %94.3, 66.7, 65.4, 88.5, 63.1 ve 71.9 olarak bulunmuştur.  

HUVEC ve THP-1 kokültür gruplarında ise canlı hücrelerin yüzdesi kontrol, 

MSU(+), MSU + Bort. 0.05µM, MSU + Bort. 0.1µM, MSU + Bort. 1µM ve MSU + Bort. 

5µM gruplarıda sırasıyla, %75.3, 63.1, 65.2, 76.1, 68.2 ve 82.9 olarak belirlenmiştir. 

Şekil 4.10, 4.11 ve Tablo 4.4’te görüldüğü gibi kontrole göre inflamasyon 

ortamında en fazla erken apoptoz, 2D kültürde (tekli kültür) 1µM; ko-kültür grubunda 

ise 0.05µM bortezomib uygulanan gruplarda olduğu belirlenmiş ve sırasıyla %36.7 ve 

%34.1 olarak analiz edilmiştir. 24. saatteki erken apoptotik etki incelendiğinde 

inflamasyon durumunda, tekli kültürde bortezomib 0.1µM;  ko-kültürde ise bortezomib 

5 µM uygulanan gruplarda önemli derecede apoptozun azaldığı ve hücre canlılığının 

diğer bortezomib gruplarına göre arttığı belirlenmiştir.   

MM hücrelerinde proteazom inhibitörlerinin apoptozu indüklediği  Hideshima ve 

arkadaşları tarafından (2001) bildirilmiştir. THP-1 ile oluşturulmuş kültür modelinde 

A549 hücrelerinde Annexin V-PI yöntemi kullanılan bir çalışmada (Ozturk vd., 2021) 

akış sitometrisi analizi sonuçlarına göre  bortezomibin apoptotik etkisi %41 olarak 

belirlenmiştir. 

 

4.7. HUVEC Hücrelerinde Bortezomibin Kaspaz-3 Aktivasyonuna Etkilerinin 

Flow Sitometrisinde Belirlenmesi 

Bir hücrede apoptoz varlığını gösteren en önemli beliteç o hücredeki kaspaz-3 

enzim aktivasyonunun belirlenmesidir (Slee vd., 2001; Engür vd., 2016). Kaspaz-3 

aktivitesinin belirlenmesi için PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit (Katalog no: 550914, 

BD) protokolü uygulanmış ve akış sitometri cihazında (BD Accuri C6) okutularak analiz 

edilmiş ve kaspaz-3 yüzdeleri belirlenmiştir (Şekil 4.12 ve Tablo 4.5). 
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HUVEC (Kont.)  
 

3  

MSU (+) 
 

 

 

 

MSU + Bort. 0.05µM 

 

 

MSU + Bort. 0.1µM 

 

 

MSU + Bort. 1µM 

 

 

MSU + Bort. 5µM 

 

 
 

THP (Ko-Kültür Kont.)  
 

 

THP + MSU (+) 

 

 

  

THP + MSU (+) Bort. 

0.05µM 

 

 

THP + MSU (+) Bort. 

0.1µM 

 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 1µM 

 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 5µM 

 

 

Şekil 4. 12. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı konsantrasyonlarda 

bortezomib uygulaması ile Kaspaz-3 seviyelerinin akış sitometri yöntemi ile belirlenmesi 
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Tablo 4. 5. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, akış sitometri yöntemi ile 

bortezomibin farklı konsantrasyonlarda uygulaması sonucu belirlenen % Kaspaz-3 

seviyelerinin gösterilmesi 

Hücre kültür ortamı Deney grubu  

%  Kaspaz-3 Değerleri 

Q4-LL 

 (-) 

Q4-LR 

 (+) 

HUVEC 

HUVEC (Kont.) 96.6 3.1 

MSU (+) 94.7 5.2 

MSU + Bort. 0.05µM 92.1 7.8 

MSU + Bort. 0.1µM 91.1 8.7 

MSU + Bort. 1µM 96.2 3.7 

MSU + Bort. 5µM 94 6 

HUVEC + THP   

 

(Ko-Kültür) 

THP (Ko-Kültür Kont.) 92.3 7.6 

THP + MSU(+) 85.6 14.3 

THP + MSU(+) Bort. 0.05µM 85.3 14.7 

THP + MSU(+) Bort. 0.1µM  89.5 10.5 

THP + MSU(+) Bort. 1µM 90.2 9.7 

THP + MSU(+) Bort. 5µM 94.4 5.6 

 

HUVEC gruplarında Kaspaz-3 aktivasyonu incelendiğinde kontrole göre en yüksek 

artış, bortezomib 0.1µM grubunda %8.7, kokültür gruplarında ise bortezomib 0.05µM 

grubunda %14.7 olarak tespit edilmiştir. 

HUVEC gruplarında kaspaz-3 aktivasyon artışı bortezomib dozlarında kontrole 

göre daha yüksek analiz edilmiştir. Kokültür gruplarındaki Kaspaz-3 aktivasyonu ise 

bortezomibin artan dozlarıyla azalmıştır. 

Kaspazlar, inflamasyona ve hücre ölümüne aracılık eden hücre içi sistein 

proteazlarıdır. Kaspaz-3, hem nekrotik hem de apoptotik hücre ölümünün önemli bir 

aracısıdır. Kaspaz-1, sitokinleri (IL-1β ve IL-18) aktive ederek inflamasyona aracılık eder 

(Faubel ve Edelstein, 2005). Makrofajların enfekte olması (LPS benzeri etki oluşarak) 

kaspaz-1 aktivasyonuna, prointerlökin IL-1β ile IL-18 üretimine ve de kaspaz-3, kaspaz-

7, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonuna yol açtığı bildirilmiştir (Cohen, 1997). 

Belloni ve arkadaşları (2010) yaptıkları çalışma ile bortezomib uygulanan endotel 

hücrelerinde apoptozun indüklediğini göstermişlerdir. Meiners ve arkadaşları (2008) 

yüksek dozda proteazom inhibitörlerinin endotel üzerinde potansiyel apoptotik yan 
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etkilere sahip olduğunu, ancak proteazomun toksik olmayan dozlarda inhibisyonunun 

endotel koruyucu olabileceğini aktarmışlardır. MCF7 hücrelerinde bortezomib 

uygulamasının, içsel yol boyunca apoptozu indüklediğini ortaya koyan bir çalışma da 

mevcuttur (Mehdizadeh vd., 2021). 

 

4.8. MSU ile Oluşturulan İnflamasyon Modelinde Bortozomibin HUVEC 

Hücrelerinde Mitokondrial Membran Bütünlüğüne Etkisi 

Bortezomib konsantrasyonları HUVEC ve ko-kültür (THP-1 ile oluşturulmuş) 

hücre gruplarına uygulanmış ve 48 saatlik inkübasyona bırakılmışlardır. Herbir gruba ait 

hücreler inkübasyon süreleri sonunda kaldırılarak toplanmış ve hücrelerin mitokondriyal 

membran bütünlüğünün belirlenmesi amacıyla herbir gruba Mitokondriyal Membran 

Potansiyeli Belirleme Kit (KN:551302, BD) protokolü uygulanmıştır. Ardından 

örneklerin flow sitometri cihazında (Accuri C6, BD) ölçümü alınarak analizleri 

yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.13 ve Tablo 4.6’te verilmiştir. 

Şekil 4. 13. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı konsantrasyonlarda 

bortezomib uygulamasının mitokondriyal depolarizasyon üzerine etkileri 

 

 

 

 

 

HUVEC (Kont.) 

 

MSU(+) 

 

 

 

 

MSU + Bort. 0.05µM 

 

MSU + Bort. 0.1µM 

 

MSU + Bort. 1µM  

 

MSU + Bort. 5µM 
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Şekil 4. 13. (Devam) HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı 

konsantrasyonlarda bortezomib uygulamasının mitokondriyal depolarizasyon üzerine etkileri 

 

Tablo 4. 6.  HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, akış sitometri yöntemi ile 

bortezomibin farklı konsantrasyonlarda belirlenen JC-1 seviyeleri  

Hücre kültür 

ortamı 
Deney grubu  

% Değerleri 

JC-1 (Negatif) JC-1 (Pozitif) 

HUVEC 

HUVEC (Kont.) 36.1 25.5 

MSU (+) 42.2 20.9 

MSU + Bort. 0.05µM 18.1 44.7 

MSU + Bort. 0.1µM 20.7 41.2 

MSU + Bort. 1µM 22.6 40.5 

MSU + Bort. 5µM 19.7 43.5 

HUVEC + THP-1 

 

(Ko-Kültür) 

THP (Ko-Kültür Kont.) 37.3 26.3 

THP + MSU(+) 35 27.9 

THP + MSU(+) Bort. 0.05µM 26.6 37 

THP + MSU(+) Bort. 0.1µM  27.5 34.5 

THP + MSU(+) Bort. 1µM 18.2 46.3 

THP + MSU(+) Bort. 5µM 23.9 40.1 

THP (Ko-Kültür 

Kont.) 

 

THP + MSU(+) 

 

  

 

THP + MSU (+) Bort. 

0.05µM 

 

THP + MSU (+) Bort. 

0.1µM 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 1µM 

 

THP + MSU (+) Bort. 

5µM 
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Şekil 4.13 ve Tablo 4.6’da görüldüğü gibi mitokondrial depolarizasyon HUVEC 

hücrelerinde bortezomib konsantrasyolarında kontrole göre artmıştır. JC-1 pozitif hücre 

yüzdeleri, HUVEC kontrol grubuna göre yaklaşık 1,5 kat artış göstermiştir. Hem HUVEC 

hücreleri tekli kültür ortamında hem de kokültür ortamında kontrol grubuna göre 

bortezomib uygulanan gruplarda, mitokondrial depolarizasyon seviyelerinde artış 

belirlenmiştir.  

HUVEC (tekli) gruplarında diğer apoptoz tayinleri olan Annexin V/PI yöntemi ve 

Kaspaz-3 aktivasyonu sonuçlarında olduğu gibi, mitokondrial depolarizasyon 

seviyelerindeki artışla da bortezomib dozlarının hücre canlılığını azalttığı 

gözlemlenmiştir. 

Yapılan araştırmalarda, apoptozun belirteçlerinden biri olarak mitokondrial 

membran bütünlüğünün bozulmasının artması gösterilmiştir (Yao vd., 2007; Chitambar 

ve Purpi, 2010; Shanker vd, 2008). Geçirgenlik değişimi olarak da bilinen mitokondriyal 

membran potansiyelinin düşmesi erken apoptoz sırasında oluşur ve en iyi akım sitometrisi 

ile analiz edilir (Cossarizza ve Salvoli, 2001). Bortezomib, M0 makrofajlarıyla birlikte 

kültürlenen hücrelerde hücre apoptozunu önemli ölçüde arttırdığı bildirilmiştir (Ozturk 

vd., 2021). Bortezomibin apoptoz indüksiyonu ve büyüme durdurma etkileri daha önce 

de bildirilmiştir (Adams, 2002). HUVEC hücrelerinde yaptığımız apoptoz tayinlerinden 

elde edilen bulgularımız ile bu etkiler kanıtlanmıştır. 

 

4.9. MSU İnflamasyon Ortamında HUVEC Hücrelerinde TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 

ve IL-10 Düzeyleri   

Antiinflamatuar etkileri değerlendirmek için, HUVEC hücrelerinin tekli (2D 

kültür) ve THP-1 hücreleri ile ko-kültür oluşturulmuş gruplarından, inkübasyon süreleri 

sonunda toplanan hücre süpernatantları falkonlara alınıp medyumlar uzaklaştırılmıştır. 

İlgili sitokin için uygun antikor kullanılarak (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 ve IL-10) akış 

sitometri cihazında (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmiştir (Engür Öztürk, 2020). 

 

4.9.1. MSU inflamasyon ortamında bortezomibin HUVEC hücrelerinde TNF-α 

düzeyler 

İnflamasyon belirteçlerinden TNF-α’nın ölçümü için HUVEC hücrelerinin tekli ve 

ko-kültür (THP-1 hücreleri ile) gruplarında TNF-α protokolü uygulandıktan sonra akış 
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sitometri cihazında (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

Şekil 4.14 ve Tablo 4.7’de verilmiştir. 

 

 

 

 

HUVEC (Kont.)  
 

 

MSU (+) 
 

 

 

 

MSU + Bort. 0.05µM 

 

 

MSU + Bort. 0.1µM 

 

 

MSU + Bort. 1µM 

 

 

MSU + Bort. 5µM 

 

 

THP (Ko-Kültür 

Kont.)  
 

 

THP + MSU (+) 

 

 

 

  

THP + MSU (+) 

Bort. 0.05µM 

 

 

THP + MSU (+) Bort. 

0.1µM 

 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 1µM 

 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 5µM 

 

 

Şekil 4. 14. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı konsantrasyonlarda 

bortezomib uygulaması ile TNF-α seviyelerinin akış sitometri yöntemi ile belirlenmesi 
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Tablo 4. 7. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, akış sitometri yöntemi ile 

bortezomibin farklı konsantrasyonlarda uygulaması sonucu belirlenen TNF-α seviyelerinin 

gösterilmesi  

Hücre kültür 

ortamı 
Deney grubu  

% Değerleri 

TNF-α Negatif (-) TNF-α Pozitif (+) 

HUVEC 

HUVEC (Kont.) 95.2 8.8 

MSU(+) 84.4 15.2 

MSU + Bort. 0.05µM 86.9 13.1 

MSU + Bort. 0.1µM 95.8 4.2 

MSU + Bort. 1µM 89.8 10 

MSU + Bort. 5µM 93.6 6.3 

HUVEC + THP 

 

(Ko-Kültür) 

THP (Ko-Kültür Kont.) 91.2 4.8 

THP + MSU(+) 93.4 6.6 

THP + MSU(+) Bort. 0.05µM 86.8 13 

THP + MSU(+) Bort. 0.1µM  90 9.7 

THP + MSU(+) Bort. 1µM 89.8 10 

THP + MSU(+) Bort. 5µM 95.8 4 

 

Şekil 4.14 ve Tablo 4.7’de görüldüğü gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 0.05µM, 

MSU + Bort. 0.1µM, MSU + Bort. 1µM ve MSU + Bort. 5µM uygulanan HUVEC 

hücrelerinde TNF-α seviyeleri sırasıyla; %8.8, 15.2, 13.1, 4.2, 10 ve 6.3 olarak; HUVEC 

ve THP-1 kokültür gruplarında ise %4.8, 6.6, 13, 9.7, 10 ve 4 olarak bulunmuştur.   

HUVEC hücrelerinde hem tekli hem de kokültür gruplarında (5µM Bortezomib 

grubu hariç) TNF-α düzeyinin kontrole göre attığı görülmüştür. HUVEC kokültür 

gruplarında, tekli HUVEC gruplarına göre TNF-α seviyelerinin artış oranının daha az 

olduğu görülmektedir.  

Önceki çalışmalar, proteazom inhibisyonunun, endotel hücrelerinde TNF-α 

kaynaklı adezyon moleküllerinin in vitro aktivasyonunu baskılayabildiğini göstermiştir 

(Ludwig vd., 2009). Akış sitometrisi analizi ile A549 akciğer kanseri hücrelerinde yapılan 

bir çalışmada bortezomibin TNF-α seviyelerini artırtığı görülmüştür (Ozturk vd., 2021). 

Bortezomib tedavisinden sonra serum TNF-α değerleri enfeksiyon olmayan  grupta 

anlamlı düzeyde azaldığı gösterilmiştir (Liu vd., 2021).  
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4.9.2. MSU inflamasyon ortamında bortezomibin HUVEC hücrelerinde IL-1β 

düzeyleri 

İnflamasyon belirteçlerinden IL-1β’nın ölçümü için HUVEC hücrelerinin tekli ve 

(THP-1 ile) ko-kültür gruplarında IL-1β protokolü uygulandıktan sonra akış sitometri 

cihazında (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmiştir (Şekil 4.15 ve Tablo 4.8). 

 

 

 

 

HUVEC (Kont.) 

 

 

MSU (+) 

 

 

 

 

MSU + Bort. 0.05µM 

 

 

MSU + Bort. 0.1µM 
 

 

MSU + Bort. 1µM 

 

 

MSU + Bort. 5µM 
 

 

THP (Ko-Kültür 

Kont.) 

 

 

THP + MSU (+) 

 

 

 

  

THP + MSU(+) Bort. 

0.05µM 

 

 

THP + MSU(+) Bort. 

0.1µM 

 

 

THP + MSU(+) Bort. 

1µM 

 

 

THP + MSU(+) Bort. 

5µM 

 

 

Şekil 4. 15. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı konsantrasyonlarda 

bortezomib uygulaması ile IL-1β seviyelerinin akış sitometri yöntemi ile belirlenmesi 
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Tablo 4. 8. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, akış sitometri yöntemi ile 

bortezomibin farklı konsantrasyonlarda uygulaması sonucu belirlenen IL-1β seviyeleri 

Hücre kültür 

ortamı 
Deney grubu  

% Değerleri 

IL-1β Negatif (%) 

 

IL-1β Pozitif (%) 

 

 HUVEC (Kont.) 95.1 4.7 

HUVEC 

 

MSU(+) 91 8.8 

MSU + Bort. 0.05µM 92 7.9 

MSU + Bort. 0.1µM 86 13.9 

MSU + Bort. 1µM 87.2 12.7 

MSU + Bort. 5µM 94.8 5.1 

HUVEC + THP   

 

(Ko-Kültür) 

THP (Ko-Kültür Kont.) 82.2 17.6 

THP + MSU(+) 77.1 22.8 

THP + MSU(+) Bort. 0.05µM 78.4 21.3 

THP + MSU(+) Bort. 0.1µM  78.4 21.5 

THP + MSU(+) Bort. 1µM 82 17.9 

THP + MSU(+) Bort. 5µM 93.9 5.9 

 

Şekil 4.15 ve Tablo 4.8’de görüldüğü gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 0.05µM, 

MSU + Bort. 0.1µM, MSU + Bort. 1µM ve MSU + Bort. 5µM gruplarındaki IL-1β 

seviyeleri sırasıyla HUVEC hücrelerinde; %4.7, 8.8, 7.9, 13.9, 12.7 ve 5.1 olarak; 

HUVEC ve THP-1 kokültür gruplarında ise %17.6, 22.8, 21.3, 21.5, 17.9 ve 5.9 olarak 

analiz edilmiştir.  

HUVEC kokültür modelinde bortezomib uygulanan gruplarda bortezomibin 

konsantrasyon artışı ile IL-1β düzeyinde azalma göstermektedir. Bortezomib 

konsantrasyon artışı ile IL-1β düzeyinde azalma paralellik göstermektedir. 

Bortezomib ile yapılan bir çalışmada, J774A.1 hücrelerinde ve kemik iliğinden 

türetilen makrofajlarda IL-1β salgılamasını inhibe ettiği tespit edilmiştir (Chen vd., 

2022). A549 hücrelerinin makrofajla (M1, M2a ve M2c) ko-kültüründe yapılan bir 

araştırmada bortezomibin IL-1β seviyelerinde azalmaya neden olduğu bildirilmiştir 

(Engür Öztürk, 2020. Bortezomin M0 makrofajlarıyla birlikte kültürlenen hücrelerde IL-

1β sitokin seviyelerini yaklaşık 20 kat arttırdığını gösteren bir çalışma da mevcuttur 

(Ozturk vd., 2021). 
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4.9.3. MSU inflamasyon ortamında bortezomibin HUVEC hücrelerinde IL-6 

düzeyleri 

İnflamasyon belirteçlerinden IL-6’nın ölçümü için HUVEC hücrelerinin tekli ve 

ko-kültür (THP-1 hücreleri ile) gruplarında IL-6 protokolü uygulandıktan sonra akış 

sitometri cihazında (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmiştir. Sonuçlar Şekil 4.16 ve 

Tablo 4.9’da verilmiştir. 

 

 

 

 

HUVEC (Kont.)  
 

 

MSU (+) 
 

 

 

 

MSU + Bort. 0.05µM 

 

 

MSU + Bort. 0.1µM 

 

 

MSU + Bort. 1µM 

 

 

MSU + Bort. 5µM 

 

 
THP (Ko-Kültür Kont.) 

  

 

THP + MSU (+) 

 

 

  

THP + MSU (+) Bort. 

0.05µM 

 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 0.1µM 

 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 1µM 

 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 5µM 

 

 

Şekil 4. 16. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı konsantrasyonlarda 

bortezomib uygulaması ile IL-6 seviyelerinin akış sitometri yöntemi ile belirlenmesi 
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Tablo 4. 9. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı konsantrasyonlarda 

bortezomib uygulaması ile IL-6 seviyelerinin akış sitometri yöntemi ile belirlenmesi 

Hücre kültür 

ortamı 
Deney grubu  

% Değerleri 

IL-6 Negatif (-) 

 

IL-6 Pozitif (+) 

 

 HUVEC (Kont.) 96.8 3.2 

HUVEC 

 

MSU(+) 84.6 15.3 

MSU + Bort. 0.05µM 86.7 13.2 

MSU + Bort. 0.1µM 87.4 12.6 

MSU + Bort. 1µM 79.1 20.5 

MSU + Bort. 5µM 93 7 

HUVEC + THP   

 

(Ko-Kültür) 

THP (Ko-Kültür Kont.) 78.8 21.2 

THP + MSU(+) 71.1 28.9 

THP + MSU(+) Bort. 0.05µM 72.2 27.8 

THP + MSU(+) Bort. 0.1µM  81 18.9 

THP + MSU(+) Bort. 1µM 76.7 23.3 

THP + MSU(+) Bort. 5µM 88.6 11.3 

 

Şekil 4.16 ve Tablo 4.9’da görüldüğü gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 0.05µM, 

MSU + Bort. 0.1µM, MSU + Bort. 1µM ve MSU + Bort. 5µM gruplarındaki IL-6 

seviyelerinin artış yüzdeleri sırasıyla HUVEC hücrelerinde; %3.2, 15.3, 13.2, 12.6, 20.5 

ve 7 olarak; HUVEC kokültür gruplarında ise %21.2, 28.9, 27.8, 18.9, 23.3 ve 11.3 olarak 

analiz edilmiştir. Kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 0.05µM, MSU + Bort. 0.1µM, MSU + 

Bort. 1µM ve MSU + Bort. 5µM gruplarındaki IL-6 seviyelerinin azalma yüzdeleri 

sırasıyla HUVEC hücrelerinde; %96.8, 84.6, 86.7, 87.4, 79.1 ve 93 olarak;  HUVEC ve 

THP-1 kokültür gruplarında ise %78.8, 71.1, 72.2, 81, 76.7 ve 88.6 olarak analiz 

edilmiştir.  

HUVEC tekli hücre ortamında sadece bortezomibin 1µM uygulanan grubunda IL-

6 düzeyi kontrole göre artmış olup, diğer tüm bortezomib uygulanan gruplarda ise MSU 

kontrol gruplarına göre azalma görülmüştür. Çalışmamızı destekler nitelikteki daha önce 

yapılan araştırmalarda proteazom inhibitörlerinin (Hayashi vd., 2003) ve bortezomibin 

(Roccaro vd., 2006) MM hücrelerinde IL-6'nın yukarı regülasyonunu inhibe ettiği 

bildirilmiştir. A549 hücrelerinde THP-1 kokültür modelinde yapılan bir çalışmada hem 

2D hem de 3D kültürlerde IL-6 seviyelerinin yükseldiği görülmüştür (Ozturk vd., 2021). 
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4.9.4. MSU inflamasyon ortamında bortezomibin HUVEC hücrelerinde IL-8 

düzeyleri 

İnflamasyon belirteçlerinden IL-8’in ölçümü için HUVEC hücrelerinin tekli ve ko-

kültür (THP-1 hücreleri ile) gruplarında IL-8 protokolü uygulandıktan sonra akış 

sitometri cihazında (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

Şekil 4.17. ve Tablo 4.10’da verilmiştir. 

 

 

 

HUVEC (Kont.)  
 

 

MSU (+) 

 

 

 

 

MSU + Bort. 0.05µM 

 

 

MSU + Bort. 0.1µM 

 

 

MSU + Bort. 1µM 

 

 

MSU + Bort. 5µM 

 

 
THP (Ko-Kültür 

Kont.) 

  

 

THP + MSU (+) 

 

 

  

THP + MSU (+) Bort. 

0.05µM 

 

 

THP + MSU (+) Bort. 

0.1µM 

 

 

THP + MSU (+) Bort. 

1µM 

 

 

THP + MSU (+) Bort. 

5µM 

 

 

Şekil 4. 17. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı konsantrasyonlarda 

bortezomib uygulaması ile IL-8 seviyelerinin akış sitometri yöntemi ile belirlenmesi 
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 Tablo 4. 10. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, akış sitometri yöntemi ile 

bortezomibin farklı konsantrasyonlarda uygulaması sonucu belirlenen IL-8 seviyelerinin 

gösterilmesi  

 

Şekil 4.17 ve Tablo 4.10’da görüldüğü gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 

0.05µM, MSU + Bort. 0.1µM, MSU + Bort. 1µM ve MSU + Bort. 5µM gruplarındaki 

IL-8 seviyeleri sırasıyla HUVEC hücrelerinde; %3.2, 8.7, 11.3, 8.8, 9.2 ve 6 olarak; 

HUVEC ve THP-1 kokültür gruplarında ise %20.4, 20.4, 25, 11, 19 ve 6.8 olarak 

belirlenmiştir. Özellikle HUVEC 2D ve kokültür ortamında 5µM bortezomib uygulanan 

gruplarda, IL-8 düzeylerinde kontrol gruplarına göre oldukça azalma meydana 

getirmiştir.  

Sonuçlarımızla uyumlu bir şekilde Ozturk ve arkadaşlarının (2021) yaptığı bir 

çalışmada bortezomib, kokültür gruplarında hem 2D hem de 3D kültürlerde IL-8 

seviyesini 1.5 kat azaltmıştır.  

 

 

 

 

Hücre kültür 

ortamı 
Deney grubu  

% Değerleri 

IL-8 Negatif (-) 

 

IL-8 Pozitif (+) 

 

 HUVEC (Kont.) 96.8 3.2 

HUVEC 

 

 

MSU(+) 91.2 8.7 

MSU + Bort. 0.05µM 88.6 11.3 

MSU + Bort. 0.1µM 91.2 8.8 

MSU + Bort. 1µM 90.8 9.2 

MSU + Bort. 5µM 94 6 

HUVEC + THP   

 

(Ko-Kültür) 

THP (Ko-Kültür Kont.) 79.6 20.4 

THP + MSU(+) 79.6 20.4 

THP + MSU(+) Bort. 0.05µM 75 25 

THP + MSU(+) Bort. 0.1µM  89 11 

THP + MSU(+) Bort. 1µM 81 19 

THP + MSU(+) Bort. 5µM 93.2 6.8 
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4.9.5. MSU inflamasyon ortamında bortezomibin HUVEC hücrelerinde IL-10 

düzeyleri 

Antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10’un ölçümü için HUVEC hücrelerinin tekli 

ve ko-kültür (THP-1 hücreleri ile) gruplarında IL-10 protokolü uygulandıktan sonra akış 

sitometri cihazında (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

Şekil 4.18 ve Tablo 4.11’de verilmiştir. 

 
 

 

 

HUVEC (Kont.)  
 

 

MSU (+) 
 

3  

 

 

MSU + Bort. 0.05µM 

 

 

MSU + Bort. 0.1µM 

 

 

MSU + Bort. 1µM 

 

 

MSU + Bort. 5µM 

 

 
THP (Ko-Kültür Kont.)  
 

 

THP + MSU (+) 

 

 

  

THP + MSU (+) Bort. 

0.05µM 

 

 

THP + MSU (+) Bort. 

0.1µM 

 

 

THP + MSU (+) Bort. 

1µM 

 

 

THP + MSU (+) 

Bort. 5µM 

 

 

Şekil 4. 18. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, farklı konsantrasyonlarda 

bortezomib uygulaması ile IL-10 seviyelerinin akış sitometri yöntemi ile belirlenmesi 
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Tablo 4. 11. HUVEC tekli ve ko-kültür (HUVEC ile THP-1) ortamında, akış sitometri yöntemi ile 

bortezomibin farklı konsantrasyonlarda uygulaması sonucu belirlenen IL-10 seviyelerinin 

gösterilmesi    

 

Şekil 4.18 ve Tablo 4.11’de görüldüğü gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 

0.05µM, MSU + Bort. 0.1µM, MSU + Bort. 1µM ve MSU + Bort. 5µM gruplarındaki 

IL-10 seviyeleri sırasıyla HUVEC hücrelerinde; %5.9, 11, 13.2, 11.9, 12.4 ve 9.1 olarak; 

HUVEC ve THP-1 kokültür gruplarında ise % 24.1, 22.2, 28.6, 13.6, 14.8 ve 8.8 olarak 

analiz edilmiştir. Özellikle hem HUVEC tekli ortamda hem de kokültür ortamında, 

kontrol gruplarına göre en yüksek IL-10 seviyesi 0,05 µM bortezomib uygulanan 

gruplarda görülmüştür.   

Liu ve arkadaşlarının  (2021) bortezomibin inflamasyon ve immün lenfositler 

üzerindeki etkisini incelediği bir araştırmada, bortezomib tedavisinden sonra sağlıklı 

gruplarda serum IL-10 düzeylerinin önemli ölçüde arttığı bildirilmiştir. Çalışmamızda 

benzer şekilde IL-10 seviyesinde artış görülmüştür. 

 

 

Hücre kültür 

ortamı 
Deney grubu  

% Değerleri 

IL-10 Negatif (-) 

 

IL-10 Pozitif (+) 

 

 HUVEC (Kont.) 94 4.9 

HUVEC 

 

 

MSU(+) 88.9 11 

MSU + Bort. 0.05µM 86.7 13.2 

MSU + Bort. 0.1µM 88.1 11.9 

MSU + Bort. 1µM 87.6 12.4 

MSU + Bort. 5µM 90.5 9.1 

HUVEC + THP 

 

(Ko-Kültür) 

THP (Ko-Kültür Kont.) 75.8 24.1 

THP + MSU(+) 77.8 22.2 

THP + MSU(+) Bort. 0.05µM 71.3 28.6 

THP + MSU(+) Bort. 0.1µM  86.4 13.6 

THP + MSU(+) Bort. 1µM 85.2 14.8 

THP + MSU(+) Bort. 5µM 91.2 8.8 
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5. TARTIŞMA 
 

Gut hastalığı metabolik bir hastalık olup toplumun yaşlanması ve hareketsiz yaşam 

tarzının artması ile birlikte sıklığı artmaktadır. Gut, şiddetli eklem iltihabı ile karakterize, 

artropatiye ve ciddi ağrıya neden olan otoinflamatuar bir hastalıktır. Yüksek kan ürik asit 

düzeylerine (hiperürisemi) ve MSU kristallerinin eklemlerde birikmesine yol açan 

metabolik bozukluklarla güçlü bir şekilde ilişkilidir (Limon, 2022; Talbott, 1940).   

Klinik olarak gut ve psödogut, eklemlerde ödem ve eritem ve de buna bağlı olarak 

şiddetli ağrı, intraartiküler ve periartiküler boşluklarda güçlü nötrofil infiltrasyonuyla 

ilişkili durumlar ile alakalıdır (Choy vd., 2015, Martinon vd., 2006). MSU, in vitro 

NLRP3 inflamatuarının güçlü bir aktivatörüdür (Martinon vd., 2006 ) ve MSU'ya bağımlı 

nötrofil alımı, in vivo ASC adaptörüne, kaspaz-1 ve IL-1R'ye bağlıdır (Martinon vd., 

2006; Liu vd., 2019). Patojenik kristal aracılı IL-1β olgunlaşmasının inflamazom 

bileşenleri olan NLRP3, ASC ve kaspaz-1 gerektirdiğine dair bulgularına dayanarak, hem 

gut hem de psödogut etiyolojik ajanlarının (yani MSU ve CPPD) inflamazoma bağımlı 

bir şekilde inflamasyona aracılık ettiği öne sürülmektedir (Choy vd., 2015, Martinon vd., 

2006). Son çalışmalar MSU'ya bağlı eklem iltihabının altında yatan mekanizmaları 

aydınlatmaktadır. NLRP3 inflamazomunun in vitro aşamalarındaki ve inflamazom 

bileşenlerindeki etkisinden dolayı, çalışmamızda kristal (MSU) kaynaklı inflamasyon 

oluşturarak gut modellemesi yapılmıştır.  

Damar duvarlarının metabolik dengesini (homeostasis) ve normal dolaşım işlevini 

korumak için endotel hücrelerin yapısal ve işlevsel bütünlüğü çok büyük önem 

taşımaktadır (Kumar vd., 2005).  Endotel ve inflamasyon arasındaki ilişki literatürde iyi 

bilinmektedir (Sun vd., 2020). Endotelyum kanda bulunan makro moleküllere karşı seçici 

bir bariyer oluşturur ve bu bariyerin hasara uğraması inflamasyon patogenezi ve 

arterioskleroz türü hastalıklar ile birlikte görülür (Ulus, 2006). Bir dizi NLRP3'ün hastalık 

ilişkileri, inflamatuar hastalıklarda gelecekteki araştırmalar için önemli rolleri ortaya 

koymaktadır (Liu vd., 2019; Schett vd., 2016). Vasküler endotel hücrelerinde NLRP3 

inflamazomunun aktivasyonu endotel disfonksiyonuna yol açar ve kardiyovasküler 

hastalıkların gelişimine katkıda bulunur (Yin vd., 2019). Son çalışmalarda, THP-1 hücre 

hattının, hücrelerin hem aktif hem de dinlenme koşullarında bileşiklerin immün modüle 

edici etkilerini araştırmak/tahmin etmek için bir model olarak benzersiz özelliklere sahip 

olduğu sonucuna varmaktadır (Chanput vd., 2014). THP-1 hücrelerinin, ilaçların aracılık 

ettiği inflamatuar yanıtları incelemek için yararlı olduğu ileri sürülmüştür (Mizuno vd., –

https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0092867410000759#bib115
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0092867410000759#bib70
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0092867410000759#bib70
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0092867410000759#bib70
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0092867410000759#bib70
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0092867410000759#bib70
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0092867410000759#bib70
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–2011). THP-1 hücre hattının, monosit ve makrofaj fonksiyonlarını/yanıtlarını, makrofaj 

farklılaşmasını ve çevredeki ortamdaki dış uyaranların olası etkilerini incelemek için 

basitleştirilmiş, uygun ve güvenilir bir modeli temsil ettiği bilinmektedir (Chanput vd., 

2014). Yapılan literatür taramaları değerlendirilerek tez çalışmamızda NLRP3 

inflamasyonuna bağlı monosit ve endotelde bortezomibin etkilerinin araştırılması; 

inflamatuar hastalıkların önlenmesi veya tedavisi için farklı açılardan katkı sağlayacaktır.  

NLRP3 inflamazom aktivasyonu doku inflamatuar yanıtını tetikler ve böylece 

çeşitli inflamatuar hastalıkların gelişiminde önemli bir rol oynar (Chen,vd., 2019; Yang 

vd., 2019). İnflamazom aktivasyonu ve ardından inflamatuar sitokin salgılanması, çoklu 

uyaranlara karşı doğuştan gelen bağışıklık savunması için gereklidir ve adaptif bağışıklık 

yanıtlarının bir bağlantısı olarak kabul edilir (Yang vd., 2019). Son yıllarda, özellikle 

NLRP3 inflamazomunun metabolik yeniden programlama altındaki aktivitesiyle ilgili 

olarak, inflamazom aktivasyonunun metabolik düzenlenmesine ilişkin birçok çalışma 

ortaya çıkmıştır (Yang vd., 2019). Bu çerçevede çalışmamızda NLRP3 inflamazom 

aktivasyonu ile ilişikli parametreleri in vitro olarak incelemek amacıyla hücre kültürü 

modelini kullandık.  

Epidemiyolojik çalışmalar hiperürisemi ile aterosklerotik vasküler hastalıklar 

arasındaki güçlü ilişkiye değinmiştir (Liang vd., 2015). Önceki çalışmalar, yüksek bir UA 

konsantrasyonunun, insan vasküler düz kas hücrelerinde ve HUVEC'lerde C-reaktif 

protein (CRP) üretimini indüklediğini ve CRP'nin artması plak oluşumunda ve 

kardiyovasküler morbiditede aktif olarak yer alabileceğinden bahsetmişlerdir (Kang vd., 

2005). Başka bir in vitro çalışma, UA'nın NF-κB ve mitojenle aktive olan protein kinaz 

sinyal moleküllerini aktive ederek vasküler düz kas hücrelerinde MCP-1 artışını 

uyardığını öne sürmüştür (Kanellis vd., 2005). Sitokinlerin, kemokinlerin ve büyüme 

faktörlerinin salınması ile karakterize edilen endotel disfonksiyonu, kan damarlarındaki 

inflamasyonun desteklenmesinde önemli bir rol oynar (Sun vd., 2020). Liang ve 

arkadaşları (2015) UA, NF-κB'nin aktivasyonu yoluyla kısmen monosit-endotel hücre 

etkileşimlerini desteklediğini ve bu nedenle vasküler endotel yaralanmalarına ve 

ateroskleroz gelişimine aracılık edebileceğini bildirmişlerdir. Yüksek bir UA 

konsantrasyonunun doğrudan vasküler endotel üzerinde olumsuz etkiler yarattığını 

bildirmişlerdir. Bu araştırmalarda da olduğu gibi tez çalışmamızda MSU aracılığıyla 

HUVEC hücrelerinde inflamasyon oluşturmuştur. THP-1 hücrelerinde MSU kristalleri 

aracılı inflamatuar etkiyi araştırmak için 6 kuyucuklu plakada inflamasyon deneyleri 
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gerçekleştirilmiş ve LPS (100 ng/ml) sonuçları ile karşılaştırılarak MSU’nun inflamasyon 

etkili konsantrasyonu, deneylerde kullanılmak üzere belirlenmiştir. İlerleyen 

deneylerdein vitro Gut modeli oluşturmak için 200 µg/ml MSU konsantrasyonunun THP-

1 monosit hücrelerine uygulanmasının uygun olduğu görülmüştür.  

Gut artriti tedavisi için hedefe yönelik ajanların kullanımı, güvenilir terapötik 

hedeflerin bulunmaması nedeniyle gecikmiş ve zorlayıcı olmuştur (Liu vd., 2023). MSU 

kristalleri tarafından aktive edilen NLRP3 inflamazomu, gut artritinin başlatılması ve 

ilerlemesi ile özellikle ilgilidir ve bu nedenle ileriye dönük bir teşhis biyobelirteci ve 

terapötik hedefi temsil edebilir. NLRP3 inflamatuarının aktivasyonunun farmakolojik 

inhibisyonu da gut artriti tedavisi için umut verici bir yol olabilir (Liu vd., 2023). Bu 

açıdan çalışmamızda gut artritinin tedavisine yönelik inceleme yapılması tezimize 

özgünlük katmaktadır. 

MSU kristallerinin, in vitro olarak THP-1 hücresinde ve insan monositlerinde 

NLRP3 inflamatuarını aktive ettiği bulunmuştur (Chu vd., 2017) .  THP-1 hücrelerinin 

monosit veya makrofaj durumundaki yanıtlarının tek bir hücre tipi olarak incelenmesinin 

yanı sıra, bu hücre modeli, adipositler, T-lenfositler, vasküler düz kas hücreleri vb. gibi 

diğer  hücrelerle  ortak kültür sisteminde kullanılmıştır (Chanput vd., 2014). MSU 

kristalinin neden olduğu patolojik olaylar, öncelikle insan monositlerinde veya aktive 

edilmiş THP-1 makrofajlarda incelenmiştir. Çalışmaların çoğu, pro-IL-1β üretmek için 

PMA ile farklılaştırılmış THP-1 hücrelerini kullanmıştır (Chung vd., 2016; Zhang vd., 

2014; Singh vd., 2019). Literatürede THP-1 hücrelerinin MSU kaynaklı inflamasyon ile 

ilişkisini inceleyen bazı araştırmalar olmasına rağmen çalışmamız MSU kaynaklı 

inflamasyon üzerinden HUVEC hücreleri ve THP-1 monosit hücrelerinin ko-

kültürlerinin kullanıldığı ilk çalışmadır.  

Yüksek UA seviyelerinin arteriyoloskleroz, ateroskleroz veya hipertansif organ 

hasarının gelişimini ve ilerlemesini buna bağlı olarak endotel fonksiyonu üzerinde zararlı 

bir etki oluşturacağı öne sürülmüştür. Son zamanlarda, hiperürisemik deneklerde UA’in 

arter duvarı üzerinde  olumsuz etkisi olduğu gösterilmiştir (Mercuro vd., 2004). Aynı 

zamanda MSU kristallerinin, THP-1 hücresinde ve insan monositlerinde NLRP3 

inflamatuarını aktive ettiği birkaç in vitro çalışma (Martinon vd., 2006) bulunmasına 

rağmen monositlerde MSU kristallerinin neden olduğu inflamasyon modeli nadiren rapor 

edilmiş olup gut inflamasyonunun THP-1 ile damar endotelindeki etkisinin 

değerlendirildiği literatür bilgisinin oldukça kısıtlı sayıda olduğu gözlenmiştir. Gut 

https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0167527312007309#bb0060
https://www-sciencedirect-com.offcampus.anadolu.edu.tr/science/article/pii/S0092867410000759#bib70
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inflamasyonunda THP-1 ve HUVEC hücreleri ile kokültür ortamı oluşturularak 

gerçekleştirilmesi çalışmamızı değerli kılmaktadır. 

Eklemlerde ve yumuşak dokularda  monosodyum ürat (MSU) kristallerinin 

birikmesi, gut hastalarında gözlenen akut semptomların çoğunu ortaya çıkaran 

inflamatuar bir yanıtı tetikler. Bu mikrokristaller, başlı başına bir inflamatuar reaksiyonu 

başlatabilen bir yol olan NLRP3 inflamazomu gibi doğuştan gelen bağışıklık yollarının 

aktivasyonunu teşvik eder. İnflamatuar aktivasyon üzerine, makrofajlar ve 

muhtemelen nötrofiller dahil olmak üzere bağışıklık hücreleri, gutta inflamasyonun 

anahtar aracısı olduğu gösterilen pleiotropik bir sitokin olanIL-1β'nın salınmasını tetikler 

(Akdoğan ve  Yöntem, 2018). MSU kristallerinin inflamatuar toplanmayı teşvik ettiği 

mekanizmalarda bazı belirsizlikler hala mevcuttur. Bu nedenle, MSU kristallerinin 

inflamasyonu tetiklemek için inflamasyon aktivasyonunu nasıl teşvik ettiğini anlamak, 

akut gut alevlenmelerinin tedavisi  için spesifik terapötik stratejilerin yolunu 

açabilir. Araştırmamız inflamasyon oluşturulmuş gut modelinde, kemoterapötik bir ajan 

olan bortezomibin antiinflamatuar etkilerinin araştırıldığı ilk çalışmadır.  

 Brook ve arkadaşları (2011) araştırmaları sonucunda çeşitli KV risk faktörleri, 

inflamasyon ve UA'daki artışa rağmen, gut hastaları normal endotel fonksiyonu 

gösterdiği bildirilmiştir. Ancak ilerleyen çalışmalarda ürik asidin vasküler endotel 

hücrelerine hasar verebileceği bildirilmiştir. Zhang ve arkadaşları (2019) yaptıkları 

çalışma ile kan lipit profili değişiklikleri, lipid metabolizması bozukluğu ve damar 

hastalıkları olan gut hastalarında, hiperüriseminin endotel hücre hasarına yol açtığı 

sonucuna varmışlardır. Yine bir başka çalışmada Liang ve arkadaşları (2015) ürik asitin 

oksidatif stres ve inflamasyon (NF-κB'nin aktivasyonu) yoluyla vasküler endotel 

hücrelerine zarar verebileceği sonucuna ulaşılmıştır. Biz de çalışmamızda gut modeli 

oluşturarak hiperüriseminin endotel üzerindeki inflamasyonunda bortezomibin olası 

immünosüpressif etkisi ile endotel hücrelerindeki etkilerini araştırmayı hedefledik.  

Bortezomib ile NLRP3 inflamatuar yol arasında potansiyel bir ilişki olduğunu 

gösteren kanıtlar da vardır. Bortezomib uygulaması yapılan bir çalışmada (Liu vd., 2018), 

NLRP3 ve fosforile edilmiş sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatörü-3 (STAT-3) 

içeren NOD benzeri reseptör ailesi pirin alanının ekspresyonunu önemli ölçüde arttırdığı 

bildirilmiştir. Liu ve arkadaşlarının (2018) yaptığı bu çalışma ile bortezomibin NLRP3 

promotöründe histon asetilasyonunu desteklediğini ve bunun da NLRP3 ifadesinin yukarı 

regülasyonuna yol açtığı bulunmuştur (Poli vd., 2020). Bu mekanizma, bortezomibin 
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neden olduğu ağrılı nöropati bağlamında gözlemlenmiş olup bu bağlamda bortezomibin 

belirli durumlarda NLRP3 inflamatuar aktivasyonuna da katkıda bulunabileceğini 

düşündürmektedir. Başka bir çalışma, bortezomib tedavisinin bir yan etkisi olarak ağrılı 

nöropatisi olan kanser hastalarında NLRP3'ün aşırı eksprese edildiğini bildirmiştir 

(Gritsenko vd., 2020). Bu aşırı ekspresyon, NLRP3 promotör bölgesindeki histon H3 ve 

H4'ün asetilasyonuna atfedilmiş ve bu da bortezomib ile NLRP3 düzenlemesi arasındaki 

bağlantıyı daha da desteklemiştir. Bortezomibin öncelikle protein degradasyonu ve 

hücresel homeostazda önemli bir rol oynayan proteazoma karşı önleyici bilinmektedir 

(Fennell vd., 2007). Bununla birlikte bortezomibin, inflamatuar yanıtların 

düzenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktörü olan NF-κB'ye karşı da inhibitör 

aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir (Cull ve Rauh, 2017). Bortezomib ve diğer 

proteazom inhibitörlerinin NLRP3 inflamatuar aktivasyonunu inhibe ederek 

antiinflamatuar etkilere sahip olduğunu Chen ve arkadaşları (2022) bildirmiştir. 

Bortezomib öncelikli olarak bir proteazom inhibitörü olarak tanınırken, bortezomib ile 

NLRP3 inflamasyonu arasında potansiyel bir ilişki olduğunu gösteren yeni kanıtlar ortaya 

çıkmasına rağmen mekanizmaların tam olarak aydınlatılması için daha fazla araştırmaya 

ihtiyaç vardır. Bu ilişkinin altında yatan kesin mekanizmaları aydınlatmak ve bortezomib 

tedavisi bağlamında NLRP3 inflamatuarını hedeflemenin terapötik sonuçlarını 

araştırmak adına çalışmamız literatüre ışık tutacaktır.  

Taşkonak (2021) kanser hücrelerinde yaptığı çalışmada MTT ile hücre canlılık 

analizlerini kullanmıştır. (Krętowski ve arkadaşları (2014) sağlıklı insan deri fibroblast 

hücre hattının (CRL1474) canlılığı üzerinde bortezomibin etkilerini araştırmıştır. Artan 

bortezomib dozları (25 nmol/l ile 1000 nmol/l arasında) ile 12, 24 ve 48. saatlerde 

bortezomibin hücre proliferasyonuna olan etkileri MTT yöntemi kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Hücrelerin canlılığında zamana ve bortezomibin dozuna bağlı olarak 

bir azalmaya neden olduğu görülmüştür. Bortezomibin 1000 nmol/l dozunda hücre 

canlılığını önemli miktarda azalttığı görülmüştür. Benzer şekilde araştırmamızda 

HUVEC ve THP-1 hücrelerinde MTT testi uygulanarak bortezomibin farklı 

konsantrasyonları (0,01 µM; 0,1 µM; 1 µM ve 10 µM) 24 ve 48 saatlik inhibisyonlar 

sonunda hücre proliferasyonu ve canlılığı üzerinde zamana ve konsantrasyona bağlı bir 

azalma görülmüştür.  

Yapılan bir çalışmada, THP-1 hücrelerinde bortezomibin 0-1000 nM doz aralığında 

uygulması ile kontrole göre hücre canlılığının %80’in altına düşmediği bildirilmiştir 
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(Choy vd., 2015). Yapılan başka bir hücre canlılığını belirleme çalışmasında ise 50 nM 

bortezomib konsantrasyonunun hücre canlılığını %50’nin altına indirmediği bildirilmiştir 

(Chu vd., 2017). Ayrıca bir başka çalışmada,  hücre canlılığı MTT yöntemi ile belirlenmiş 

ve bortezomibin 400 nM (0.4 µM) dozu uygulanan (4 saatlik inkübasyon) primer monosit 

hücrelerinde canlılığın kontrole göre yaklaşık yüzde 50’nin altına düştüğü ve IC50 

değerinin 274.0 ± 3.6 nM olduğu aktarılmıştır (Liu vd., 2019). Tez çalışmamızda HUVEC 

ve THP-1 hücrelerinde MTT testi uygulayarak bortezomibin farklı konsantrasyonlarının 

(0,01 µM; 0,1 µM; 1 µM ve 10 µM) 24 ve 48 saatlik periyodlardaki hücre canlılığı üzerine 

etkisini inceledik. THP-1 hücrelerinde hem 24 hem de 48 saat inkübasyon sürelerinde 

bortezomibin hücre canlılığını %50’nin altına düşürmediği tespit edilmiştir. Benzer 

şekilde HUVEC hücrelerinde de hem 24 hem de 48 saat inkübasyon sürelerinde 

bortezomibin hücre canlılığını %50’nin altına düşürmediği görülmüştür. Ancakhem 

THP-1 hem de HUVEC hücrelerinde bortezomibin sitotoksik etkilerinin konsantrasyon 

ve inkübasyon süresinin artışına bağlı olarak artmış olduğu belirlenmiştir. HUVEC ve 

THP-1 kokültüründe bortezomibin 24. saatte IC50 konsantrasyonu 127nM olarak 

belirlenmiştir. Benzer şekilde bizim MTT sonuçlarımız bu sonuçlar ile paralellik 

göstermektedir.  

MSU kristalleri tarafından uyarılan makrofajlar, sonuçta lizozomal zarın 

yırtılmasına yol açan zar hasarına neden olur ve bu da proteinleri, glikozaminoglikanları, 

nükleik asitleri ve lipidleri parçalayabilen lizozomal enzimlerin salınmasına neden 

olur. İnflamasyon sırasında, çeşitli hücre tiplerinin, özellikle makrofajların ve 

nötrofillerin, doğrudan serbest radikaller üretebildiği, bunun da nihai olarak lipid 

peroksidasyonuna yol açtığı ve oksidatif stres ve reaktif oksijen türlerinin oluşumu 

yoluyla antioksidan statüsünü bozduğu iyi bilinmektedir. Serbest radikaller, 

proinflamatuar sitokinlerin indüksiyonuna yol açan sinyal mekanizmasını düzenleyen 

kritik bir belirleyicidir (Dhanasekar vd., 2015). MSU kristallerinin bağışıklık sistemi için 

bir tehlike sinyali olarak hareket ettiği ve inflamazom aktivasyonunu uyardığı 

gösterilmiştir (Martinon vd., 2006).  

Çalışmamızda HUVEC hücrelerinin THP-1 hücreleri ile ko-kültürde kullanılan E-

plate insert plaka ile aynı kültür ortamında bulunması ve proliferasyonunun gerçek 

zamanlı olarak ölçümleri ile sonuçlarımız oldukça hassas olarak belirlenmiştir. Gerçek 

zamanlı analiz sisteminde Xcelligence cihazında HUVEC ve THP-1 hücre ko-

kültürlerinde bortezomibin antiproliferatif etkileri ilk defa bu tez çalışmasında incelenmiş 



 

86 

 

ve inflamasyon ortamında bortezomibin hücre proliferasyonunu konsantrasyona ve 

zamana bağlı olarak azalttığı belirlenmiştir. Önceki araştırmalar da (Podar vd., 2004; 

Tamura vd., 2010) bortezomibin antianjiyogenik aktivitesinde önemli rolü olan vasküler 

endotel hücreleri üzerinde doğrudan negatif proliferatif etkilerinden bahsedilmiştir. 

Yapılan bir araştırmada Colo320HSR, HT 29 ve DLD1 kolon kanseri hücre hatlarında 

bortezomibin 5, 10, 20 nM dozları uygulanmış ve 24 saatlik inkübasyonu sonunda, hücre 

proliferasyonlarının bortezomib ile anlamlı düzeyde azaldığı bildirilmiştir. Bu etkinin 

bortezomibin proteazom inhibisyonundan kaynaklanan hücre içi ROS üretiminin 

artmasıyla ilişkili olarak hücre döngüsünü durdurarak antikanser aktivite gösterdiğini 

açıklanmıştır (Hong vd., 2012). Tüm bu veriler tezimizde ulaşılan bortezomibin 

antiptoliferatif etkinliğini kanıtlamaktadır. 

Farklı doku ve organlardan köken alan hücrelerin metabolizma hızları, 

detoksifikasyon yetenekleri, oksidatif strese dayanıklılıkları ve yaşam süreleri birbirinden 

farklıdır (Kısmalı ve Sel, 2012). Endotel hücrelerinin apoptozu ve iltihabı, oksidatif stres, 

hipoksi, anjiyotensin II, oksitlenmiş düşük yoğunluklu lipoproteinler (LDL’ler) ve 

yüksek glikoz dahil olmak üzere çeşitli uyarılar tarafından indüklenebilen endotelyal 

disfonksiyonun ana biyokimyasal özellikleridir (Chen vd., 2021). Çalışmamızda RTCA 

DP yöntemi kullanılarak 16 kuyucuklu plakalarda (CIM-plate) migrasyon deneyi ve Oris 

hücre migrasyon deneyi ile HUVEC hücrelerinin hücre göçü (migrasyonu) incelenmiştir.  

Oris ve RTCA DP sistemi CIM-plate migrasyon deneyi sonuçlarımız birbirine paralellik 

göstermiş olup bortezomib konsantrasyonlarında HUVEC hücrelerinin migrasyonunu 

azalmıştır. Bortezomib HUVEC hücrelerinde anti-migrasyon etki göstermiştir. 

Bortezomibin hücre göçüne ve hücre-hücre etkileşimine etkisini incelemek için 

ayrıca çizik (yara iyileşme) deneyi ile HUVEC hücrelerinin migrasyon değişimleri 

değerlendirilmiştir. Bortezomib konsantrasyonlarının artışına bağlı olarak HUVEC 

hücrelerinin migrasyon yeteneklerinin azalarak yara oluşturulan alanlarının kapanmadığı 

ve inflamasyonlu ortamda da HUVEC hücrelerinde migrasyonu azalttığı izlenmiştir. 

Literatürde çizik yara tahlilinin kullanıldığı bir çalışmada (Mehdizadeh vd., 2021) 

bortezomibin hücre göçünü azalttığı bildirilmiştir. Bortezomibin vasküler endotel 

hücrelerinin vasküler geçirgenliğini artırdığı böylece hücre büyümesini güçlü bir şekilde 

inhibe ettiği de aktarılmıştır (Tamura vd., 2010).  

K562 hücreleri üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri araştıran Engür ve 

arkadaşları (2016) 24 ve 48 saat sonra 1 μm bortezomibin etkilerinin başladığını 
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gözlemlemişlerdir. Engür ve Dikmen’in (2017) yaptığı bir araştırmada MLN2238 ve 

bortezomibin insan kolon adenokarsinom Caco-2 hücreleri üzerindeki antiproliferatif ve 

apoptotik etkileri karşılaştırılmalı olarak araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre 

bortezomib ve MLN2238, Caco-2 hücrelerinde konsantrasyona ve zaman bağlı önemli 

apoptotik ve antiproliferatif etkiler gösterdiği bildirilmiştir (Engür ve Dikmen, 2017). 

THP-1 ile oluşturulmuş kültür modelinde A549 hücrelerinde Annexin V-PI yöntemi 

kullanılan bir çalışmada (Ozturk vd., 2021) akış sitometrisi analizi sonuçlarına göre  

bortezomibin apoptotik etkisi %41 olarak belirlenmiştir. Çalışmamızda Annexin V-PI 

yöntemi ile bortezomibin toplam apoptotik etkisi (erken apoptoz + geç apoptoz) hem tekli 

hemde ko-kültür gruplarında kontrol grubuna göre artış göstermiş olup diğer çalışmalarda 

da olduğu gibi apoptotik etkinliği görülmektedir.  

NLRP3'ün aktivasyonuna yol açan kesin moleküler olaylar belirsizliğini 

korumaktadır. ATP, bakteriyel ve fungal toksinler, mitokondriyal disfonksiyon, ROS 

oluşumu ve lizozomal hasar da dahil olmak üzere, çoklu moleküler veya hücresel 

uyaranların NLRP3 inflamazomunu aktive ettiği gösterilmiştir. NLRP3 uyaranları çoğu 

hücrelerde ROS üretimini indükleyebilmektedir. Lizozomal NADPH oksidazın ROS 

üretiminin kaynağı olduğu düşünüldüğünden; ROS, NLRP3 inflamazom aktivasyonu için 

ortak bir sinyal olarak önerilmektedir. Kimyasal inhibitörlerle yapılan çalışmalarda 

NAPDH oksidaz tarafından üretilen sitozolik ROS’un, NLRP3 inflamazom 

aktivasyonundan sorumlu ortak sinyal olarak düşünülmektedir (Şaker ve Polat, 

2022).  NLRP3 inflamasyonunun tam aktivasyonu hem bir hazırlama sinyali (LPS) hem 

de bir aktivasyon sinyali (ATP) gerektirir (Hua vd., 2019). Çok sayıda NLRP3 

inflamatuar aktivatörünün çeşitli hücrelerde mitokondriyal ROS üretimini tetiklediği 

bilinmektedir (Jo vd., 2016). Akut yüksek UA konsantrasyonlarının HUVEC'de 

mitokondriyal kalsiyum aşırı yüklenmesine neden olduğu ve bunun da aşırı ROS 

üretimine yol açabilecek mitokondriyal membran potansiyelinde önemli bir artışa yol 

açtığı gösterilmiştir (Arima, 2003). Aşırı hücre içi ROS seviyeleri de apoptoza veya 

nekroza neden olmaktadır (Kelley vd., 2019). JC-1 boyası kullandığımız yöntemimizde 

hem HUVEC hücrelerinde hem de THP-1 ile kokültür ortamında bortezomib deney 

gruplarında, mitokondrial depolarizasyon seviyelerinde artış belirlenmiştir.  

Belloni ve arkadaşları (2010) yaptıkları çalışma ile bortezomib uygulanan endotel 

hücrelerinde apoptozun indüklediğini göstermişlerdir. Apoptozun en önemli göstergesi 

olan Kaspaz-3 aktivasyon ölçümüzde de HUVEC gruplarında bortezomib dozlarında 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kelley%20N%5BAuthor%5D
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kontrole göre daha yüksek kaspaz-3 aktivasyon artışı analiz edilmiştir. Yaptığımız tüm 

apoptoz deneyleri birbirlerine uyumlu olmakla beraber bortezomibin apoptotik etkisi 

ortaya konmuştur. Bortezomib, HUVEC hücrelerinde, hücre apoptozunu önemli ölçüde 

arttırdı. 

Yin ve arkadaşları (2019) yaptıkları bir çalışmada ürik asitin NLRP3 / IL-1β'yı 

aktive ettiği ve in vitro ROS aktivasyonu ve K + akışı yoluyla vasküler endotelyal hücre 

hasarını indüklediği mekanizmaları araştırmak için insan umbilikal ven endotel 

hücrelerini kullanmışlardır ve bunları in vivo olarak doğrulamışlardır. Bu çalışmada, ürik 

asitin HUVEC'lerde NLRP3 inflamazomunu aktive ettiğini, IL-1β ve ICAM-1 dahil 

olmak üzere bazı inflamasyon faktörlerinin seviyesini önemli ölçüde artırabildiğini 

bulmuşlar. Ürik asit tarafından indüklenen IL-1β ve ICAM-1 artışı, muhtemelen vasküler 

endotel hasarından sorumludur. Farklı konsantrasyonları ve farklı inkübasyon süreleri ile 

muamele edilen ürik asidin HUVEC’lerde IL-1β expresyonunu indüklediğini 

belirlemişlerdir (Yin vd., 2019).  

Deneysel bir artritin kronik fazı aynı zamanda IL-1, IL-6 ve nitrik oksit 

metabolitleri gibi NF-κB'ye bağımlı proinflamatuar faktörlerin serum seviyelerindeki 

artışla da ilişkilendirilmiştir. Bu faktörlerin önemli ölçüde daha düşük seviyeleri 

bulunmuştur. Bortezomibin derin antiinflamatuar etkilerinin kısmen NF-κB aktivitesinin 

inhibisyonundan kaynaklandığı kavramını desteklemektedir (Elliott vd., 2003). 

İnflamatuar faktörlerin neden olduğu endotelyal hücre hasarının vasküler 

hastalıkların patogenezinde anahtar rol oynadığı bildirilmiştir. Önceki çalışmalar, NLRP3 

inflamatuar aktivitesinin, lizozomal bozukluk dahil olmak üzere çeşitli stresler 

aracılığıyla düzenlendiğini ileri sürmektedir. Bir multiplrotein kompleksi olan NLRP3 

inflamazom, kaspaz-1'i aktive edebilir ve IL-1β salgılanmasına yol açabilir. NLRP3 

inflamazomunun aktivasyonu endotel disfonksiyonunun gelişmesine yol açabilir ve 

vasküler yaralanmayı daha da hızlandırır (Kısmalı ve Sel, 2012). Son araştırmalar, 

NLRP3 inflamatuar ilişkili otoinflamatuar hastalıktaki hücre stresinin artışı, kan 

monositlerinde IL-1β ve IL-18 seviyelerinin arttığını göstermiştir (Jo vd., 2016; Carta 

vd., 2015). MSU kristalinin neden olduğu NLRP3 inflamatuar aktivasyonuyla tutarlı 

olarak çalışmalar, çeşitli dokularda gutta yüksek IL-18 seviyelerini bildirmektedir (Klück 

vd., 2021). Ürik asit ile yapılan bir çalışmada HUVEC'lerde IL-1β ve ICAM-1 dahil 

olmak üzere bazı inflamasyon faktörlerinin seviyesini önemli ölçüde arttığını 

bildirmişlerdir. Aynı çalışmada, ürik asitin HUVEC'lerde NLRP3 inflamazomunu aktive 
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ettiğini ve IL-1β, kaspaz-1 ve ICAM-1 ekspresyonunu arttırdığını göstermişlerdir. Farklı 

konsantrasyonları ve farklı inkübasyon süreleri ile muamele edilen ürik asidin 

HUVEC’lerde IL-1β expresyonunu indüklemiştir (Yin vd., 2019). IL-1β, IL-18 ve NO, 

çok sayıda çalışma tarafından inflamasyonun temel aracıları olarak vurgulanmıştır ve 

otoimmün hastalıklar ve diğer inflamatuvar durumlarla ilişkilendirilmiştir (Kelley vd., 

2019). Bir hayvan çalışmasında Hu ve arkadaşları (2008) ürik asit nefropatisi olan bir 

sıçan modelinde inflamatuar sitokinler IL-1β ve IL-18 düzeylerinde artış ve böbrek 

hasarında ağırlaşma gözlemlemiştir. Yapılan bir klinik çalışmada IL-1β ve IL-18'in 

yüksek oranda eksprese edildiği bulunmuştur (Hu vd., 2018). Bu sonuçlar, 

hiperüriseminin neden olduğu böbrek hasarının ortaya çıkmasında ve gelişmesinde 

inflamatuar faktörlerin rol oynadığını ve hiperürisemik nefropatinin önlenmesi ve 

tedavisine yönelik çalışmalar için yeni bir teorik temel sağladığını göstermektedir. IL-

1β'nın gutta bilinen kritik bir rolü olmasına rağmen, artan kanıtlar diğer IL-1 ailesi 

üyelerinin de hiperürisemi ve gut alevlenmelerinin patogenezinde rol oynadığını 

göstermektedir (Klück vd., 2021). Cavalcanti ve arkadaşları (2016), gutta sitokin 

düzeyleri üzerine yaptıkları çalışmada IL-18 in gutun inflamatuar sürecine katıldığını ve 

tofüs ile deformitelerin varlığı ile anlamlı bir ilişkisi olduğunu göstermişlerdir. Yine aynı 

çalışmada; gut deformiteleri olan tofüslü hastalarda IL-8 seviyesinin daha yüksek 

olduğunu ve buna bağlı olarak hastalığın şiddeti ile bir miktar ilişkisi olabileceğini 

belirtmişlerdir. PMA ile HUVEC uyarılmasından sonra süpernatantlarda endotel 

hücrelerinden salınan IL-8 miktarlarını inceleyen Çakiris (2012), PMA ile stimulasyonun 

1. saatinde IL-8 seviyesinde bir artış gözlemlemezken 2.saatte yaklaşık 4 katına çıkan bir 

IL-8 artışı görmüştür. Literatür bilgileri ile benzer şekilde çalışmamızda HUVEC 

kokültüründe bortezomib uygulanan gruplarda bortezomib konsantrasyon artışı ile IL-1β 

düzeyinde azalma görülmüştür. IL-8 düzeylerinde de kontrol gruplarına göre oldukça 

azalma meydana getirmiştir.  

Cavalcanti ve arkadaşları (2016), gutta sitokin düzeyleri üzerine yaptıkları 

çalışmada IL-6’nın serum düzeyinin arttığını ve tofüs ile deformitelerin varlığı ile anlamlı 

bir ilişkisi olduğunu göstermişlerdir. Barbaro ve arkadaşları (2015) hipertansif hastalarda 

arteriyel sertlik ile IL-6, IL-1β ve CRP (ayrıca IL-10 ve TNF) seviyeleri arasında ilişki 

olduğunu açıklamışlardır. Jiang ve arkadaşları (2014) gut hastalarında kontrollere kıyasla 

CRP, IL-6 arasında pozitif bir korelasyon tespit etmiştir. Shang ve arkadaşlarının (2019) 

çalışmasında; MSU kristalinin neden olduğu peritonit modelinde IL-33'ün ekzojen 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kelley%20N%5BAuthor%5D
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uygulanması sonucunda IL-1β ile IL-6'da bir azalmaya ve nötrofillerin toplanmasına yol 

açarken, antiinflamatuar sitokin IL-10 arttığı sonucuna ulaşılmıştır. (Shang vd., 2019). 

Çalışmamızda benzer şekilde HUVEC tekli ortamda kontrole göre IL-10 seviyesinde 

artış, bortezomib uygulanan gruplarda ise IL-6 seviyelerinde azalma görülmüştür. Daha 

önce yapılan araştırmalarda proteazom inhibitörlerinin (Hayashi vd., 2003) ve 

bortezomibin (Roccaro vd., 2006) MM hücrelerinde IL-6'nın yukarı regülasyonunu 

inhibe ettiği bildirilmiştir. 

TNF, tümör nekröz faktör geni, TNF süper familyasına ait makrofajlar tarafından 

salgılan çok işlevli bir proinflamatuvar sitokini kodlamaktadır. Bu sitokin; apoptoz, hücre 

çoğalması, lipit metabolizması, pıhtılaşma ve hücre farklılaşması dahil oldukça geniş bir 

biyolojik süresin düzenlenmesinde rol alır (Zer vd., 2007). Romatoid artrit, obezite, 

neoplazmlar gibi birçok hastalıkta ekspresyonunun arttığı belirlenmiştir. Hücresel olarak 

Deoksiribo nükleik asit (DNA) hasar cevabı, ,akut inflamatuvar cevap, kalsiyum aracılı 

sinyal, hücre aktivasyonu-çoğalması-ekstravazasyon, sirkadiyen ritim, apoptotik süreç, 

kortikal aktin hücre iskelet organizasyonu, hücre dışı matris organizasyonu, bağışıklık 

cevabı, ölüm indükleyen sinyal kompleksi, savunma cevabı, MAPK kaskadı, endotel 

hücre apoptotik süreci, C-Jun N-terminal kinaz (JNK) kaskadı, transkripsiyonun negatif 

regülasyonu, mitotik hücre döngüsünün negatif düzenlenmesi, sitokin regülasyonu gibi 

birçok önemli fizyolojik süreçte rol oynamaktadır (Banno vd.,  2004; Görgülü, 2019). 

A549 akciğer kanseri hücrelerinde yapılan bir çalışmada bortezomibin TNF-α 

seviyelerini artırtığı görülmüştür (Ozturk vd., 2021). TNF-α, anti-proliferasyon ve 

apoptoz yollarında önemli işlevleri olduğundan, TNF-α seviyeleri ölçüldü. Akış 

sitometrisi verilerimize göre HUVEC hücrelerinde hem tekli hem de kokültür gruplarında 

TNF-α düzeyinin kontrole göre attığı gözlenmiştir. 

Çalışmamızda HUVEC hücrelerindeki tekli ve THP-1 kokültür ortamlarında 

sitokin ölçümleri (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α) yapılması suretiyle bortezomibin 

antiinflamatuar etkileri incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar çerçevesinde literatürle 

uyumlu olarak bortezomibin antiinflamatuar etkinliği yorumlanmıştır. İnflamatuar 

sitokin seviyelerinde artışlar gözlendi. Proinflamatuar sitokinlerin (özellikle IL-1β ve IL-

18), inflamatuar bir bağışıklık yanıtının ilk adımlarına aracılık ettiği bilinmektedir. Bu 

nedenle inflamasyonun bu yukarı yönlü aracılarını hedeflemek, inflamasyonla ilişkili 

hastalıkların tedavisinde umut verici bir yaklaşım olarak ortaya çıkmıştır. 
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 Bortezomib protein degredasyonunda önemli rol oynayan 26S proteazomunu geri 

dönüşümlü olarak inhibe eder. Bu kompleksin inaktivasyonu, transkripsiyon faktörü olan 

NF-κB'nin inaktivasyonuna yol açar. NF-κB anahtar bir transkripsiyonel faktördür ve 

inflamatuar sinyalin düzenlenmesinden sorumludur, hücresel çoğalma ve farklılaşmada 

rol oynar (Chen vd., 1999). Uyarılmamış hücrelerde düzenleyici protein IκB, çekirdeğe 

bağlanır ve böylece NF-κB aktivasyonunu ve çekirdeğe translokasyonu inhibe 

eder. Bortezomib aktivitesi, MAP kinaz sinyal yolağını, MM hücre proliferasyonunu 

inhibe eder, kaspaz bağımlı apoptozu indükler ve NF-κB’yi inhibe edip, adezyon molekül 

ekspresyonunu ve MM hücrelerinin BMSC’ye bağlanmasının azalmasına yol açarak 

ortadan kaldırır (Bladé  vd., 2005; Chen vd., 1999; Zadeoğluları, 2010). Genel olarak 

bortezomib, sitokinlerin (IL-6 gibi), büyüme faktörlerinin (insülin benzeri büyüme 

faktörü gibi), hücre adezyon moleküllerinin (hücre içi adezyon molekülü, vasküler 

hücresel adezyon molekülünün gibi) artan ekspresyonunu inhibe eder (Zadeoğluları, 

2010; Adams, 2004). Deneysel bir artrit modelinde günlük oral bortezomib tedavisi 

yapılan bir çalışmada (Elliott ve arkadaşları, 2003), artritin erken ve geç evrelerinin çok 

daha zayıf olmasıyla sonuçlanmıştır. Tedavi edilen artritik sıçanlarda yoğun inflamatuar 

sızıntıda önemli bir azalma olduğu; eklem kıkırdağında yalnızca minimal bir bozulma 

olduğu ve kemik erozyonunun da proteazom inhibitörü tarafından belirgin şekilde 

hafifletildiği bildirilmiştir. 

Gut artritinde ağrı genellikle dayanılmazdır. Monosodyum ürat kristalleri, gut 

patofizyolojisinde önemli bir rol oynar. IL-1 β, MSU kristallerinin tetiklediği akut gut 

inflamasyonunda anahtar rol oynar. Bu kristaller, NLRP3 inflamazomunun 

aktivasyonunu tetikler ve IL-1β salınımına neden olur. Ürat düşürücü tedaviler ağrılı 

ataklarda küçük bir rol oynar. Akut gut artriti olan hastalarda IL-1 inhibitörleri (rilonacept 

veya anakinra) bir seçenek olmakla beraber nispeten yüksek tıbbi bakım maliyetleri, bu 

ilaçların gelişmekte olan ülkelerde uygulanmasını kısıtlamaktadır. Bu nedenle gut 

artritinin akut fazında sitokin salınımının engellenmesi gerekmektedir. Ayak bileği 

eklemi ürat artriti, antiinflamatuar ve antigut ajanların değerlendirilmesi için yararlı bir 

araç sağlamıştır (Limon, 2022; Salman vd., 2020; Şaker ve Polat, 2022; Balkarlı, 2017; 

Liu vd., 2016).  

İn vivo çalışmalar bortezomibin, patogenezi NLRP3 inflamatuar aktivasyonu ile 

yakından ilişkili olan romatoid artrit (Yannaki vd., 2010), retina iskemi-reperfüzyon 

hasarı (Chen vd., 2013), fare kolitinde (Schmidt vd., 2010) ve sepsiste (Han vd., 2015) 
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antiinflamatuar etkiye sahip olduğunu göstermiştir. Tez çalışması kapsamında 

inflamatuar bir hastalık olan gut modeli oluşturularak bortezomibin antiinflamatuar, 

antiproliferatif ve apoptotik etkileri incelenmiştir. 
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SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Sonuç olarak endotel ile inflamasyon arasındaki ilişki çok yönlü olup, başta 

kardiyovasküler hastalıklar olmak üzere çeşitli hastalıklarda kritik rol oynamaktadır. 

Endotel disfonksiyonu ve inflamatuar mediatörlerin salınımı bu hastalıkların ilerlemesine 

katkıda bulunur. Endotel hücre inflamasyonunun altında yatan mekanizmaları ve bunun 

trombositler, sitokinler ve diğer faktörlerle olan etkileşimlerini anlamak, vasküler 

bozukluklara yönelik terapötik stratejilerin geliştirilmesine ışık tutabilir. 

Nihayetinde bortezomib öncelikli olarak bir proteazom inhibitörü olarak tanınırken, 

bortezomib ile NLRP3 inflamazomu arasında potansiyel bir ilişki olduğunu gösteren yeni 

kanıtlar ortaya çıkmaktadır. Bu ilişkinin altında yatan kesin mekanizmaları aydınlatmak 

ve bortezomib tedavisi bağlamında NLRP3 inflamazomunu hedeflemenin terapötik 

sonuçlarını araştırmak literatüre katkı sağlayacaktır. Bunun için daha fazla çalışmaya 

ihtiyaç vardır.   

Son zamanlarda inflamatuar hastalıklarda kritik rol oynayan inflamatuar 

durumlarda bu proteazom inhibitör stratejisinin terapötik beklentilerine 

odaklanılmaktadır. Proteazomun inhibisyonunun, başta iskemi-reperfüzyon hasarı, astım, 

artrit, sedef hastalığı ve egzama olmak üzere farklı inflamatuar hastalık durumlarındaki 

çeşitli hayvan modellerinde etkili olduğu gösterilmiştir. Literatür bilgilerine bakıldığında 

MSU ile oluşturulan NLRP3 inflamazomunda farklı terapötiklerin kullanımının yararlı 

olabileceği belirtilmesine rağmen bortezomib konusunda yapılan yeni çalışmalara hala 

ihtiyaç vardır.  

Sonuç olarak proteazom inhibisyonu, kanser ve inflamatuar durumlar için 

potansiyel bir tedavi seçeneğidir. Şimdiye kadar, kanser, reperfüzyon hasarı ve romatoid 

artrit, astım, multipl skleroz ve sedef hastalığı gibi inflamatuar durumlar dahil olmak 

üzere Alzheimer hastalığı, amiyotropik lateral skleroz, otoimmün tiroid hastalığı, kaşeksi, 

greft reddi, hepatit B, inflamatuar barsak hastalığı, sepsis ve sistemik lupus eritematozus 

gibi çeşitli insan hastalıkları için çok sayıda hayvan modelinde yapılan çalışmalardan 

umut verici sonuçlar bildirilmiştir (Elliott vd., 2003). 

IL-1β, MSU kristallerinin tetiklediği akut gut iltihabında önemli bir rol 

oynamaktadır. Proteazom inhibitörlerinden olan bortezomib anti-inflamatuar ve 

antiproliferatif etkiler gösterdiğinden, inflamatuar bir hastalık olan gutta da etkinlik 

gösterebileceğini düşünmekteyiz. Farklı hastalıklarda araştırmalar yapılmasına rağmen 
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gut modelinde herhangi bir çalışma bulunmaması çalışmamızın özgünlüğüne değer 

katmaktadır. 

Buradan yola çıkarak tez kapsamında yaptığımız çalışmalar ile inflamazom için 

bilinen alternatif terapötik yaklaşımlara bortezomib kullanımının olası katkılarını 

literatüre dahil etmiş olduk. Gut gibi inflamatuar hastalıkların tedavisinde bortezomibin 

terapötik bir madde olarak potansiyel kullanımının literatüre ön veriler kazandıracağını 

ve klinik ilaç tedavisinde alternatif bir bakış açısı sağlayacağını düşünmekteyiz. 
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