MONOSODYUM URAT KRIiISTALLERI iLE
INDUKLENEN INFLAMASYON KO-KULTUR
MODELINDE, ENDOTEL HUCRELERI
UZERINDE BORTEZOMIBIN ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Doktora Tezi
Ayse UNLU KOSE

Eskisehir 2024



MONOSODYUM URAT KRIiSTALLERI iLE INDUKLENEN iNFLAMASYON
KO-KULTUR MODELINDE, ENDOTEL HUCRELERI UZERINDE
BORTEZOMIBIN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ayse UNLU KOSE

DOKTORA TEZi
Farmakoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Eskisehir
Anadolu Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Ocak 2024



JURI VE ENSTITU ONAYI

Ayse UNLU KOSE’nin “Monosodyum iirat kristalleri ile indiiklenen inflamasyon
ko-kiiltiir modelinde, endotel hiicreleri lizerinde Bortezomib’in etkilerinin arastiriimasi”
baglikli tezi 22/01/2024 tarihinde agagidaki jiiri tarafindan degerlendirilerek “Anadolu
Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeligi™nin ilgili maddeleri

uyarinca, Farmakoloji Anabilim dalinda Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Unvani-Adi1 Soyadi Imza
Uye (Tez Danismant) - Prof. Dr. Miris DIKMEN ...,
Uye - Prof. Dr. Rana ARSLAN e,
Uye - Prof. Dr. Zerrin CANTURK e,
Uye - Dog. Dr. Semra YIGITASLAN ..o,
Uye - Dog. Dr. Gézde AYDOGAN KILIC ..o,

Prof. Dr. Saime ONCE
Anadolu Universitesi

Lisansiistli Egitim Enstitlisti Miidiirii



OZET

MONOSODYUM URAT KRISTALLERI iLE INDUKLENEN INFLAMASYON
KO-KULTUR MODELINDE, ENDOTEL HUCRELERI UZERINDE
BORTEZOMIBIN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ayse UNLU KOSE
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2024
Danisman: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Gut, monosodyum iirat (MSU) kristallerinin eklem ve ¢evresindeki yapilar i¢inde
birikmesine yanit olarak inflamasyon ile karakterize olan metabolik bir hastaliktir.

Tez c¢alismasinda NF-kB inhibitorlerinden bortezomibin MSU kristalleri ile
indiiklenen inflamatuar yanit iizerindeki etkisi incelenmistir. HUVEC ve THP-1 hiicreleri
kullanilarak in vitro gut Kko-kiiltiir modeli olusturularak bortezomibin endotel
hiicrelerindeki hiicre proliferasyonu ve migrasyonuna etkisi, apoptotik etkisi ve
inflamasyondaki etkisi aragtirilmistir. Bortezomib ve MSU’nun, hiicre canliligina etkileri
THP-1 ve HUVEC hiicrelerinde MTT yontemi ile ger¢cek zamanli analiz sisteminde de
ko-kiiltir ortaminda HUVEC hiicre proliferasyonuna etkileri arastirilmistir.
Bortezomibin endotel hiicrelerindeki migrasyona etkisi gercek zamanl analiz sistemi ve
cizik deneyi ile belirlenmistir. Ko-kiiltiir inflamasyon ortaminda, bortezomibin HUVEC
hiicrelerinde apoptotik etkisi, kaspaz-3 aktivitesi ve mitokondriyal membran biitiinliigii
ile NLRP3 inflamazomla da iligkili TNF-o ve IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 sitokin miktarlari
akis sitometrisinde analiz edilmistir.

Sonug olarak bortezomibin MSU kaynakli inflamasyonda konsantrasyona bagl
olarak antiinflamatuar etkileri belirlenmistir. HUVEC hiicre proliferasyonunun
bortezomib konsantrasyon artisina bagli olarak azaldigi goriilmiis ve 24. saatteki ICso
degeri 0.127uM olarak hesaplanmistir. Bortezomib in vitro gut modelinde apoptotik
etkiyi ve kaspaz 3 aktivasyonunu artirmustir. Ozellikle bortezomib konsantrasyonuna
bagli olarak TNF-q, IL- 6, IL-8 diizeylerinde azalma ve IL-10da artis goriilmiistiir. Elde
edilen sonuclar 1s1ginda gut gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisinde bortezomibin
terapotik bir madde olarak potansiyel kullaniminin literatiire 6n veriler kazandiracagini

ve klinik ilag tedavisinde alternatif bir bakis a¢is1 saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Sézciikler: Bortezomib, HUVEC, THP-1, MSU, Inflamasyon.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE BORTEZOMIB EFFECTS ON ENDOTHELIAL CELLS
IN THE INFLAMMATORY CO-CULTURE MODEL INDUCED BY
MONOSODIUM URATE CRYSTALS

Ayse UNLU KOSE
Department of Pharmacology
Anadolu University, Institution of Graduate School, January, 2024
Supervisor: Prof. Dr. Miris DIKMEN

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-«kB 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-a and IL-1f, 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 ICso
value at 24th hour was calculated as 0.127uM. Bortezomib increased apoptotic effect and
caspase-3 activation in vitro gout model. In particular, TNF-a, 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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GIRIS

Gut hastaligt uzun siireli hiperiiriseminin sonucu olarak eklem ve dokularda
monosodyum fiirat (MSU) kristallerinin birikimi sonucu ortaya ¢ikan, akut artrit ataklari
ile karakterize inflamatuar bir hastaliktir (Johnson ve Rideout, 2004). Gut hastaliginin
siklig1 toplumun yaglanmasi ve hareketsiz yasam tarzinin artmasi ile birlikte artmaktadir
(Kuo vd., 2015). MSU kristallerinin eklem ve eklem dis1 yapilar i¢inde birikmesinden
kaynaklanan, eklem sismesi, kizariklik ve agr1 gibi klinik belirtileri olan bir metabolik
bozukluk olarak da tanimlanir (Liu vd., 2023).

Urik asit, niikleotid ve adenozin trifosfat metabolizmasi sirasinda tretilir ve
insanlarda iirikaz mutasyonunda piirin metabolizmasinin bir son iiriiniidiir. Urik asidin,
NLR ailesi pirin alani igeren protein 3 (NLRP3) inflamasom aktivasyonunun énemli bir
sinyali oldugu bildirilmektedir. Son ¢aligmalar, iirik asidin dogustan gelen immiin yaniti
harekete gecirdigini ve inflamasyona karsi edinilmis immiin reaksiyonun inflamatuar
hiicrelerini  topladigin1  ortaya koymustur. MSU kristalleri, makrofajlarda ve
monositlerde; interlokin-18 (IL-1p), Interlokin-6 (1L-6), Interlokin-8 (I1L-8), Interldkin-
18 (IL-18) ve TNF-o dahil olmak tizere g¢esitli sitokinlerin ve kemokinlerin artmis
ekspresyonunu indiikler. Bunlardan IL-1f, MSU kristalinin neden oldugu iltihaplanma
tepkisinin tesvik edilmesinde yer alan kritik bir sitokindir. Son ¢alismalar, iirik asit ile
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunun inflamazom aktivasyonuna katkida
bulundugunu ve bunun da IL-1B'min olgunlagmasia ve salgilanmasina yol agtiginm
gostermistir (Yin vd., 2019, Luo vd., 2016, Chung vd., 2016, Kim vd., 2016, Pope ve
Tschopp 2007).

Inflamazomlar, toksinler veya nanopartikiiller gibi cevresel ajanlarm ve ayrica
monosodyum iirat, adenozin trifosfat (ATP) ve amiloid-f gibi endojen tehlike
sinyallerinin aracilik ettigi steril saldirilara anormal yanitlar1 sinirlandirmanin yani sira,
mikrobiyal patojenlere karsi konak¢i yanitinin anahtar diizenleyicileridir. NLRP3
inflamasom, su anda en iyi karakterize edilen inflamasomdur ve NOD-benzeri reseptorler
(NLR) familyasma ait kompleksteki NLRP3 proteininden dolay1 adlandirilir ve ayni
zamanda NALP3, CIASI veya pyrin alan1 igeren protein 3 olarak da adlandirilir. NLR
ailesi, pirin alani igeren 3 (NLRP3) inflamasom, NLRP3 reseptor proteini, apoptozla
iligkili benek benzeri protein (ASC) ve proteaz kaspaz-1'i iceren bir multiplrotein
kompleksidir. NLRP3 inflamazom aktivasyonu, Interlokin-1B (IL-1B) ve Interlokin-18

(IL-18)’in proformlarini olgun formlarina ayiran aktif kaspaz-1 ile sonuglanir. NLRP3

1



inflamasomunun aktivasyonu, istilact mikrobiyal patojenleri ortadan kaldirmak igin IL-
1B ve IL-18 proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi yoluyla inflamasyonu indiikler
(Zahid vd., 2019, Caseley vd., 2020, Yin vd., 2019).

Interlokin-1 (IL-1) sitokin ailesinin bir iiyesi olan IL-1B, kaspaz 1 tarafindan
aktive edilebilir, bu nedenle NLRP3 inflamasomunun aktivasyonu, IL-1f"mn
olgunlagmas1 ve salgilanmast i¢in ¢ok Onemlidir. IL-1B, birincil olarak
monositler/makrofajlar tarafindan iiretilen ve proliferasyon, aktivasyon ve farklilagsma
gibi ¢esitli immiinolojik fonksiyonlarda ve ayrica ek inflamatuar hiicrelerin aliminda yer
alan giiclii, ¢ok islevli bir proinflamatuar sitokindir. IL-1p ve timor nekroz faktorii-o
(TNF-a), bagisiklik tepkisi, iltihaplanma, doku onarimi ve timdr ilerlemesine aracilik
eden Oonemli proinflamatuar sitokinlerdir. IL-1B ve TNF-a ifadesinin diizenlenmesine,
transkripsiyon faktorii Niikleer faktor-kappa B (NF-xB) tarafindan transkripsiyon
seviyesinde aracilik edilir. Sitokinler; enfeksiyon, inflamasyon, sepsis ve kansere karsi
konake¢1r yanitlarin1  diizenlemede Onemli immiinomodiilasyon ajanlaridir. Bu
proinflamatuar sitokinlerin kalici iiretimi, ciddi doku tahribatina ve sonunda organ
yetmezligine neden olabilir (Chung vd., 2016, Zhang vd., 2014, Luo vd., 2016).

Makrofajlar, hem dogustan gelen hem de adaptif inflamatuar tepkilerde ana
oyunculardir. Inflamatuar yanitin uzun siireli aktivasyonunun, arteriyoskleroz, sepsis,
obezite, diyabet, cesitli karaciger hastaliklari, inflamatuar bagirsak hastaligi, otoimmiin
hastaliklari, alerji ve kanser gibi ¢ok ¢esitli kronik insan hastaliklarina katkida bulundugu
iyi bilinmektedir. Geleneksel steroidal antiinflamatuar ilaglar (SAID'ler) ve nonsteroidal
antiinflamatuar ilaclar (NSAID'ler), akut inflamatuar bozukluklar1 tedavi etmek i¢in
yaygin olarak kullanilanlardir. Ancak bu konvansiyonel ilaglar, ciddi yan etkileri
nedeniyle kronik inflamatuar hastaliklarin tedavisinde basarili olamamaistir. Daha ytiksek
potansiyele ve daha diisiik toksisiteye sahip yeni antiinflamatuar ilaglarin gelistirilmesi
thtiyaci, ¢esitli karmasik inflamatuar hastaliklarla miicadele i¢in acildir (Chung vd., 2016,
Zhang vd., 2014, Singh vd., 2019).

Son on yildir, NLRP3 inflamazom aktivasyon mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in
yogun arastirmalar silirdiiriilmekte ve cok onemli bilgiler elde edilmektedir. NLRP3
inflamazomu, neredeyse her tiirlii tehlike sinyalini tanima 6zelligine sahip olmasiyla 6ne
¢ikan ve giiniimiize kadar en fazla arastirilan inflamazomdur. (Chung vd., 2016). Bununla
birlikte, aktivasyon mekanizmasi heniiz tam olarak ortaya ¢ikarilamamistir (Saker, 2022).

Anormal NLRP3 inflamasom aktivasyonu, bir¢ok hastaligin, o6zellikle yasla iliskili
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rahatsizliklarin, d6rnegin ¢esitli metabolik sendromlarin ve gut, ateroskleroz, Alzheimer
hastalig1 ve tip II diyabet dahil olmak iizere metabolik bozukluklarin gelisimi; Crohn
hastalig1, inflamatuar bagirsak hastaligi, iilseratif kolit ve kolon kanseri, meme kanseri,
melanom, hepatit C viriisii ile iligkili hepatoseliiler karsinom ve gastrointestinal kanserler
gibi ¢esitli kanserler ile baglantilidir (Zahid vd., 2019, Caseley vd., 2020). NLRP3
kaynakli piroptoz ve IL-1p ile interlokin-18 (IL-18) salgilanmasi gesitli hastaliklarla
baglantilidir. NLRP3 inflamasom aktivasyonunun piroptoza ne 6lgiide katkida bulundugu
hala belirsizdir, ancak NLRP3 aktivasyonu, hayati organlarda ciddi hasara neden olabilen
piroptoz ile sonuglanir. Cok sayida ¢alisma, inflamasyonun ateroskleroz, diyabet, sepsis,
cesitli karaciger hastaliklart ve diger metabolik hastaliklar i¢in dnemli bir risk faktorii
oldugunu gostermistir (Zahid vd., 2019, Zhang vd., 2014). MSU kristalleri gibi steril
partikiillerin monositlerde/makrofajlarda inflamatuar indiikleyiciler olarak iyi bilinen
roliine ragmen, steril inflamatuar kosullar altinda pro-IL-1B sentezinin nasil
indiiklendigine dair ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir (Chung vd 2016).

Endotel hiicreleri kan damarlarinin i¢ yiizeyini déser ve damar duvariyla dolasan
kan arasinda ayirict bir yiizey olusturur. insan gébek kordonu veninden elde edilen
endotel hiicreleri (HUVEC) iyi bir endotel hiicre kaynagidir. Vaskiiler patolojilerde
onemli rollere sahip olan ve viicudun her yerine dagilan damarlari i¢cten déseyen endotel
hiicreleri, 6nemli fonksiyonlara sahiptir. ROS ve potasyum iyonlarinin (K*) disa
akimimin aktivasyonu da NLRP3 inflamazomunun aktivasyonuna katilir. Bu nedenle,
NLRP3 / IL-1pB yolu, vaskiiler endotelyal hiicre hasari ile yakindan iliskili olabilir (Yin
vd., 2019, Yazir ve Dal¢ik 2012).

Bortezomib, klinik ¢aligmalarda acik arayla en kapsamli degerlendirilen proteazom
inhibitoriidiir. Proteazom inhibitdrii bortezomib tarafindan NF-kB aktivitesinin
inhibisyonu, multipl miyelom ve diger hematolojik malignitelerde 6n tedavi olarak
kullanilmistir (Engiir Oztiirk, 2020).

Son yillarda, endotelyal fonksiyon arastirmalar1 giderek artan sekilde NLRP3
inflamatuarmin ~ diizenleyici roliine odaklanilmistir. Bortezomib, endoteldeki
antiinflamatuar tedavi yaklasimlarina yeni bir boyut kazandirabilmesi bakimindan ilgi
cekici bir konu niteligini tasimaktadir. NLRP3 ile iligkili inflamasyonuna aracilik eden
ve etkileyen faktorler ile endotel hasarina iligkili hastaliklarin tedavisi i¢in bortezomibin

antiinflamatuar etkinligi arastirilmaya deger oldugunu diistinmekteyiz. Bortezomibin,



inflamasyon mekanizmalar1 iizerindeki etkisi daha iyi bir sekilde aydmlatilmasi
gerekmektedir ve gliniimiizde bu konuda sinirlt sayida arastirma bulunmaktadir.
Calismamizda NLRP3 inflamazom olusumunda proteazom inhibitorlerinden (NF-
kB inhibitorlerinden) bortezomibin endotel hiicreleri iizerinde olasi antiinflamatuar
etkisini aydinlatabilmek amaciyla, insan monosit hiicrelerinden (THP-1) farklilagmis
makrofajlar ile insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) in vitro ko-kiiltiir
modelleri olusturularak, bu ko-kiiltiirii modellerinde NLRP3 inflamazom mekanizmalar1
tizerine etkilerinin incelenmesi ve literatliire kazandirilmas: hedeflenmektedir.
Bortezomibin, THP-1 ve HUVEC hiicre hattinda MSU ile olusturulan proinflamatuar
sitokinler aracili NLRP3 inflamasomu ile olusan inflamasyon tizerindeki ve endoteldeki
etkilerinin ortaya konmasi ve de altta yatan potansiyel mekanizmalarin aydinlatilmasi
acisindan Onem tasimaktadir. Bu c¢alismada clde edilecek sonuglar ile bortezomibin
inflamatuar hastaliklarin tedavisinde terapotik bir madde olarak potansiyel uygulamasi
icin 6nemli bilimsel katkilar saglamasi ve klinik ilag tedavisinde yeni bir bakis agisi
hedeflenmektedir. Bdylece erken evrede inflamasyona bagli olusabilecek endotel
hasarlar1 ve hastaliklar i¢in tmit verici olabilmektedir. Bununla beraber MSU
kristallerinin endotelyal hiicreler iizerindeki etkisine ve bortezomibin klinik kullanimina

dair litertiirde yeni bir bakis acis1 saglayacaktir.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Gut Hastah@

Gut, cogunlukla orta yash ve yasl erkekler ile menopoz sonrasi kadinlar1 etkileyen
bir metabolik hastaliktir (Choy vd., 2015). Biitiin eklem hastaliklarinin %5 ini
kapsamaktadir. Epidemiyolojik kanitlar, gelismis iilkelerde niifusun % 1'inin erkeklerde
ve menopoz sonrast kadinlarda en sik goriilen gut artritinden etkilendigini
gostermektedir. Gut artriti, hiperiirisemili bireylerin eklemlerinde ve bursal dokularinda
monosodyum iirat (MSU) kristalleri seklinde {irik asit birikimine yanit olarak ortaya
cikan, giiclii iltihaplanmaya ve dayanilmaz agriya neden olan iltihaph bir reaksiyonun
neden oldugu en agrili artrittir. Urik asit, hiicresel hasar iizerine yiiksek miktarlarda
tiretilen bir pilirin metabolizmasi katabolitidir. Yarali hiicrelerden salinan iirik asit, tirik
aside Ozgii antikorlar tarafindan baglanma f{izerine MSU kristalleri olusturur.
Monosodyum {irat kristallerinin eklem ve periartikiiler bosluklarda kronik birikmesi ve
bunun yani sira kalici hiperiirisemi durumunda dogustan gelen bagisiklik sisteminin
aktivasyonu, gut artritinin temel mekanizmalaridir (Liu vd., 2023). Monosodyum {irat
kristallerinin eklem ve eklem disi1 yapilar iginde birikmesinden kaynaklanan, eklem
sismesi, kizariklik ve agr1 gibi klinik belirtileri olan bir metabolik bozukluk olarak da
tanimlanir (Liu vd., 2023). Bu semptomlar, sitokinlerin, kemokinlerin iiretimi ve adezyon
molekiillerinin hiicre yiizeyi ekspresyonu tarafindan baslatilan ve yayilan bir dizi olaydan
kaynaklanir. Sagliksiz bir yasam tarz1 yasayan ve siklikla tiyazid diiiretik, profilaktik
aspirin ve alkol tiiketen bireylerde goriilme sikligi ve yayginligi onemli Olgiide
artmaktadir (Elliott vd., 2003; Vanltallie T.B., 2010).

Gut hastaliginin patofizyolojik siireci dort ana asamaya ayrilabilir; asemptomatik
hiperiirisemi, MSU kristallerinin birikimi, akut gut artritinin klinik goriiniimii ve akut
ataklar arasindaki interkritik gut (akut gut ataklarina yol acan kristallerin birikimine kars1
viicudun bagisiklik tepkisiyle kemigin tofiis erozyonunun ileri agamasi) seklindedir. Her
asamanin siiresi bireysel olarak eslik eden endojen ve ekzojen faktorlere bagli olarak
degisir (Limon, 2022; Gu vd., 2023; Peng vd., 2023).

Asemptomatik hiperiirisemi serum {irik asit seviyesinin 6.8 mg/dl nin {izerinde
oldugu ve klinik olarak gut artritinin olmadigi durumdur. Piirin metabolizmasinin bir
tirlindi olan trik asit (UA), esas olarak bagirsaklar ve bobrekler tarafindan atilir. Daha

sonra, UA diizeyleri doygunluk esiginin {lizerine ¢iktiginda, kanda igne benzeri kristaller



halinde c¢okelir. Gut hastaliginin patojenik yolu, MSU'nun makrofajlar tarafindan
fagositozunu igerir, bu da alindiktan sonra ikili bir sinyal yolu araciligiyla interlokin-13
(IL-1pB) dahil olmak tizere bir dizi inflamatuar sitokinin salinmasini tesvik ederek yogun
bir inflamatuar yanit1 tetikler. Geg evrelerde gut taslar1 ve monosodyum iiratin ¢ekirdek
oldugu kompleks kronik graniilasyon dokular1 olusur (Limon, 2022; Gu vd., 2023; Peng
vd., 2023).

Akut gut artritinde, Urat kristalleri yaral1 dokuda inflamatuar bir siireci baslatir;
boylece nétrofiller, makrofajlar ve monositler dahil fagositik hiicreler sitokinler,
kemokinler ve interlokinler dahil olmak iizere ¢esitli kimyasal aracilarin salinmasini
tetikler (Barros vd., 2021). Serum iirik asit seviyesinin gutun patogeneziyle yakindan
iligkili oldugu ve MSU kristallerinin aracilik ettigi bir¢ok hiicresel ve humoral immiin
aktivasyon mekanizmasinin, akut gut ataginin anahtar faktorii oldugu
disiiniilmektedir. Akut gutun baslangict genellikle 2 hafta icinde dogal olarak hafifler,
ancak tekrarlayan kronik gut ataklarindan sonra bir dizi eklem ve sistemik semptom
ortaya cikabilir. Toplumda yaklasik %5 oraninda goriiliir ve bunlarin yaklasik %20-
25’inde gut hastalig1 gelisir (Limon, 2022; Zhao vd., 2023).

Gut artritinde ara donem atagin olmadig1 donemdir. Birkag aydan birkag yila kadar
stirebilir. Hastalik tedavi edilmezse ataklar aras1 donem kisalir, atak siiresi uzar ve oligo-
poliartikiiler ataklar gelisir (Limon, 2022).

Kronik gut artritinde onemli bulgu tofiis olusumudur. Tofiislere bagli eklem
deformiteleri goriiliir ve eklem hareket kisitliligina yol agabilir. (Limon, 2022).

Kristal kaynakli diger artropatilerin de gutun yani sira asir1 IL-1f iiretimine bagh
oldugu goriilmektedir. Dikkat cekici bir sekilde, tiim bu kosullar, etkilenen dokularda
nétrofillerin birikmesi ve alevlenen bir inflamatuar hastalik ile karakterize edilir. Ornegin
‘pseudogout’, kalsiyum-pirofosfat kristallerinin birikmesiyle tetiklenen inflamatuar bir
eklem hastaligidir. Gut hastalifina benzer sekilde eklemlerin iginde ve ¢evresinde
hidroksiapatit kristallerinin birikmesi, ki bu tipik olarak kalsifik periartrit olarak kendini
gosterir, IL-1f salinimini ve inflamasyon nobetlerini tetikler (Schett vd., 2016).

Klinik olarak gut ve psddogut, eklemlerde 6dem ve eritem ve de buna bagl olarak
siddetli agri1, intraartikiiler ve periartikiiler bosluklarda giiclii notrofil infiltrasyonuyla
iliskili durumlar ile alakalidir. Patojenik kristal aracili IL-1 olgunlasmasinin inflamazom
bilesenleri olan NALP3 (NLRP3; NLR ailesi pirin alan1 igeren protein 3), ASC ve kaspaz-

1 gerektirdigine dair bulgulara dayanarak, hem gut hem de psddogut etiyolojik ajanlarinin
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(MSU gibi) inflamazoma bagimli bir sekilde inflamasyona aracilik ettigi One

siiriilmektedir (Sekil 1.1) (Choy vd., 2015, Chu vd., 2017).
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Sekil 1. 1. Gutun patolojik siiregleri ve ana terapotik hedefler (Peng vd., 2023)

Gut hastaliginin klinik belirtileri, tedavi edilmedigi takdirde hareket kisitliligina ve
etkilenen eklem ve dokularda ileri derecede erozyona yol acarak yasam kalitesini ciddi
sekilde etkileyebilen siddetli agriyla birlikte akut, kendi kendini sinirlayan bir artrittir. Es
zamanl olarak siddetli gut hastalarinda kronik bobrek hastaligi veya idrar taslari gibi

komplikasyonlar goriilme egilimi gosterir ve sonunda bobrek yetmezligi ortaya cikabilir
(Peng vd., 2023).
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1.1.1. Akut gut artriti

Monositler ve makrofajlar, ikili bir sinyal yoluyla niikleotid baglayici
oligomerizasyon alanini, 16sin agisindan zengin tekrari ve NLRP3 inflamatuarini aktive
etmek icin biriken MSU kristallerine kars1 bir bagisiklik tepkisi iiretir. ilk olarak, toll
benzeri reseptor 4 (TLR4) ve toll benzeri reseptor-2 (TLR2), pro-IL-1p ve inflamazom
bilesenlerini sentezlemek i¢in niikleer faktor kappa-B (NF-kB) ve mitojenle aktiflesen
protein kinazi (MAPK) uyarir; ikinci olarak, MSU kristalleri kaspaz-1'in aktivasyonunu
indiikler ve NLRP3 inflamazomunun mikrotiibiil aracili montajin1 tamamlar, bu da pro-
IL-1B'y1 olgun IL-1B'ya doniistiiriir. Sadece iki asamal1 siire¢ NLRP3 inflamazomunu
aktive edebilir ve bu da eklemlerde belirgin inflamasyon semptomlar: olmaksizin MSU
birikimi klinik fenomenini agiklamaktadir. IL-1p reseptoriine baglanir ve IL-8 ile
monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) gibi proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin
asag1 yonlil bir sinyal kaskadini tetikleyerek nétrofillerin toplanmasina ve aktivasyonuna
ve diger ¢0ziiniir proinflamatuar aracilarin indiiklenmesine yol acar. Sonug olarak, guttan
etkilenen bolgeler yogun bir inflamatuar yanit1 tetikleyen ¢ok sayida yanliglikla aktive
olmus bagisiklik hiicresi ve sitokin icerir (Peng vd., 2023).

Etkilenen eklemde sislik kizariklik, hassasiyet, siddetli agr1 goriiliir. Artrit
genellikle monoartikiiler olup en sik ayak birinci metatars eklemde goriiliir. Daha az
siklikla tarsal, ayak bilegi, diz, el bilegi, el parmaklar1 ve omuz ekleminde de tutulum
gortlebilir. Ultrasonografik goriintiilemede akut gut artritinde eklem ¢evresinde yumusak

doku 6demi ve vaskiilarizasyon artis1 gozlenir (Limon, 2022).

1.1.2. Kronik (ileri) gut artriti

Gut taslari, ilerlemis gut hastaliginin spesifik bir belirtisidir ve c¢esitli yerlerde
olusabilir. Bu taslar, MSU'nun merkezi bir c¢ekirdegi ile karmasik bir kronik
graniilomatdz yapiya sahiptir ve g¢evresi inflamatuar hiicreler ile bag dokusu igerir.
Inflamasyonun kendiliginden gerilemesi sirasinda nétrofiller tarafindan olusturulan
ndtrofil hiicre dis1 tuzaklar: (NET'ler), MSU araciligryla kristal ¢ekirdekleri gelistirebilir
ve gut taglarinin olusumunda 6nemli bir rol oynayabilir. Gut tagi olusumu, agregasyonu
ve kristallerin osteoblastlarla yapismasi kikirdak dokusunu asindirarak kemik erozyonuna

ve eklem hasarina neden olur. Osteoklast bozuklugu gut kemigi erozyonunun patogenezi

ile iligkilidir (Peng vd., 2023).



Kronik gut artritinde énemli bulgu tofiis olsa da her zaman gériilmeyebilir. Urat
kristallerinin birikimi ile olusan tofiis, hiperiirisemi siiresi ve derecesi ile iligkilidir. En
stk parmaklarda, el bileginde, kulak kepgesinde, olekranon bursada goriiliir.
Ultrasonografik goriintiilemede eklem kikirdaginin yiizeyel kenarinda ekojenite artmais,
diizensiz bir bant goriiliir (Limon, 2022).

Kronik gutta, siirekli agr1 ve hafif inflamasyon, periferik dolagimdaki mononiikleer
hiicrelerde kaspazin kalici aktivitesi ile devam ediyor olabilir. Daha yogun lokalize
inflamasyon zirvelerinin olusmasi, kristal ¢Okelmesi ile NPRL3'in lokal olarak

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

1.1.3. Gut tedavisi

Gut hastalig1 tedavi edilebilir bir hastaliktir. Gut tanisi etkin tedavisi olmasina
ragmen hale tan1 ve tedavide hatalar gozlenmektedir. Gut tedavisi esas olarak akut
ataklara karsi antiinflamatuar tedavi ve aralikli donemlerde iirat diisiiriicli tedaviden
olusur. Viicudun gut taglarina verdigi inflamatuar yanit nedeniyle siddetli agr ile atak
gecirilmektedir. Gutun ilk tedavisi, iltihab1 ve agriy1 azaltan farkli inflamatuar yolaklar
icin, siklooksijenaz inflamatuar ilaglar1 inhibe eden nonsteroid antiinflamatuar ilaglar,
tubulin tizerinde etkili olan kolsisin, anti-inflamatuar 6zelliklere sahip kortikosteroidler
ve anahtar Interlokin-1 (IL-1) inhibitdrleri dahil olmak iizere farkli antiinflamatuar ilaglar
klinik olarak akut krizle miicadele etmeyi amaglamaktadir ve gutun etkili bir sekilde
Onlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Akut ataktan sonraki 12 saat iginde kolsisin almak
semptomlari hizla hafifletebilir, ancak dar terapotik penceresi ve yiiksek advers reaksiyon
insidans1  genellikle NSAID'leri alternatif olarak  kullandirir.  Akut  kriz
¢ozildigiinde, daha sonraki ataklar1 6nlemek amaciyla allopurinol ve febuksostat
antihiperiirisemik ilaglarn yani sira ksantin ve hipoksantinin iirik asite metabolize
edilmesinden sorumlu enzimi inhibe eden ksantin oksidaz inhibitorleri tirik asit tiretimini
kontrol etmek i¢in kullanilir (Limon, 2022; Santos, 2016; Azevedo vd., 2017). Eklem
veya sistemik kortikosteroidlerin iyilestirici etkileri zayiftir ve 6nemli etkileri vardir, bu
nedenle klinik olarak nadiren kullanilirlar. Buna ek olarak, hastalar geleneksel anti-
inflamatuar tedavilere yanit vermediginde veya tolerans gostermediginde, interldkin-1
(IL-1) inhibitorleri terapotik olarak daha faydalidir (Gottlieb vd., 2022; Peng vd., 2023).
Probenesid ve benzbromaron gibi tirikoziirik ilaglar da  kronik  gut tedavisinde

kullanilmaktadir. Bu ilaclar, iirat tasiyict 1 (URAT 1) gibi viicuttaki iirik asit bobrek
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tastyicilarini inhibe edebilmektedir ( Pérez Ruiz, 2011 ; Azevedo vd., 2017). Bununla
birlikte, bahsedilen bu ilaglarin tiimii, gastrointestinal ve renal toksisiteye bagh
istenmeyen yan etkilerle iligkilidir ( Mediavilla ve Miguel, 2011).

Akut gut artriti tedavisinde ilk amag artriti tedavi ederek agriy1 azaltmaktir. Akut
gut atag tedavisinde NSAII ve kolsisin ilk tercih edilen ilaglardir. NSAII kullanamayan
hastalarda intraartikiiler veya sistemik steroidler verilir. Geleneksel steroidal anti-
inflamatuar ilaglar (SAID'ler) ve nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler), akut
inflamatuar bozukluklar1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Ancak bu
konvansiyonel ilaglar, ciddi yan etkileri nedeniyle kronik inflamatuar hastaliklarin
tedavisinde tam anlamiyla basarili sayllmamaktadir. Daha yiiksek potansiyele ve daha
diisiik toksisiteye sahip yeni antiinflamatuar ilaglarin gelistirilmesi ihtiyaci, cesitli
karmasik inflamatuar hastaliklarla miicadele i¢in 6nemlidir (Limon, 2022; Chung vd.,
2016; Zhang vd., 2014; Singh vd., 2019).

Gut hastaliginin  patogenezi iyi anlasildigindan, kolsisin, allopurinol ve
makromolekiiler ilag iirat oksidaz gibi cesitli ilaclar on yillardir klinik kullanimdadir.
Kolsisin tedavisine 6-12 ay devam edilmelidir. Direngli gut artritinde IL-1R
antagonistleri kullanilabilir. Niiksleri 6nlemek ve dokularda iirat birikimini azaltmak i¢in
tirat diisiiriicii tedaviler verilmelidir. Urik asit diizeyini diisiiren ilaglar {irik asit yapimini
azaltan ve iirik asit atilimini artiran ilaglar olarak ikiye ayrilir. Allopiirinol ksantin oksidaz
inhibitdrii olup tirik asit yapimini azaltir. Allopiirinol intolerans1 veya etkisizligi olan
hastalarda selektif ksantin oksidaz inhibitrii febuksostat kullamilabilir. Urikoziirik
ajanlar (probenesid veya benzbromaron) proksimal tiibiilii etkileyerek trikoziirik etki
gosterir. Peptoglikaz, kombine rekombinan {irikaz enzimidir. Konvansiyonel tedavilere
direncli gut artritinde kullanilabilir. Bununla birlikte, geleneksel farmasotik
formiilasyonlar inflamatuar lezyonlar1 hedefleyememekte, hatta sistemik dolasgimda hizla
inaktive olmakta, bu da etkinligin azalmasina ve sistemik yan etkilere neden olmaktadir
(Limon, 2022; Peng vd., 2023).

Bugiine kadar, IL-1'in dort gii¢lii inhibitorii klinik kullanim i¢in mevcuttur veya geg
asama klinik gelistirme asamasindadir. Bunlar yalnizca etkili tedaviler olusturmakla
kalmayip, aynm1 zamanda IL-1'in insan hastaliklarindaki roliine iliskin anlayisi

gelistirmeye de yardimer olmustur (Schett vd., 2016).
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1.1.4. Gut ile iliskili faktorler

Gut hastalig ile iligkili faktorler arasinda yas, cinsiyet, eslik eden komorbiditeler
ve inflamatuvar aktivite gibi ¢esitli faktorler bulunmaktadir. Erkeklerde daha sik goriiliir
ve yagla yakindan iligkilidir (Doherty, 2009). Yas ilerledik¢e gut hastalig1 sikliinda artis
oldugu goriilmiistiir (Karabay, 2012; Gergeker vd., 2021). Epidemiyolojik ¢calismalar, gut
artrit prevalansinda onemli bolgesel, 1irksal ve cinsiyet farkliliklar1 oldugunu, erkek/kadin
oraninin 2:1 ile 8:1 arasinda degistigini gostermistir. Artan yas, koklii sagliksiz beslenme,
erkek cinsiyeti ve etnik koken gibi genetik olmayan faktorler, yiiksek serum {irat
konsantrasyonu icin potansiyel risk faktorleridir ve bunun genel olarak gut artritinin
olusumu ve gelisimi ile pozitif olarak iliskili olduguna inanilmaktadir (Liu vd., 2023).
Zenci 1wkinda nadir goriilmektedir. Piiberte sonrasi devrede c¢ocuklarda nadir
karsilagilmaktadir. Gutlu hastalarin %10-20’sinde familyal karakter saptanmistir (Hazict,
2003). Gut normalde genetik, yapisal ve c¢evresel risk faktorlerinin etkilesiminden
kaynaklanir (Doherty, 2009).

Gut son yillarda prevalansi artan yaygin bir inflamatuar artrittir. Onemli bir
belirleyici, iirik asit seviyelerinin, iirat kristal olusumu i¢in doyma noktasinin {izerine
¢ikma derecesidir; bu, esasen renal {iratin verimsiz atilimindan kaynaklanir (Doherty,
2009).

Hiperiirisemiye neden olan durumlar arasinda en sik; obezite, plirinden zengin
diyet, kronik bobrek yetmezligi, hipertansiyon, metabolik sendrom, alkolizm, piirin
metabolizma bozukluklar1 ve bazi ilaglar (siklosporin, tiyazid diiiretikleri, pirazinamid,
diisiik doz aspirin) yer alir. Daha nadir goriilen nedenler olarak; tiimor lizis sendromu,
psoriyazis ve myeloproliferatif hastaliklar sayilabilir (Limon, 2022; Bodakg¢i ve Vasi,
2020).

Gutun kiiresel prevalansi son birkag on yilda tip 2 diyabet, hipertansiyon, metabolik
sendrom, obezite, koroner arter hastalig1 ve kronik bobrek hastalig: gibi cesitli faktorlere
bagl olarak artmaktadir. Et, fruktoz ve alkol igeren yiiksek piirinli diyetler, aile mirasi,
yiiksek tirik asit seviyelerine yol acan ilaglarin yaygin kullanimi (6rnegin, tiazidler ve
siklik diiiretikler, niasin ve kalsinorin inhibitorleri) ve inorganik toza maruz kalma,
baslica hastalik indiikleyicileridir (Peng vd., 2023).

Guta siklikla dislipidemi, metabolik bozukluklar, kardiyovaskiiler hastalik ve
bobrek hastaligi eslik eder (Ndrepepa, 2018). Hiperiirisemi ve gut hastalarinda biiyiik

olasilikla bobrekler etkilenmistir, bu da tirik asit bobrek taslarinin olugsmasina ve bobrek
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fonksiyonlarnin azalmasina neden olur. Hiperiirisemi ve tekrarlanan gut ataklari,
bobreklerin fonksiyonuna zarar verebilir ve bobrek fonksiyonunun bozulmasi, karsilikli
olarak nedensel ve yakindan iligkili olan hiperiirisemi ve gut ataklarina daha da yol
acabilir. Gut hastalarinda endotel hiicre hasarina ve vaskiiler diiz kas hiicresi ¢ogalmasina
yol agan hiperiirisemi vardir (Wang vd., 2022).

Yeni koronaviriis hastaligt (COVID-19) hastalig: ile ilgili olarak da bazi risk
faktodrleri gut hastalig ile iliskilendirilebilir. Ozellikle erkek hastalarda ileri yas, diyabet,
obezite, hipertansiyon, kronik renal yetmezlik, kronik obstriiktif akciger hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve immiin yetmezlik gibi eslik eden komorbid hastaliklar,
COVID-19'un agir seyretme olasiligini artirabilir. Ancak, bu iliskilerin kesinligi tam

olarak kanitlanmamistir (Tekin ve Demirtiirk, 2021; Terkeltaub, 2010).

1.1.5. Gut ve inflamasyon

Inflamasomlar, sitozolik protein komplekslerinin bir smifidir. Patojenleri algilamak
ve fizyolojik ve patolojik kosullar altinda inflamatuar yanitlar1 baslatmak igin sitosolik
dogustan gelen bagisiklik sinyali reseptorleri olarak hareket ederler (Bai vd.,
2020). Inflamazomlar, toksinler veya nanopartikiiller gibi ¢evresel ajanlarin ve zararl
endojen sinyallerinin (monosodyum {irat, ATP ve amiloid-f gibi) aracilik ettigi,
mikrobiyal patojenlere karsi inflamatuar yanitta anahtar diizenleyicilerdir. Son
zamanlarda sitoplazmada patojenle iliskili molekiiler kaliplart (PAMP) ve
tehlikeye/hasarla iliskili molekiiler kaliplar1 (DAMP) taniyan nod benzeri reseptor (NLR)
ailesi, 6zellikle de NLRP3 ilgi ¢ekmistir. Inflamazom ad1 verilen bir kompleks iireten
NLRP3, interlokin-1f (IL-1B) ve interlokin-18 (IL-18) gibi 6nemli proinflamatuar
sitokinlerin salinmasini indiikleyen hiicre i¢i sinyal yollarinin aktivasyonuna yol acgar.
NLRP3 inflamazom, en iyi bilinen inflamazomdur ve NLR familyasina ait komplekste
bulunan NLRP3 proteininden dolayr bu sekilde adlandirilir. NLRP3 inflamazomu,
NLRP3 reseptor proteini, ASC ve proteaz kaspaz 1'i igeren bir multiprotein kompleksidir.
Iyonik akis, mitokondriyal disfonksiyon ve ROS iiretimi ve lizozomal hasar dahil olmak
tizere NLRP3 uyaranlar1 tarafindan indiiklenen ¢oklu molekiiler ve hiicresel sinyal
olaylarinin NLRP3 inflamasyonunu aktive ettigi gosterilmistir. NLRP3 inflamazomunun
aktivasyonu, patojenleri ortadan kaldirmak i¢in interlokin-1p (IL-1pB) ve interlokin-18
(IL-18) proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi yoluyla inflamasyonu indiikler. IL-1p ve

IL-18 iiretimi inflamazom aktivasyonunu gerektiren iki agamal1 bir siirectir. Toll benzeri
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reseptorlerlerin (TLR) uyarilmasiyla her iki inflamatuvar sitokinin onciil formu olan
prointerlokin-1B ve prointerlokin-18’in Niikleer faktor kappa B (NF-«kB) aracili gen
transkripsiyonu meydana gelir. Prointerlokin IL-1p ve prointerlokin IL-18’in ise aktif
sekilleri olan IL-1p ve IL-18’e doniisiimleri icin NLRP3 aracili inflamazom aktivasyonu
ile prokaspaz-1’in kaspaz-1’e doniisiimii gereklidir. IL-1B ve IL-18'in proformlarini
olgun formlarina doniistiiren kaspaz-1’in uyarilmasi ile NLRP3 inflamazom aktivasyonu
gerceklesir. Aktif kaspaz-1; prointerlokin-1p ve prointerlokin-18’in IL-1B ve IL-18¢
doniistimiinii gergeklestirir. TLR’lerin aktive olmasiyla pro-IL-1B ve pro-1L-18 ile
beraber NF-kB aracili NLRP3’iin de gen transkripsiyonu artar (Sekil 1.2) (Afonina, 2015;
Yinvd., 2019; Kelley vd., 2019; Zahid vd., 2019; Zhang vd.,2020; He vd., 2023).
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Sekil 1. 2. NLRP3 inflamazomunun ve ¢esitli farmakolojik inhibitérlerin potansiyel blokaj alanlarinin
sematik gosterimi (Zahid vd., 2019)
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NPRL3 inflamatuar makromolekiillerinin oligomerizasyonu, IL-1p ve IL-
18 gibi inflamatuar sitokinlerin salgisinin artmasina neden olur (Martinon vd., 2006,
Cavalcanti vd., 2016). Bu sitokinler sirayla proinflamatuar aracilarin bir dizisini
tetikleyerek endotelyal aktivasyona ve 16kosit toplanmasina yol agar. Bu siirece ikincil
olarak dahil olan ana sitokinler IL-8 (n6trofil alimi1 ve aktivasyonu), IL-6 (inflamatuar
siirecin amplifikasyonu, kemik hasarina olast katki) ve TNF-a'dir (proinflamatuar
aktivasyon, olgunlasma ve monositten makrofaja doniisiimiinde artistir) (Cavalcanti vd.,
2016; Terkeltaub vd., 1991; Choe vd., 2011; Rose ve John, 2012; di Giovine vd., 1991).
IL-18, gutta IL-6 diizeylerinin yani1 sira inflamatuar aktivite ile iliskilidir; IL-6 ise Klinik
ve laboratuvar aktivite, tofiis ve eklem deformitelerinin varligi ile iligkilidir ve bu
patolojinin prognostik bir belirteci olabilir. Literatiirde, MSU tarafindan uyarildiginda,
artan IL-1p, IL - 6 ve Interlokin-17A (IL-17A) iiretimiyle birlikte, dogustan gelen
bagisiklik aktivasyonunda yer alan molekiillerin nasil davrandigina dair 6nemli deneysel
kanitlar bulunmaktadir (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-1B, MSU kristallerinin tetikledigi akut gut iltthabinda 6nemli bir rol oynar.
Olgun IL-1p'min sentezi, islenmesi ve salinmasi siki bir sekilde diizenlenen olaylardir.
Interlokin-1 (IL-1) sitokin ailesinin bir iiyesi olan IL-1B, kaspaz-1 tarafindan aktive
edilebilir, bu nedenle NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu, IL-1f'nin olgunlagmasi ve
salgilanmast i¢in ¢ok Onemlidir. ProlL-1P genellikle uyarilmamis monositlerde ve
makrofajlarda saptanmaz, ancak transkripsiyonel seviyede uyarilmasi gerekir (Landis ve
Haskard, 2001; Burns vd., 2003). IL-1B'nin monositlerden, makrofajlardan ve
notrofillerden salinmasi, hiicre i¢i Oncili proteininin (pro-l1L-1PB) enzimatik olarak
islenmesini gerektirir. Bu adim iki farkli yolla gerceklesebilir. Pro-IL-1B'nin kaspaz-1
aracili boliinmesi, inflamatuar (inflamatuar bagimli IL-1 aktivasyonu) ad1 verilen hiicre
ici bir protein kompleksinin aktivasyonuna baglidir. Alternatif olarak ise pro-IL-1,
notrofilden tiiretilmis serin proteazlar tarafindan, inflamatuar aktivasyondan bagimsiz bir
stiregte boliinebilir (Afonina vd., 2015). IL-1B, birincil olarak monositler makrofajlar
tarafindan tiretilen ve proliferasyon, aktivasyon ve farklilasma gibi ¢esitli immiinolojik
fonksiyonlarda ve inflamatuar yanitin olusumunda yer alan ¢ok islevli bir proinflamatuar

sitokindir (Chung vd., 2016). Islevsel olarak olgun IL-1pB, bagisiklik sisteminde giiclii bir
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proinflamatuar araci olarak gorev yapar ve dogustan gelen bagisiklik hiicrelerini
enfeksiyon bolgesine toplar ve modiile eder (Liu vd., 2023). IL-1p, ates, agr1 esigi,
vazodilatasyon ve hipotansiyonu kontrol eden genlerin ekspresyonunu indiikler ve alimu,
bagisiklik hiicrelerinin enfekte veya hasarli dokulara infiltrasyonunu kolaylastiran bir
endotelyal hiicre tepkisine yol agar. IL-1p, doku seviyesinde vazodilatasyona yol agan,
graniilositlerin iltihapli dokuya ¢ekilmesini tesvik eden ve prostaglandinlerin
ekspresyonunu indiikleyen oldukga gii¢lii bir proinflamatuar aracidir (Schett vd., 2016).
Onemli miktarda IL-1B birikimi, kikirdak ve kemige zarar veren matriks parcalayici

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

Sitokinler; enfeksiyon, inflamasyon, sepsis ve kansere karsi konakg¢i yanitlarini
diizenlemede 6nemli immiinomodiilasyon ajanlaridir. IL-1B ve tiimér nekroz faktorii-o
(TNF-a), immun yanitta, inflamasyonda, doku onarimi1 ve timor patogenezinde rolii olan
onemli proinflamatuar sitokinlerdir. IL-13 ve TNF-a ifadesinin diizenlenmesine,
transkripsiyon faktorii NF-xB aracilik eder. TNF-a, NF-xB'yi aktive eder ve adezyon
molekiillerinin (vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve hiicreler aras1 yapisma
molekiili-1'i (ICAM-1)) ekspresyonunu artirir ( Hideshima vd., 2001; Li vd., 2000).
Proinflamatuar sitokinlerin kalici iiretimi, ciddi doku tahribatina ve sonunda organ

yetmezligine neden olabilir (Chung vd., 2016).

Timor nekrdz faktor geni, tiimor nekroz faktorii (TNF) siiper familyasina ait ¢cok
fonksiyonlu bir proinflamatuvar sitokini kodlamaktadir. Bu sitokin aslinda makrofajlar
tarafindan salgilanir. Birgok otoimmun hastalikta, kanser ve insiilin direnci de dahil
olmak iizere ¢esitli hastaliklarda ve inflamasyonun baslamasinda kilit rol iistlenmektedir
(Wang vd., 2020). Bu sitokin, hiicre farklilagsmasi ve ¢ogalmasi, lipit metabolizmasi,
apoptoz ve pihtilasma dahil olmak {izere genis bir biyolojik siire¢ yelpazesinin
diizenlenmesinde yer alir. Farelerde yapilan nakavt caligmalari da bu sitokinin
norokoruyucu islevini gostermistir (Gorgiilii, 2019). Romatoid artrit, obezite ve
neoplazmlar gibi hastaliklarda TNF-a ekspresyonunun arttigi belirlenmistir. Hiicresel
olarak Deoksiribo niikleik asit (DNA) hasar cevabi, ,akut inflamatuvar cevap, kalsiyum
aracili sinyal, hiicre aktivasyonu-¢ogalmasi-ekstravazasyon, sirkadiyen ritim, apoptotik
stire¢, kortikal aktin hiicre iskelet organizasyonu, hiicre dis1 matris organizasyonu,
bagisiklik cevabi, 6liim indiikleyen sinyal kompleksi, savunma cevabi, MAPK kaskadi,

endotel hiicre apoptotik siireci, C-Jun N-terminal kinaz (JNK) kaskadi, transkripsiyonun
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negatif regiilasyonu, mitotik hiicre dongilisiiniin negatif diizenlenmesi, sitokin
reglilasyonu gibi bircok onemli fizyolojik siiregte rol oynamaktadir (Gorgilii, 2019).
Monosodyum iirat (MSU) kristalleri, proinflamatuar 6zelliklere sahip bir sitokin olan
TNF-o’nin, insan kan monositleri tarafindan iiretimi i¢in doza bagl bir uyarici etkiye
sahiptir (Di Giovine vd.; 1991). TNF-o; hiicre proliferasyonu, dogal ve kazanilmis
immiinite ve apoptoziste rolii olan 6nemli proinflamatuvar 6zelliklere sahip bir sitokindir.
TNF-o sinyal iletiminde; NF-kB olarak bilinen transkripsiyon faktorii en Onemli
faktorlerden biridir. NF-xB hiicre ¢ogalmasi, hiicre canliligi ve aktivasyonundan ve de
inflamatuar siiregteki en 6nemli transkipsiyon faktorlerinden biridir (Wang vd., 2020).
TNF-a reseptorlerinin (pek c¢ok hiicrede bulunmakla beraber), proinflamatuar etkisi
endotel 16kosit hiicreleri ve damar endoteli arasindaki iliskiye baglanmaktadir (Wang vd.,
2020).

Kaspazlar gerek 6liim reseptorleri yolu, gerekse mitokondriyal apoptozda rol alan
proteazlardir (Kaufmann ve Hengartner, 2001). Kaspazlar hiicresel yasam
fonksiyonlarmi diizenleyen, hiicre 6limii ve inflamasyon siireclerinde rol alan
endoproteaz enzimleridir (Gékhaner, 2018). Kaspaz-1, bir inflamasyona dahil olduktan
sonra yakin kaynakli otokatalitik aktivasyon yoluyla aktive edilir. Aktif kaspaz-1, pro-
IL-1P ve pro-1L-18 sitokinlerini olgun ve biyolojik olarak aktif formlarina ayirir. 1L-1,
ates, agr esigl, vazodilatasyon ve hipotansiyonu kontrol eden genlerin ekspresyonunu
indiikler ve alimi, bagisiklik hiicrelerinin enfekte veya hasarli dokulara infiltrasyonunu
kolaylagtiran bir endotelyal hiicre tepkisine yol agar. IL-18, interferon-gama (IFN-y)
tretimi i¢in gereklidir ve adaptif bagisikliga aracilik eden ko-stimiilatér bir
sitokindir. Aktif kaspaz-1 ayrica, Gasdermin D (GSDMD) 'nin N-terminal alaninin
plazma membraninda gézenekler olusturmasina izin veren GSDMD’yi pargalar, bdylece
piroptoz olarak adlandirilan litik, proinflamatuar hiicre 6liimiinii tetikler. Piroptoz, hiicre
i¢1 patojenleri replikatif nislerinden ¢ikmaya zorlar, onlar1 diger bagisiklik faktorlerine
maruz birakir ve ayrica bagisiklik sistemini enfeksiyona yanit vermeye hazirlamak icin
sitokin salinimini ve DAMP'larin olusumunu tetikler (Kelley vd., 2019). Kaspaz-3,
apoptoz  mekanizmasinin  tamamlanma fazinda yer alan ve apoptozun
sonlandirilmasindan sorumlu (sonlandiric1) kaspazlardan biridir (Slee vd.,2001). Bazi
kaspazlar, proapoptotik faktdr olmaktan ziyade, dogal bagisiklik cevabinin 6nemli
aracilar1 olarak islev goriirler. Kaspaz 1, 4, 5, ve 12 insandaki infalamatuvar alt kiimeyi

olusturmaktadir (Martinon vd., 2002). Simdiye kadar inflamasyon kaspazlari sadece
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vertebralarda bulunmustur. Kaspaz-12 genelde, enfeksiyonlarla indiiklenen inflamasyon
stirecinde negatif diizenleyici olarak bilinir. Ciinkii inflamazom komplekslerinde kaspaz-
1 aktivasyonunu inhibe eder, bu selikde enfeksiyona bagl olusan sepsise cevap olarak
salinan proinflamatuvar IL-1B ve IL-18 sitokinlerinin iiretimini engeller. Buna karsin,
kaspaz-4 ise enfeksiyon varligindaki inflamasyon yanit siire¢lerinde pozitif etkili olan bir
kaspazdir. (Cadena ve Massieu, 2016; Gokhaner, 2018).

Makrofajlar, hem dogustan gelen hem de adaptif inflamatuar tepkilerde ana
faktdrlerdir. Inflamatuar yanitin uzun siireli aktivasyonunun, arteriyoskleroz, sepsis,
obezite, diyabet, cesitli karaciger hastaliklari, inflamatuar bagirsak hastalig1, otoimmiin
hastaliklari, alerji ve kanser gibi ¢ok ¢esitli kronik insan hastaliklarin olusumuna katkisi
iyl bilinmektedir. MSU kristalinin neden oldugu patolojik olaylar, oncelikle insan
monositlerinde veya aktive edilmis THP-1 makrofajlarda incelenmistir. Calismalarin
¢ogu, pro-IL-1p iiretmek igin forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ile farklilagtirilmig
THP-1 hiicrelerini kullanmistir (Chung vd., 2016; Zhang vd., 2014; Singh vd., 2019).

Endotel hiicreleri immiinoinflamatuar yanitta 6nemli oyunculardir (Lin vd., 2011).
Endotel hiicreleri, kan damarlarinin ve lenfatiklerin i¢ duvarinda yer alan oldukga
farklilagsmis diiz hiicrelerden olusan bir tabakadir ve damar duvariyla dolasidaki kan
arasinda ayirici 6zel bir yiizey olusturur. Endotel hiicrelerinden olusan vaskiiler endotel,
vaskiiler gegirgenligin korunmasinin oniindeki ana engeldir ve metabolitlerin merkezi
hedefidir (Chen vd., 2021). insan gébek kordonu veninden elde edilen endotel hiicreleri
(HUVEC) 1yi bir endotel hiicre kaynagidir. Ciinkii bu hiicreler endotel hiicrelerin temel
Ozelliklerine sahiptir. Viicudun her yerine dagilmis olan damarlar i¢cten doseyen ve
vaskiiler patolojilerde onemli rollere sahip olan endotel hiicreleri, onemli islevlere
sahiptir (Yin vd., 2019; Yazir ve Dalgik, 2012). Endotel hiicreleri, inflamatuar yanitin
lokalizasyonunu ile 16kosit ve plazma proteinlerinin dokulara erisimini kontrol eder.
Inflamasyon bdlgelerinde, endotel hiicreleri birgok inflamatuar adezyon molekiiliinii,
sitokinleri ve kemokinleri yukar1 dogru diizenler. Endotelyal aktivasyon, inflamatuar
yanitin isaretlerinden biridir. Lokal endotel hiicreleri 16kosit yapismasin1 ve gociinii
desteklemedigi siirece l6kositler endotel hiicrelerine yapisamaz ve iltihapli dokulara
ulasamaz (Ley, 2008). Bu arada, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) aktivasyonu ve
potasyum iyonlarinin (K¥) disa transmembranel akist da NLRP3 inflamasyonunun
aktivasyonuna katilir. Bu nedenle, NLRP3 / IL-18 yolu, vaskiiler endotelyal hiicre hasar1
ile yakindan iliskili olabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, HUVEC'ler, MSU’nun
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NLRP3/IL-1B'y1 aktive ettigi ve ayrica ROS aktivasyonu ile in vitro K™ disa
transmembranel akisi yoluyla vaskiiler endotelyal hiicre hasarin1 indiikledigi
mekanizmalar1 arastirmak i¢in kullanilmistir (Yin vd., 2019; Yazir ve Dalgik, 2012). IL-
1, TNF ve lipopolisakkarit (LPS) ayrica nétrofiller igin giiglii bir kemotaktik araci olan
kemokin (IL-8) sentezlemek iizere endotel hiicrelerini aktive edebilir (Lin vd., 2011).
Anormal NLRP3 inflamazom aktivasyonu, bir¢cok hastaligin, 6zellikle yasla iliskili
rahatsizliklarin, 6rnegin ¢esitli metabolik sendromlarin ve gut, ateroskleroz, Alzheimer
hastalig1 ve tip II diyabet dahil olmak {izere metabolik bozukluklarin gelisimi; Crohn
hastaligi, inflamatuar bagirsak hastaligi, iilseratif kolit ve kolon kanseri, meme kanseri,
melanom, hepatit C viriisii ile iliskili hepatoseliiler karsinom ve gastrointestinal kanserler
gibi cesitli kanserler ile baglantilidir. NLRP3 kaynakli piroptoz ve IL-1P ile IL-18
salgilanmasi ¢esitli hastaliklarla baglantilidir. NLRP3 inflamazom aktivasyonu, hayati
organlarda ciddi hasara neden olabilen piroptoz ile sonuglanir. Cok sayida c¢alisma,
inflamasyonun ateroskleroz, diyabet, sepsis, ¢esitli karaciger hastaliklar1 ve diger
metabolik hastaliklar icin 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermistir (Zahid vd., 2019;
Zhang vd., 2014). Yasamin ilerleyen donemlerinde ortaya ¢ikan bir¢ok yaygin hastaligin
patogenezi, kronik inflamasyondan etkilenmektedir. NLRP3, bu tiir steril inflamatuvar
sinyaller i¢in birincil sensordiir, bu nedenle de ¢esitli hastaliklarda kronik inflamatuvar

doku reaksiyonlarinin 6nemli bir tetikleyicisidir (Saker ve Polat, 2022).

Inflamasyonda inflamazom aktivasyonunun diizenlenmesi

Biiytik bir hiicre i¢i multimerik protein kompleksi olan inflamazom, niikleotid
baglayici oligomerizasyon alani ve 16since zengin tekrar i¢eren reseptorleri (NLR) iceren
veya melanom 2 benzeri reseptorlerde (ALR) bulunmayan sitozolik sensorler, apoptotik
benek igeren protein (ASC) veya NLR ailesi C-terminali kaspaz alim alani (CARD)
iceren protein 4 (NLRC4) olarak adlandirilan adaptor proteinler ve efektdr protein pro-
kaspaz-1'den olusur. Farkli sensorler, farkli patojenle iliskili molekiiler kaliplart
(PAMP'lar1) veya hasarla iligkili molekiiler kaliplari (DAMP'lar1) taniyarak ASC ile
etkilesime girerek inflamazom toplanmasini baslatir. Sensorle aktive olan ASC benekler
halinde toplanarak pro-kaspaz-1'i toplar, bu da yakinlikla indiiklenen kaspaz-1
otoproteolizine yol agar, ardindan IL-1B ve IL-18 olgunlagsmasinin yani sira GSDMD
boliinmesine yol agar. Sonugta inflamatuar sitokin salgilanmasina ve piroptoz olarak

adlandirilan bir tlir proinflamatuar programlanmis hiicre 6liimiine neden olur. Spesifik
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olarak NLRC4, NLR ailesi, apoptoz inhibitdr protein (NAIP) tamima ve NLRC4
inflamazom montaj1 sirasinda ASC oligomerizasyonu arasinda bir koprii gorevi goriir
(Yang vd., 2019; Schett vd., 2016).

Ozellikle NLRP3 inflamasyonu; hiicre dis1 ATP, nigerisin, iirik asit kristalleri,
glukoz, kolesterol, ¢ift sarmalli DNA veya ATP gibi ¢ok sayida PAMP ve DAMP
tarafindan indiiklenir. Bu ligandlarin yapilart ayn1 olmadigindan, tehlike sinyallerinin
NLRP3"i etkinlestirmek i¢in ortak bir asag1 akisa sahip oldugu ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS) birikimi, lizozomal yirtilma, K* akist ve kalsiyum (Ca?") akis1 gibi iyi kurulmus
mekanizmalarin NLRP3 ile aktive edilen bir siirece 6zel olmadigi varsayilmaktadir (Yang

vd., 2019).

Steril inflamasyon

Steril inflamasyon, patogenezin patojen istilasindan bagimsiz oldugu gut,
ateroskleroz ve noroinflamasyon gibi genis bir inflamatuar hastalik spektrumunu igerir.
Coklu endojen sinyaller NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikleyebildiginden, NLRP3

inflamazom ¢esitli inflamatuar hastaliklarin gelisiminde rol oynamistir (Yang vd., 2019).

IL-1pB aktive edildikten sonra lokal diizeyde gii¢lii proinflamatuar sitokinler olarak
gorev yapar ve vazodilatasyonu tetiklemektedir. Monositler ile notrofilleri doku hasari ve
stres bolgelerine ¢eker. Sistemik olarak IL-1 sitokinleri hipotalamik ates tepkisini ve
hiperaljeziyi tesvik eder. Kontrolsiiz IL-1 aktivasyonu, inflamasyonla iliskili genlerde
mutasyonlarin oldugu nadir kalitsal sendromlar veya nétrofil infiltrasyonu ve IL-1
aktivasyonu ile karakterize edilen gut gibi daha sik goriilen hastaliklar dahil olmak tizere

bazi inflamatuar hastaliklarin merkezi bir bilesenidir (Schett vd., 2016).

1.2.  Monosodyum Urat Kristalleri

Urik asit, hiicresel hasar iizerine yiiksek miktarlarda iiretilen bir piirin
metabolizmas1 katabolitidir (Dhanasekar vd., 2015). Urik asit, niikleotid ve adenozin
trifosfat metabolizmasi sirasinda iiretilir ve insanlarda iirikaz enzim eksikligine bagl
plirin metabolizmasinin bir son {iriiniidiir (Yin vd., 2019; Luo vd., 2016; Chung vd., 2016;
Kim vd., 2016; Pope ve Tschopp, 2007). Yaral hiicrelerden salinan iirik asit, tirik aside
0zgii antikorlar tarafindan baglanma tizerine MSU kristalleri olusturur (Dhanasekar vd.,
2015). MSU, piirin metabolizmasiin son iriinii olarak olusan irik asidin kristal

formasyonudur (Bodakgi ve Vasi, 2020).
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Urik asit, fizyolojik kosullar altinda (pH 7.4) esas olarak diisiik ¢oziiniirliiklii bir
sodyum tuzu (MSU) olarak bulunan zay1f bir asittir. Viicut sivilarindaki MSU seviyeleri
¢Oziiniirlik sinirmi1 (380 umol/L) astiginda, igne benzeri asir1 doymus MSU kristalleri
olusur. Diisiik sicaklik, diisiik kan akisi, yiiksek sodyum iyonu konsantrasyonu ve
kikirdak ve sinovyal s1v1 bilesenlerinin bulundugu fizyolojik ortamda, MSU kristallerinin
birikme olasilig1 daha yiiksektir ve bu da ilk olarak birinci metatarsofalangeal eklemde,
el eklemlerinde ve periferik eklemlerde ortaya ¢ikan gut hastaliima neden olur.
Asemptomatik hiperiirisemi hastalarinda MSU birikimi, klinik olarak belirgin bir gut i¢in
bir sonraki kontrol noktasi olarak kabul edilir (Chhana vd., 2019; Peng vd. 2023).

1.2.1. Monosodyum iirat kristallerinin gut olusumundaki rolii

Gut hastalig1, eklem ve dokularda monosodyum iirat kristallerinin birikmesi sonucu
ortaya ¢ikan, akut artrit ataklari ile gelisen inflamatuar bir hastaliktir (Limon, 2022). Urik
asidin, NLRP3 inflamazom aktivasyonunun énemli bir sinyali oldugu bildirilmektedir.
Son ¢alismalar, iirik asidin dogustan gelen immiin yaniti harekete gegirdigini ve
inflamasyona karst edinilmis immiin reaksiyonun inflamasyondaki roliinii ortaya
koymustur (Yin vd., 2019; Luo vd., 2016; Chung vd., 2016; Kim vd., 2016).

Kristal kaynakli hastaliklarin prototipi olan gut, iirik asit kristallerinin dokularda
birikmesi ile karakterize edilir. Urik asidin sodyum kristalleri, makrofajlar tarafindan
hizla taninan ve yutulan ve nétrofiller tarafindan saldiriya ugrayan igne seklinde yapilar
olusturur. Urat kristallerindeki yiiksek sodyum konsantrasyonu nedeniyle, fagositler
tarafindan yutulmalar1 hiicre i¢i sodyum igerigini aniden artirir. Ortaya ¢ikan hiicre igi
hiperosmolarite, hiicre igine telafi edici bir su akisini tetikler ve hiicrede sismeye yol agar;
normal osmolarite geri kazanilirken, hiicre i¢i potasyum igerigi azalir ve bu da
inflamazomun  aktivasyonuna neden olur. Urik asit kristallerinin varlig,, NPRL3
inflamatuar makromolekiillerinin oligomerizasyonuna ve islevsiz aktivitesine neden olur;
kaspaz-1'in hiperaktivitesine neden olur (Martinon vd., 2002). Aktif kaspaz-1, pro-IL-1p
ve pro-IL-18 sitokinlerini olgun ve biyolojik olarak aktif formlarina donistiiriir. Daha
sonra IL-1B salmimi, vazodilatasyon ve bagisiklik hiicrelerinin (tercihen nétrofiller)
kristal birikim bdlgesine hizli bir sekilde toplanmasiyla biiylik bir inflamatuar yaniti
tesvik eder ve akut bir gut atag ile sonuglanir (Sekil 1.3) (Schiltz, 2002; Joosten, 2010;
Schorn, 2011; Martinon vd., 2006; Schett vd., 2016; Saker ve Polat, 2022).
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Sekil 1. 3. Gut patogenezinde NRLP3 aktivasyonu ve aract mekanizmalar (Liu vd., 2023) (Monosodyum
tirat (MSU) kristalleri, dogustan gelen bagisiklikta merkezi bir rol oynayan biiyiik bir hiicre igi
multiprotein kompleksi olan NLRP3 inflamazomunun indiikleyicileridir. NLRP3 inflamazom
aktivasyonu, LPS gibi mikrobiyal molekiiller tarafindan saglanan bir ilk sinyali (‘priming’) ve
bakteriyel toksinler, endojen molekiiller veya MSU kristalleri gibi kristal yapilar dahil olmak
tizere ¢ok c¢esitli uyaranlar tarafindan saglanan ikincil bir sinyal gerektirir. Bu, NLRP3
inflamazomunun multimerizasyonunu ve IL-18 ve IL-18'in salgilanmasimi ve ardindan

olgunlasmasini saglayan kaspaz-1 aktivasyonunu tetikler (Schroder vd., 2010; Franchi vd.,

2012).

Caspase-1

Joint redness, swelling, fever and pain

Gout arthritis

Monosodyum iirat kristalleri eklem araligindaki makrofajlarca fagosite edilir ve

fagolizozomal membran olusur. Kristaller bu membrani hasarlar ve tiim igerik konak

hiicreye zarar vererek hiicrenin pargalanmasina neden olur. Hasarli hiicreden salinan

kristaller immiin sistemi aktive olur. Makrofaj, kondrosit, mast hiicre ve dendritik

hiicreler devreye girerek kompleman yolu uyarilir. Fagositler sinovyal hiicrelerden ve

diger hiicrelerden aragidonik asit metabolitleri, lizozomal proteazlar, 1L-1, IL-6, IL-8,

TNF-a gibi sitokin ve mediatorlerin yapimini ve salinimini artirir. Notrofil kemotaksisi
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olur ve inflamasyonun devamliligi saglanir. IL-8, 16kotrien B4, IL-1 ve C5A Kkristalle
indiiklenen inflamasyona karigan kemotaktik molekiillerdir (Limon, 2022). MSU
kristalleri, makrofajlarda ve monositlerde; IL-1p, IL-6, IL-8, IL-18 ve TNF-a dahil olmak
lizere cesitli sitokinlerin ve kemokinlerin artmis ekspresyonunu indikler. MSU
kristalleriyle karsilagan monositler, IL-13, TNF-a ve IL-6 ve nétrofil kemokin IL-8
(CXCLS8) dahil olmak iizere sitokinleri eksprese eder ve serbest birakir. Caligmalar, MSU
kristallerinin etkilerinin TNF-a'dan bagimsiz oldugunu ortaya ¢ikarmistir ¢linkii IL-1p,
TNF-o'dan o6nce salimir ve IL-1'in IL-1R antagonisti ile inhibisyonu, TNF-a
ekspresyonunu bastirir. Monosodyum tirat kristalleri, proinflamatuar 6zelliklere sahip bir
sitokin olan tiimor nekroz faktoriiniin (TNF) insan kan monositleri tarafindan iiretimi igin
doza bagh bir uyarict saglar (di Giovine vd., 1991). MSU Kkristalleri gibi steril
partikiillerin monositlerde/makrofajlarda inflamatuar indiikleyiciler olarak iyi bilinen
roliine ragmen, steril inflamatuar kosullar altinda pro-lIL-1p sentezinin indiikleme
mekanizmasina dair ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Bunlar arasinda IL-18, MSU
kristalinin neden oldugu inflamasyon aktivasyonunda yer alan kritik bir sitokindir. Son
calismalar, trik asit ile ROS olusumunun inflamazom aktivasyonuna katkida
bulundugunu ve bunun da IL-1B'nin olgunlagmasina ve salgilanmasina yol agtigini
gostermistir (Yin vd., 2019; Luo vd., 2016; Chung vd., 2016; Kim vd., 2016; Pope ve
Tschopp, 2007). Urat ayn1 zamanda Interlokin-33 (IL-33) ile de iliskilidir (Kliick vd.,
2020). Yapilan ¢aligmalarda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda gut hastalarinda
serum IL-33 ekspresyonu agirlikli olarak arttig1 ve bobrek hasar1 olmayan hastalarda IL-
33 seviyeleri daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Duan vd., 2016).

Gut, eklemlerde monosodyum iirat kristal birikiminin ayirt edici 6zelligi olan
kronik bir inflamatuar artrit seklidir ve klinik belirtiler agirlikli olarak yaslanma ile
siddetlenir (Lee vd., 2017). Mekanistik olarak MSU, mitokondriyal disfonksiyon gibi
MSU kaynakli hiicre i¢i hasar nedeniyle NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikler, bu
da siirekli IL-1p salgilanmasina ve sonugta siddetli agriya yol agar (Richette ve Bardin,
2010).

Erken epidemiyolojik ¢aligmalar, alkol ve fruktoz gibi cesitli diyet faktorlerinin
gutun ilerlemesiyle ilgili oldugunu bildirmis ve kalori kisitlamasit gibi metabolik
arabuluculuk i¢in terapdtik stratejilerin gutta serum {irat seviyelerini etkili bir sekilde
azalttigi dogrulanmistir. Endojen beta-hidroksibutirat seviyelerini yiikselten ketojenik

diyetler ile tedavilerde NLRP3 ve IL-1B gen ekspresyonunun asagi regiilasyonu
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gosteririlmistir, bu da metabolik diizenlemenin dogustan gelen bagisiklik tepkilerini
degistirerek iltihabi hafifletmek i¢in ¢ok 6nemli oldugunu diisiindiirtir (Yang vd., 2019,
Goldberg vd., 2017).

Her ne kadar artrosonografi veya polarizasyon mikroskobu ile tespit edilen MSU
kristalleri gut artrit i¢in kesin kanitlar olsa da, gut artrit seyrinde NLRP3 inflamatuar
aktivasyonunun kesin molekiiler mekanizmasi hala gizemli olup gut artritinin erken

teshisini ve tedavisini ciddi sekilde kisitlamaktadir (Liu vd., 2023).

1.3.  Proteazom inhibitorii “Bortezomib”

Proteazom, tiim okaryotlar, bazi1 bakteriler ve arkeobakterilerde bulunan organizma
ve hiicrenin yasami icin gerekli olan ve proteolitik aktivitesiyle intraselliiler proteinleri
degrade eden bir enzim kompleksidir (Dilber, 2020; Mani ve Gelmann, 2005; Bladé vd.,
2005). Proteazom tiim oOkaryotlarda hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada yiiksek
seviyelerde bulunur. Proteozomlar, treonin proteazlar olarak adlandirilan bir proteolitik
enzim sinifina aittir. Proteozomun yapisal olarak 26S proteazomu olmakla birlikte 2 ana
boliimden olusur; Ubikitin tanima bdlgelerini ve protein parcalanmast icin ATPazlar
iceren 19S diizenleyici basliklar ile enzimatik aktiviteyi iceren 20S ¢ekirdegindir. Her
simetrik halka, bir kanalin etrafina yerlestirilmis yedi proteinden olusur. Hiicre ici
homeostaz i¢in ¢ok onemli olan ve hiicre i¢i proteinlerin %80-90"m1 par¢calamadan
sorumlu olan ubikiitin-proteazom sisteminin bir parcasidir. Hasarli proteinlerin
parcalanmasi da dahil olmak {izere birgok hiicre i¢i fonksiyona hizmet etmenin yani sira,
inflamatuar siiregleri, viral sagilimi, hiicre dongiisiini, biiyimeyi ve farklilasmay1
etkileyen bircok diizenleyici proteinin modiilasyonundan da sorumludur. Proteazom
inhibitorleri ayrica ¢ok sayida hiicre dongiisli inhibitor proteinini stabilize edebilir ve
hiicre dongiisiiniin durdurulmasina ve apoptoza neden olarak tiimor gelisimini
siirlayabilir. Daha onceleri hasarli ve sorunlu proteinleri yok eden bir sistem olarak
diisiiniilmiis olmasina ragmen, son veriler aynm1 zamanda birgok hiicresel fonksiyonun
kontroliinii saglayan ¢ok sayida kritik proteinin devrinden ve diizenlenmesinden de
sorumlu oldugunu gostermistir (Elliott vd., 2003; Dilber, 2020; Hochstrasser, 1995; Ri,
2016; Ciechanover, 1994).

Proteazom, cesitli tiimor hiicreleri ve normal hiicrelerin de hiicre ¢ogalmasinin,
apoptozununn ve farklilagmasinin kontrol edilmesinde Onemli bir rol oynar. 26S

proteazom aktivitesini inhibe eden bortezomibin bir¢ok kati tiimore karst in vivo ve in

23



vitro c¢aligmalarda belirgin etkileri vardir. 26S proteazomu, tiim okaryotik hiicrelerin
sitoplazmasinda ve ¢ekirdeginde eksprese edilen multikatalitik bir enzim
kompleksidir. Hiicre dongiisiinii, hiicre yapismasini, transkripsiyonu, apoptozu, MHC
sinif I molekiilleri tarafindan antijen sunumunu ve anjiyogenezi diizenleyen hiicre i¢i
proteinlerin hizli bozunmasii katalize eden, lizozomal olmayan, ATP'ye bagimh
proteolitik yol icin gerekli bir enzim kompleksidir. Sonug¢ olarak ubikuitin proteazom
yolu ¢ok sayida hiicre i¢i proteinin aktivitesini ve seviyesini diizenler (Elliott vd., 2003).

Ubikitin-proteazom sistemi, NF-kB'nin aktivasyonunda ¢ok o©nemli bir rol
oynar. Dinlenme kosullar1 altinda NF-«B, sitoplazma i¢indeki IxB ile bir kompleks i¢inde
tutulur. Hicrelerin  inflamatuar sitokinler, TNF-a gibi proinflamatuar faktorlerle
uyarilmasi, IkB'nin IkB kinaz (IKK) kompleksi tarafindan fosforilasyonunu indiikler ve
IxB'nin 26S proteazomu tarafindan ubikuitinasyona ve takiben degradasyonuna aracilik
eder. NF-kB, inhibitér kompleksten salinarak serbestlesir, ¢ekirdege transloke olur ve
ICAM-1, VCAM ve E-selektin dahil olmak tizere inflamatuar yanita aracilik eden bir dizi
geni islemden gecirir. Bu yapisma molekiilleri, dolasimdaki 16kositlerin iltihap
bolgelerine toplanmasinda rol oynar. Monositlerin iltihapli endotel tabakasina yapismasi
sonrasinda damar duvarina sizmasi, aterogenezdeki ilk basamaklardir. Ayrica, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) firetimi, vaskiiler endotelyal hiicrelerde adezyon molekiilii
ekspresyonuna yol agan yolaklar ile yakindan iliskilidir (Sekil 1.4) ( Ludwig vd., 2009).

Proteazomun inhibisyonu, son yillarda klinik olarak etkili bir antikanser terapdtik
yaklasimi olarak ortaya ¢ikmistir. Fare modelleri ve hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilan
son arastirmalar, proteazom inhibitdrlerinin hiicre ¢ogalmasini (proliferasyonunu)
diisiirdiigiinii, ¢oklu mekanizmalar araciligiyla hematolojik ve solid malignitelerde
apoptozu indiikledigini, bu sekilde tiimor bliylimesini inhibe ettigini gostermistir (Engiir
vd., 2016; Dou ve Li, 1999; Engiir ve Dikmen, 2017). Tiimor hiicrelerindeki ubiquitin-
proteazom yolaginin inhibisyonu tiimdr proapoptotik ve supresor proteinlerin birikimine
neden olmaktadir. Bu sebeple kanser tedavisinde bu yolaginin hedef alinmas1 gegerli bir
secenek olmakla birlikte son yillarda proteazom inhibisyonu ilag direnci ve kanser
arastirmalarinda 6nemli bir yere sahip olmustur (Anderson, 2009; Catley vd., 2008).
Proteazom inhibitorlerinin hayvan modellerinde veya Alzheimer hastaligi, amiyotropik
lateral skleroz, otoimmiin tiroid hastaligi, kaseksi, greft reddi, hepatit B, inflamatuar
barsak hastalifi, sepsis ve sistemik lupus eritematozus gibi ¢cok sayida baska hastalikta

umut verici sonuclar gostermistir (Elliott vd., 2003).

24



1B

Uyan
NF-kB
P
4
%B ASN

. " o
NF-kB
“w

NF-kB Pargalanan I-kB

H

: itoplazma
: Nikleus

v

NF&B
v
s P
Aktif NF-kB
Kemokinler Yizey
Fisie reseptorleri
Biyime
Faktorleri Enzimler ve
Sitokinler hf:crgv .
Anti- : Hiicre donglisi
apoptotlk Adezyon
Faktorler  porekilleri

Sekil 1. 4. 26S proteazom kompleksi tarafindan diizenlenmesi yapilan NF-xB 'nin fonksiyonlar: (Frankland-
Searby ve Bhaumik, 2012; Engiir Oztiirk, 2020)

Ubikitin-proteazom  sisteminin  inhibitorleri, proliferatif ve inflamatuar
hastaliklarin tedavisinde yeni ve umut verici bir yaklagim sunmaktadir. Antiproliferatif
ve proapoptotik Ozelliklerinin ~ Gtesinde, proteazom inhibitdrleri, inflamatuar
transkripsiyon faktorii niikleer faktér kappa B'nin (NF-xB) aktivasyonunu bloke etme
yeteneklerine dayali olarak giiclii antiinflamatuar ozellikler ortaya koymaktadir.
Proteazom tarafindan parcalanan diger substratlar, bir¢ok hastalik durumunda
iltihaplanma siirecine dahil olan ilgili proteinlerin aktivasyonuna yol agar. Bu aktive
edilmis proteinlerin (NF-xB gibi transkripsiyon faktdrlerinin) inhibisyonu, ¢ok sayida
hayvan modelinde fizyolojik iyilesmelere yol agan inflamatuar kaskadi basarili bir sekilde
hafifletebilir. Bu nedenle, proteazom inhibisyonu, inflamatuar hastaliklarin tedavisi i¢in
yeni bir yaklasimi temsil etmektedir (Elliott vd., 2003; Meiners vd., 2008).

Bortezomib, klinik ¢aligmalarda en kapsamli ve en ¢ok degerlendirilen proteazom
inhibitdriidiir. Bortezomib, protein yikimini kontrollii bir sekilde diizenleyerek hiicrede
olduk¢a 6nemli rol oynayan bir enzim kompleksi olan 26S proteazomun treonin

kalintisim1 geri doniisiimlii ve spesifik olarak inhibe eden yapisinda bor igeren bir
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molekiildiir. Yiiksek afinite ve 6zgiilliigiine ek olarak ayn1 zamanda proteozomun ¢ok
daha uzun siireli ve ¢ok segici inhibitorleridir. Bortezomib, ¢ok ¢esitli kanser hiicre
hatlarina kars1 son derece yiiksek etki gOstermistir. Proteazom inhibitorii bortezomib
tarafindan NF-xB aktivitesinin inhibisyonu, multip] miyelom ve diger hematolojik
malignitelerde 6n tedavi olarak kullanilmigtir. NF-xB inhibisyonu, timor sagkalimin ve
biiyiimesinin 6nlenmesi, apoptozun indiiklenmesi dahil bir¢ok ¢esitli molekiiler diizeyde
etkinlige sahiptir. Manto hiicreli lenfoma ile Multiple myeloma (MM) tedavisinde klinik
kullanim amaciyla Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis birinci
nesil proteazom inhibitorii ailesinin {iyesidir (Sekil 1.5) (Elliott vd., 2003; Engiir vd.,
2016; Engiir Oztiirk, 2020).

MSU

Bortezomib Inflamasyon

ASC benek olusumu

~ " & &

o =N
Sekil 1. 5. Bortezomibin molekiil yapist ve inflamazomdaki rolii (Chen vd., 2022 den uyarlanmustir.)

Bortezomib protein degredasyonunda 6nemli rol oynayan 26S proteazomunu p-alt
biriminin kimotripsin benzeri aktif bolgesini geri doniisiimlii olarak inhibe eder. Bu
kompleksin inaktivasyonu, transkripsiyon faktorii olan NF-kB'nin inaktivasyonuna yol
acar. Uyarilmamis hiicrelerde diizenleyici protein Inhibitér kappa B (IkB), NF-kB’ye
baglanir ve bdylece NF-kB aktivasyonunu ve c¢ekirdege translokasyonu inhibe
eder. Bortezomib aktivitesi, MAP kinaz sinyal yolagini, Multipl miyelom (MM) hiicre
proliferasyonunu inhibe eder, kaspaz bagimli apoptozu indiikler ve NF-kB’yi inhibe edip,
adezyon molekiil ekspresyonunu ve Multipl miyelom (MM) hiicrelerinin kemik iligi
stromal hiicrelerine (BMSC’ye) baglanmasinin azalmasina yol agarak ortadan kaldirir
(Bladé vd., 2005; Elliott vd., 2003; Zadeogullari, 2010). Genel olarak bortezomib,
sitokinlerin (IL-6 gibi), biiyiime faktorlerinin (insiilin benzeri biiyiime faktorii gibi),
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hiicre adezyon molekiillerinin (hiicre i¢i adezyon molekiilii, vaskiiler hiicresel adezyon
molekiiliiniin gibi) artan ekspresyonunu inhibe eder (Zadeogullari, 2010; Adams, 2004).

Bir boronik asit dipeptidi olan proteazom inhibitorii bortezomib, niikleer faktor-
«B'nin aktivasyonunu bloke eder, bdylece multipl miyelom hiicre-BMSC baglanmasinin
neden oldugu IL-6'nin yukar: regiilasyonunu inhibe eder; ayn1 zamanda deksametazon,
alkilleyici ajanlar ve antrasikline direngli multipl miyelom hiicrelerinde dogrudan
apoptozu indiikler ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) sekresyonunu ve
iliskili ~ anjiyogenezi azaltir. Proteazom inhibitorlerinin  hayvan  modellerinde
antianjiyogenik aktivite gosterdigi daha 6nce gosterilmistir; ancak bortezomibin multipl
miyelom hastasindan tiiretilen endotel hiicreleri {izerindeki antianjiyogenik etkileri
tanimlanmamustir (Elliott vd., 2003).

Bortezomibin kanser hiicrelerini 6ldiirme etkinliginden ¢ok sayida mekanizmanin
sorumlu oldugu belirlenmistir. Bunlar arasinda en bilinenleri; anjiyogenezin inhibe
olmasi, hiicre adezyonunun bozulmasi, endoplazmik retikulum stresinin aktivasyonu,
sitokin bagimli yasam yollarinin kesilmesi, antiapoptotik genlerin down-regiilasyonu ile
pro-apoptotik genlerin upregiilasyonudur (Engiir vd., 2015). Proteinleri par¢alamaktan

sorumlu hiicresel yapilar olan proteazomlarin aktivitesini inhibe ederek calisir.
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2. GERECLER

2.1. Kullamilan Malzemeler

Penisilin/Streptomisin
Dimetilstilfoksit (DMSO)
Fetal Bovine Serum (FBS)
RPMI 1640 mediumu

Ham’s F12 medium (Ham’s Nutrient Mixture F12)

L-glutamin

Eagle Minimum Essential Medium Sigma

Tripsin-EDTA 10X Pan

Tripan mavisi

Phosphate Buffer Saline (PBS)
Bortezomib

Monosodyum iirat kristalleri (MSU)
Cytofix/Cytoperm BD

Annexin V and Pl Apoptosis Kit

PE Active Caspase-3 Apoptosis Kiti

Mitokondriyal Membran Potansiyeli Belirleme Kiti

PE anti-human TNF-a (LOT:200049)
PE anti-human IL-6 (LOT:2489227)
PE anti-human IL-8 (LOT:2489227)
PE anti-human IL-10 (LOT: 2265361)
FITC anti-human IL-1p Antibody
Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA)
Lipopolisakkarit (LPS) (KN: L4391)
0.2 mL’lik PCR tiipti

10, 100, 1000 ve 5000 pL’lik pipetor
10, 200, 1000 puL’lik mikropipet ucu
12 kanall1 otomatik pipet

15 ve 50 mL’lik santrifiyj tiipleri
Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm?)
Thermo Flask Filtreli Kapak (25 cm?)
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Gibco, ABD

Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
ATCC, ABD

Biochrom AG, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Aldrich, Almanya
Biotech, Almanya
Roche, Almanya
Invitrogen, Almanya
BioChemica, Almanya
Invivogen, Fransa
Biosciences, ABD
Biotium, ABD
Biosciences, ABD
Biosciences, ABD
Beckman, ABD
Invivogen, Fransa
Invivogen, Fransa
Invivogen, Fransa
Biosciences, ABD
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Greiner Bio-One, ABD
Eppendorf, Kanada
Greiner bio-one, ABD
Axygen, ingiltere

Isolab, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD



2 mL’lik Ependorf tiip

5-10 ve 25 mL’lik cam pipet

Cedex Smart Slide

Parafilm

Sarjl1 pipetor

Kryotiip (2mL)

Hiicre kaziyici

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1

16 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1

24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakast

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1

Corning® HTS Transwell® 24 kuyucuklu
0.4 uM por agikligina sahip ko-kiiltiir plakasi
24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakast

96 kuyucuklu ko-kiiltiir plakasi
XCELLigence e-plate 16

XCELLigence E-plate 96

XCELLigence CIM-Plate 16

The Oris™ Cell Migration Assay (CMAS5.101)

Immunofluorescence Application Kit

2.2. Kullanilan Cihazlar

HERACcell 150 Steril CO2 inkiibatorii
Laminer flow kabini

Masaiistii sogutmali santrifiij

Otomatik hiicre sayimi cihazi Cedex XS
Derin donduruculu buzdolab1

Cytation 3 Multi-Mode Reader

RTCA DP

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Akis sitometri cihazi

Mikro santrifiij
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Greiner bio-one, ABD
Isotherm, Tiirkiye

Roche, Almanya

Pechiney, Fransa

Starlab, Almanya

Greiner Bio-One, ABD
Greiner Bio-One, ABD

TPP, isvicre

TPP, Isvicre

Corning, ABD

TPP, isvicre

Corning, ABD

Corning, ABD

Corning, ABD

Corning, ABD

Roche, Almanya

Roche, Almanya

Roche, Almanya

Platypus Technologies, USA
Cell Signaling Tech., Hollanda

Thermo Scientific, ABD
Heal Force, Cin
Eppendorf, Almanya
Innovatis, ABD
Altus, Tiirkiye
Bio-Tek, ABD
Roche, Almanya
Ohaus, Avustralya
Leica, Almanya

BD Accuri, ABD
Hettich, Almanya



Otoklav
Otomatik pipetler
Sterilizator

Su banyosu

Vorteks
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Alp, Tiirkiye
Eppendorf, Almanya
Niive, Tiirkiye
Niive, Tiirkiye
Daihan, Giiney Kore



3. YONTEMLER

3.1. Kullanilan Hiicre Hatlar1

Calismamizda THP-1 (Insan monositik hiicreleri) (ATCC kodu; TIB-202 ™) ve
HUVEC hiicreleri (insan umbilikal ven endotel hiicreleri) (ATCC kodu; CRL-1730 ™)
kullanilmistir. Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC’den) daha dnce temin
edilmis olan ve Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvari’nin
hiicre kiiltiirii stoklarinda bulunan hiicreler kullanilmistir.

HUVEC hiicreleri; ilk olarak 1984 yilinda Hoshi ve arkadaslar tarafindan, insan
gbdbek bagi damarindan izole edilerek stoklanan primer 6zellikli ve saglikli damar endotel
hiicreleridirler (Hoshi ve McKeehan, 1984; Jaffe vd., 1973; Varol, 2017). Hiicrelerin
yaklagik olarak 2 katina ¢ikma zamanlar1 36 saattir. Endotel hiicre fonksiyonlarini
belirlemek amaciyla en sik kullanilan hiicreler; HUVEC hiicrelerdir (Cakiris, 2012).

THP-1 (insan monositik hiicreleri) hiicre hatt1, akut monositik 16semili 1 yasindaki
Japon erkek hastadan elde edilmis monositik hiicre hattidir. Isik mikroskobisinde
yuvarlak, biiyiik ve tek tek hiicreler seklinde goriinmektedir. Hiicrelerin yaklasik olarak
2 katina ¢ikma zamani 35-50 saattir (Cakiris, 2012).

3.2. Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Deneylerde kullanilan malzemeler, tek kullanimlik ve sterildir; kontaminasyonun
olusmamas: i¢in kapak boliimleri aliminyum folyoyla sarilmis sekilde, metal ve cam
malzemelerin sterilizasyonu amaciyla kuru hava sterilizatoriinde 180°C’de 2 saat, pipet
uclar1 ve sivi soliisyonlar icin de 121°C, 1,5 atm basincta otoklavda 20 dk arindirma
islemleri yapilmistir. Otoklavlanamayacak sivilar i¢in ise 0,22 mikron por ¢apinda tek

kullanimlik filtreler kullanilmistir.

3.3. Monosodyum Urat Kristalleri

Monosodyum iirat (Invivogen ve CAS No: 1198-77-2) i¢in ¢dziicii olan Fosfat
tamponlu salin soliisyonu (PBS) kullanilarak 5Smg/ml ana stok ile 100 pg/ml ve 200 pg/ml
ara stoklar hazirlanmistir. Ana stok aliquatlanarak -20 °C’de saklanmistir. Uygun
miktarda PBS ekleyerek diliisyonlar hazirlanmistir ve her kullanimdan Once
vortekslenmistir. Arastirmamizda THP-1 hiicreleri MSU ile muamele edilerek

inflamasyon olusturulmasi saglanmistir.
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3.4. Bortezomib

Bortezomib  (BioChemica-A7737, Almanya) ¢oziiciisii olan dimetil siilfoksit
(DMSO) kullanilarak 100 mM ana stok hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok
aliquatlanarak -80 °C’de saklanmustir. Hiicre kiiltiiriinde uygulanacak olan bortezomibin
calisma konsantrasyonlar1 ana stoktan uygun miktarlarda seyreltmelerle taze olarak

hazirlanmistir.

3.5. THP-1 insan Monositik Hiicrelerinin Cogaltilmasi

Insan monositik hiicreleri (THP-1); %95 bagil nem, %5 CO,, 37°C'de, %10 fetal
sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin (100 U/ml penisilin ve 100 mg/ml
streptomisin) igeren RPMI-1640 medyumlu kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir.

Sivi azotta saklanan THP-1 hiicre hatt1 iceren kriyo tiipler ¢ikarildiktan sonra
37°C’deki su banyosuna konulup eritildikten sonra 15 ml’lik falkona aktarilmistir.
Uzerine yavas¢a kiiltiir medyumu eklenip 1500 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrast medyum uzaklastirllmis ve %10 serum iceren taze
medyumda flasklara dagitilmistir. Hiicre hatt1 37°C’de 5% COz igeren inkiibatdrlerde
kiiltiire edilmistir. Hiicreler giinliik olarak 11k mikroskobunda incelenerek flaskta %70-
80 oraninda hiicre yogunluguna ulastiktan sonra pasajlanarak biiylimesi saglanmistir.
Stispansiyon kiiltiir ortam1 falkona alinarak 1250 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatan atilmig ve hiicrelerin iizerine taze medyum
eklenmistir. Homojen dagilimi saglanacak sekilde karistirilip hiicre sayim cihazinda
(Cedex, Roche) sayimlar1 yapilmis ve hiicre canliliklar1 hesaplanarak besiyeri iginde

THP-1 hiicrelerinin flasklara pasaji yapilmis ya da deneye alinmistir (Karakus, 2016).

3.6. HUVEC -insan Umbilikal Ven Endotel Hiicrelerinin Cogaltilmas:

HUVEC hiicreleri; %95 bagil nem %5 CO2, 37°C'de, %10 FBS ve %] penisilin-
streptomisin (100 U/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin) iceren Ham’s F-12
medyumlu kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmaktadir.

S1v1 azotta saklanan HUVEC hiicre hatt1 iceren kriyo tiipler ¢ikarildiktan sonra
37°C’deki su banyosuna konulup eritildikten sonra 15 ml’lik falkona aktarilmistir.
Uzerine yavas¢a kiiltiir medyumu eklenip 1250 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrast medyum uzaklastirilmis ve %10 serum igeren taze
medyumda 5x10° hiicre igerecek sekilde 25 cm?2 ’lik flasklara dagitilmistir. Hiicre hatti

37°C’de 5% COz igeren inkiibatorlerde kiiltiire edilmistir. Hiicreler giinliik olarak 151k
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mikroskobunda incelenerek flaskta %70-80 oraninda hiicre yogunluguna ulastiktan sonra
pasajlanarak biiyiimesi saglanmistir. Flasklarin tizerindeki medyum ¢ekilip daha once
37°C’deki su banyosunda 1sitilmis 5 ml PBS ile yikanmis, sonra tripsinizasyona (Tripsin-
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)) maruz birakilarak bu yapiskan ozellikteki
hiicrelerin flaskin yiizeyinden sokiilmesi saglanmigtir. Sonra flaskin iizerine daha 6nce
37 °C’deki su banyosunda isitilmig medyum eklenip 1250 rpm’de 5 dakika siire ile
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatan atilmig ve hiicrelerin lizerine medyum
eklenmistir. Homojen dagilimi saglanacak sekilde karistirilip hiicre sayim cihazinda
(Cedex, Roche) sayimlar1 yapilmis ve hiicre canliliklari hesaplanarak besiyeri i¢inde

HUVEC hiicrelerinin flasklara pasaji yapilmis ya da deneye alinmistir (Karakus, 2016).

3.7. Hiicrelerin Mikroskobik Ortamda incelenmesi
THP-1 ve HUVEC hiicrelerinin canliliklart invert mikroskop araciligiyla

deneylerin her asamasinda kontrol edilmistir.

3.8. Hiicrelerin Cedex Cihazinda Sayimi

Hiicre kiiltiirii asamalarinda kuyucuklara hiicrelerin esit dagitilmasi i¢in hiicreler
sayilarak ekim yapildi (K6sem, 2018). Hiicrelerin canliliklar1 ve sayimlar1 otomatik hiicre
sayim cihazinda (Cedex XS, Roche) Software 1.0.3 programi kullanilarak belirlenmistir
(Sekil 3.1).

Flasklarda bulunan HUVEC ve THP-1 hiicreleri PBS ile yikanmistir. HUVEC
hiicreleri adhere hiicre olduklari i¢in flasktan 1X tripsin-EDTA ile kaldirilirken, THP-1
hiicreleri silispanse olmalar1 sebebi ile flasktan direk santrifiij tiipiine alinmislardir.
Santrifiij sonrasinda hiicre pelleti 1 mL besiyeri icinde homojen olarak seyreltildikten
sonra 10 pL tripan mavisi soliisyonu ile 10 pL hiicre siispansiyonu 10 sn homojen bir
sekilde karistirilmis sonrasinda Cedex lamina (smart slide) bu karistmdan 10 pL
aktarilmistir. Hiicre sayim cihazi (Cedex, Roche) ile cihaz protokollerine gore hiicrelerin
sayim islemi gerceklestirildikten sonra, seyreltme oranlar1 goz Oniline alinarak
hesaplamalar yapilmis ve uygun sayilarda canli hiicreler ekilerek deneysel yontemler

gerceklestirilmistir.
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Sekil 3. 1. Hiicre sayim cihazi (Cedex, Roche)

3.9. THP-1 ve HUVEC Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Sitotoksisite Deneyleri

MSU ve bortezomibin HUVEC ve THP-1 hatlarindaki hiicre canlilig1 {izerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) yontemi kullanilmistir.

Gliniimiizde sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve hiicre proliferasyonunun belirlenmesi
i¢in bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Giiniimiizde hiicre proliferasyonu, hiicre canliligi
ve sitotoksisite belirleme metodlarindan en sik kullanilant MTT analizidir. In vitro
kosullarda hiicre canliligini, metabolizmasini ve sitotoksisiteyi belirlemek i¢in uygulanan
bu test kantitatif ve kolorimetrik bir yontemdir (Dikmen, 2017). 1983°te Mosmann
tarafindan gelistirilen bu yontem, hiicre canlilig1 analizlerinin “altin standart1” olarak
bilinmektedir. MTT sar1 renkli bir formazan tuzdur. Prolifere olan hiicreler mitokondriyel
dehidrojenaz enzim aktivitesinin artmasiyla, MTT’yi suda ¢6ziinmeyen mor renkli
formazan kristallerine doniistiiriir. Bu formazan kristalleri izopropil alkolde veya
DMSO’da ¢oziinmektedir. Hiicre metabolik aktivite gosterdiginde daha ¢ok
mitokondriyal enzime bulunur ve daha ¢ok tetrozilin tuzunu indirgeyecegi umulur.
Formazon kristal olusumunun daha fazla oldugu kuyularda daha koyu mor renk
goriliirken daha az oldugu kuyularda ise agik mor rengi goriilmektedir. Coziicti (DMSO
veya izopropil alkolde) ilavesi ile formazan kristallerinin yogunluguna bagli olarak
olusan renk skalasina gore Ol¢lim yapilmaktadir. Formazan kristali, 6lii hiicrelerin
varliginda olusmamaktadir. Bu indirgenme sadece mitokondrial rediiktaz enzimi
araciligiyla gerceklestigi icin canli hiicre sayist formazanin olusum miktar ile dogru
orantilidir. Ardindan spektrofotometrik olarak hiicre canlilig1 belirlenir ve kontrol grubu

hiicrelerinin canlilik degeri %100 kabul edilerek, madde uygulamasi yapilan hiicrelerin
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canlilik degeri yiizde (%) olarak belirlenir (Mosmann, 1983; Erkekoglu vd., 2021; Kalkan
vd., 2016; Kismal1 ve Sel, 2012; Karakus, 2016; Tokur ve Aksoy, 2007; Salman, 2018).

ornegin absorbans degeri
% Canlilik = x100

kontroliin absorbans degeri

Hiicreler Cedex (Roche) cihazinda sayilmis ve 96 kuyucuklu plakalara (5x103
hiicre/ kuyucuk) HUVEC ve THP-1 hiicreleri ekildikten sonra taze besiyeri ile %5 CO>
ve 37°C altinda hiicreler inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda hiicrelerin medyumu
uzaklastirilarak (THP-1 hiicrelerinde uzaklastirmadan) yerine; ayni plaka ve kuyucuklar
kullanilarak MSU (100 pg/ml ve 200 pg/ml) ve bortezomibin farkli konsantrasyonlarini
(10 nM, 100 nM, 1 uM, ve 10 uM) iceren medyumlar ilave edilmistir (HUVEC hiicreleri
icin n konsantrasyonda, THP-1 hiicreleri i¢in 2n konsantrasyonda hesaplanmistir).
Kontrol grubundaki hiicrelere de %0.2 oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmistir.
Calisma soliisyonlar1 her ¢alisma i¢in yeniden hazirlanarak kullanilmistir. Hiicreler; 24
veya 48 saat siireyle %5 CO2 ve 37°C altinda inkiibasyona birakilmistir. Her bir
inkiibasyon siiresi sonunda, madde iceren medyum hiicrelerden uzaklastirilmis ve
hiicreler yeni medyum ortaminda stok MTT ¢alisma soliisyonundan (0.5 mg/mL,
HUVEC hiicrelerine 10 pL, THP-1 hiicrelerine 20 puL) ilave edilerek 3 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun ardindan, MTT ¢dzeltisi igeren medyum ortami hiicrelerden
uzaklagtirilarak (HUVEC hiicreleri adhere olduklar i¢in kuyucuklar direkt bosaltilarak;
THP-1 hiicreleri ise silispanse olduklart i¢in kuyucuklar santrifiij edildikten sonra
bosaltilarak), her kuyucuktaki hiicrelerin iizerine ¢oziicii olarak 100 pnL. DMSO ilave
edilerek ve 15 dk beklendikten sonra mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga boyunda
olusan renk degisimlerinin optik yogunluklar1 (absorbanslar1) okutulmustur (Sekil 3.2).
Elde edilen absorbans degerleri, hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu deger de
yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilmistir. Sonuglar asagidaki hiicre canlilik formiiliine
gore hesaplanip % olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler ile grafikler olusturulmustur.

Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 3 kez gerceklestirilmistir.
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Hiicreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

24 saat

Medyum aspire edilir. MTT
¢ozeltisi eklenir.

Mitokondriyel
rediktaz " 3 saat

MTT Formazan

Olusan formazan kristalleri
DMSO’da ¢dziiniir.

\ Absorbans 570 nm’de okunur.

Hiicre canhhg kontrole gore
ylzde olarak hesaplanir.

Sekil 3. 2. MTT deneyinin uygulamasinin sematize edilmesi (Erkekoglu vd 2021)

3.10. THP-1 Hiicrelerinde MSU Kristalleri Aracih Inflamatuar Etkinin
Belirlenmesi

THP-1 hiicrelerinde MSU kristallerinin inflamasyonun olusup olugmadigini
belirlemek i¢cin MSU ile 24 saat muamele edilen THP-1 monosit ve THP-1 makrofaj
hiicrelerinde flow sitometride IL-1f l¢timleri yapilmistir.

THP-1 makrofaj hiicreleri, THP-1 monosit hiicrelerinin Forbol 12-miristat 13-
asetat (PMA) (Katalog No: P8139, Sigma) ile farklilagtirilmasi ile elde edilmistir. Bunun
icin THP-1 insan monosit hiicreleri, 100 ng/mL PMA (%1 serumlu besiyeri igerisinde)
ile 24 saat inkiibasyona birakilarak, makrofaj hiicrelerine farklilagtirilmistir. Deneylerden
once PMA’l1 medyum ortamdan uzaklastirilarak, hiicreler 24 saat normal besiyerinde
inkiibasyona birakilmistir.

Daha sonra 6 kuyucuklu plakada 500.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde kiiltiire
edilmis olan THP-1 monosit veya makrofaj hiicreleri 100 pg/ml ve 200 ug/ml MSU

konsantrasyonlar1 ile 24 saat kiiltiir sartlarinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

36



sonunda NLRP3 inflamazom aktivasyonunun bir belirteci olan IL-1p sitokin diizeyleri
akis sitometri cihazi ile belirlenip analiz edilmistir.

Calismada LPS (Katolog No: L4391, Sigma) inflamasyon etkeni oldugu i¢in pozitif
kontrol amagli kullamilmistir. Lipopolisakkaritler gram-negatif bakterilerin hiicre
duvarinin karakteristik bilesenleridir. Boylece MSU konsantrasyonlarinin inflamatuvar
etkisi LPS ile karsilastirilarak ileri deneylerde kullanilacak inflamatuvar etkili MSU
konsantrasyonu belirlenmistir (Zhang vd., 2014).

3.11. Xcelligence Gercek Zamanlh Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP) Ko-Kiiltiir
Ortaminda Hiicre Proliferasyon Deneyi

Calismamizda MTT yontemiyle se¢ilmis olan bortezomibin konsantrasyonlarinin,
MSU ile indiiklenen/indiiklenmeyen THP-1 monosit hiicreleri ile HUVEC hiicrelerinin
ko-kiiltiire edildigi ortamda endotel hiicre proliferasyonuna etkileri ger¢ek zamanli analiz
sistemince arastirilmistir. HUVEC hiicre proliferasyonu iizerine etkileri RTCA DP
sistemi kullanilarak gercek zamanl bir sekilde kaydedilmistir.

RTCA ile hiicre ¢ogalmasi, migrasyon, invazyon, sitotoksisite ve ko-kiiltiir
caligmalar1 yapilabilmektedir. xCELLigence RTCA DP cihazi ile hiicre sayisi, hiicre
morfolojsi, hiicre baglanmasi gibi parametreler elektriksel empedansa dayali dl¢timlerle
hesaplanabilmektedir. RTCA-DP cihazi, altin elektrotlar ve hassas sensorler i¢eren 6zel
plakalarin (e-plate) tabanina hiicrelerin tutunmasiyla olusan elektriksel sinyali, belirlenen
Ol¢lim araliklarinda ekrana aktarmasi yontemiyle devamli ve ger¢ek zamanli veriler
olusturan bir cihazdir. Hiicreler elektronik plakaya ekildikten sonra hiicre indeksinin
uygun diizeye gelmesi igin inkiibasyona birakilir. Istenen araliklarla e-plakadan cihaza
aktarilan veriler, literatiirde birimsiz “cell index (CI)” (hiicre indeksi) olarak kabul edilen
bir deger olarak hesaplanir. Hiicre indeksi her hiicrede farkli sekilde ve siirede artip
azalabilir (Gorgiili, 2019; Dikmen vd., 2017; Bird ve Kirstein, 2009). E plaka
kuyucuklarindaki hiicrelerde proliferasyon arttik¢a cihaza aktarilan sinyaller de paralel
olarak artmaktadir (Artun, 2018; Limame vd., 2012).

XCELLigence (ACEA Biosciences, San Diego, CA ve Roche Applied Science,
Mannheim, Almanya) sistemi; ger¢ek zamanli empedans tabanli hiicre analizorii, RTCA
tek plaka yapisi ile entegre yazilim programini da igeren RTCA bilgisayar1 ve tek
kullanimlik bir e-plaka olmak iizere dort ana bilesenden meydana gelmektedir ( Ke vd,,

2011). Elektrodlu e-plakalarin zemininde yer alan mikro-elektrodlar araciligiyla
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hiicrelerin elektriksel empedans 6l¢iimii gergeklesmektedir. Bu dl¢iimii sayesinde; hiicre
canliligi, hiicre sayisi, hiicre morfolojisi ve hareketiyle ilgili gesitli biyolojik hiicre
durumlar1 hakkinda kantitatif veriler elde edilmektedir (Ke vd., 2011). RTCA sistemi,
yapisan hiicrelerin 6zel e-plakalardaki her bir kuyunun altinda yer alan mikroelektrod
sensorleriyle etkilesime girerek yapismasim1i ve bu kuyularda olusan empedans
degisikliklerinin 0l¢limiinii esas almaktadir. Sistemin temelini, tek kullanimlik ve gercek
zamanli hiicre empedansini 6lgmek i¢in tasarlanan e-plaka olusturmaktadir. Her kuyucuk
altinda bulunan mikroelektrod sensorle yapismis olan hiicrelere ait empedans dlgiimii
gerceklesmektedir. Sistem tarafindan devamli olarak empedans 6l¢timii yapilir, bu veriler
bilgisayara aktarilarak yazilim tarafindan analizi gerceklestiirlir (Kebapci, 2018; Ke vd.,
2011).

Bortezomibin hiicre proliferasyonu iizerine aktiviteleri; RTCA-DP sistemi ve
sisteme uyumlu 16 kuyucuklu E-plateler ve bu platelerle uyumlu E-plate insertler
kullanilmistir (Sekil 3.3) (Ke vd., 2011; Ozkay vd., 2016).

— —
— - 2 - ——=
,// :‘ 3
| ——— =
" ’ «» Porlu membran

o AL | & — { Efektdr hiicre

. I T Sinyal molekiilleri
o — ~ Hedef Hiicre
— = Elektrot kapl e-plate tabana

TT—

Sekil 3. 3. E-plate ve insert plakasinin sematik olarak gésterilmesi

Hiicreler yeterince ¢ogaldiginda, hiicre canliliginin tespiti amaciyla Cedex
cithazinda sayimlar1 yapilmistir. Kullanilacak e-plakalara 100 pl/kuyucuk olacak sekilde
hiicre besiyeri (%10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin igeren Ham’s F-12) eklerek
cihazin i¢ine yerlestirilir ve medyum kaynakli elektriksel degisim “background measure—
zemin 6l¢liimii” olarak dl¢lilmiistiir. Ik okuma alindiktan sonra cihazdan e-plakalar
cikarilmistir. E-Plakalara HUVEC hiicreleri 10.000 hiicre/kuyucuk (100 pl) olacak
sekilde alt plakaya ekilmistir. Plakalar 30 dk steril kabinde bekletildikten sonra tekrar

cihaza yerlestirilmistir.
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Insertlere de heniiz E-plate ile birlestirilmeden dnce, THP-1 hiicreleri 50.000
hiicre/kuyucuk (100 pl) olacak sekilde ekilmistir etiivde inkiibasyona birakilmistir. E-
plate insert, bir insert boliimi (efektor hiicrelerin ko-kiiltiir icin ekildigi) ve alt veri alict
bir plaka (hedef hiicrelerin proliferasyonu belirlenmek i¢in ekildigi) ve bir plaka kapagi
icerir (Sekil 3.3). Insert kuyularmmn alt béliimiinde ise ko-kiiltiir hiicrelerinin birbirine
karigmasin1 engellemek icin bir mikro gézenekli polietilen tereftalat (PET) membran yer
almaktadir (Bird ve Kirstein, 2009; Engiir Oztiirk, 2020).

HUVEC hiicrelerin uygun hiicre indeks degerlerine cihazda belirlendikten sonra,
cihaz durdurulmus alt plakada bulunan HUVEC hiicreleri {izerine bortezomib
konsantrasyonlar1 (5 pM; 1 uM; 0,1 pM; 0,05 uM) uygulanmistir. Ko-kiiltiir siirecine
hazir olan insert i¢inde bulunan THP-1 hiicreleri iizerine de 200 pg/ml MSU ilave
edilmistir ve e-plate HUVEC hiicreleri ile birlestirilmistir. Ko-kiiltiir ortaminda e-plateler
cihaza tekrar yerlestirildikten sonra program kaldig1 yerden saatte 1 6l¢tim alacak sekilde
tekrar baslatilmistir. Her bir kuyudaki elektrodlar araciligiylaa HUVEC hiicre
proliferasyonu belirli araliklarla kaydedilen “Cell Index” degerlerine gore analiz
edilmistir (Kaya, 2014; Engiir Oztiirk, 2020). RTCA DP ile elde edilen hiicre indeks
degerlerine gore MSU ile indiiklenen inflamasyonlu ortamda HUVEC hiicrelerinde
bortezomibin 48. saatteki ICso degeri RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak
hesaplanmistir (Cakiris, 2012; Varol, 2017; Engiir Oztiirk, 2020).

HUVEC + THP-1 Ko-Kiiltiir hiicre gruplari:

Kontrol grubu: HUVEC+THP1 hiicreleri (sadece medyum)
HUVEC + THP-1 + MSU (200 ug/ml)

HUVEC + THP-1 + MSU + Bortezomib (0.05 pM)
HUVEC + THP-1 + MSU + Bortezomib (0.1 pM)

HUVEC + THP-1 + MSU + Bortezomib (1 uM)

HUVEC + THP-1 + MSU + Bortezomib (5 pM)

N N N N SR

3.12. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP) Migrasyon Deneyi
Anjiyojenezin ger¢eklesmesi i¢in endotel hiicrelerinin goc¢ etmesi gerekmektedir.
Bu nedenle bortezomibin sitotoksik olmayan dozlarimin HUVEC hiicre migrasyonu
tizerine etkileri, RTCA DP sistemine uygun sekilde tasarlanan 16 kuyucuklu plakalar
(CIM-16) ile belirlenmistir. CIM-16 (Roche Applied Science, Mannheim, Germany)
kodlu bu plakalar; 3 par¢a ve 2 boliimden olusmaktadir (Sekil 3.4). En altta bulunan

39



parcaya hiicre hattinin serum igeren besiyeri, altin kapli elektrotlar bulunan orta pargaya
ise serum igcermeyen besiyeri igerisinde hiicreler eklenmektedir. Hiicrelerin iginde
bulunduklar1 serumsuz besiyeri ortamindan, alt odaciktaki serumlu besiyeri ortamina
gecisleri amaglanir. Migrasyonu hizli olan hiicreler daha ¢ok alt odaciga gegerek cogalma
egilimi gosterirler ve gecis esnasinda cihaz tarafindan sinyal alinir (Sekil 3.5 ve 3.6) (Bird
ve Kirstein, 2009; Kaya, 2014; Engiir Oztiirk, 2020).

Lower chamber
Chemoattractant

Sekil 3. 4. CIM Plakasina Genel Bakis
(A) CIM-Plaka bilesenleri. (B) CIM-Plaka detayi. Genisletilmig goriiniim, tek bir kuyucuk icin iist
ve alt bolmeleri gosterir. Ust bélmenin alt yiizeyi, hiicrelerin i¢inden gegebilecegi mikro gézenekli
bir zardan olusur. Bu zarin alt tarafindaki altin elektrotlar, yapisik hiicrelerin varligin tespit
eder. (C) Altin biyosensorler, PET mikro gozenekli bir membrandan olusan iist bélmenin alt
yiizeyine kaplanmigtir. (https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-

analysis/rtca-microplates/rtca-cim-plates).
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Sekil 3. 5. RTCA DP Cihazimin Calisma Prensibi (Kaya, 2014)

Migrasyon c¢alismasi i¢in CIM plakanin alt odaciklarina 160 pL serumlu medyum
eklenmis ve ist odacik ile alt odacik bir hamle de birlestirilmistir. Ardindan ist
odaciklara 20pL serumsuz medyum ilave edilmistir. CIM plakalar 1 saat boyunca
37°C’de etiivde inkiibasyona birakildiktan sonra cihazda ilk 6l¢iim almmustir. Olgiim
alinmasini takiben her iist kuyucuga HUVEC hiicresi (2x10* hiicre/kuyucuk) ekilmistir
ve hazirlanan bortozomib konsantrasyonlar1 (SuM; 1uM; 0,1uM; 0,05uM) serumsuz
besiyerinde uygulanmistir. Ardindan cihaza CIM plakalar yerlestirilmis ve 24 saat
boyunca 10 dk’da bir 6l¢tim alacak sekilde cihaz programlanmistir (Varol, 2017; K&sem,
2018; Engiir Oztiirk, 2020; Kaya, 2014).

HUVEC hiicre gruplari;

v Kontrol grubu: HUVEC (sadece medyum)

v' HUVEC + Bortezomib (0.05 uM)

v" HUVEC + Bortezomib (0.1 pM)

v" HUVEC + Bortezomib (1 pM)

v' HUVEC + Bortezomib (5 pM)

Kuywcagan Alt Yozeyinde
Kapak P Bulunan Altin Sensbrler
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Sekil 3. 6. Gergek zamanly hiicre analiz sistemi (RTCA) DP sistemi ve CIM-plate (16 kuyucuklu) plakanin
pargalart (Varol, 2017)
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Migrasyonun Morfolojik Analizi

HUVEC hiicre migrasyonunun, gorsel olarak da belirlemesi i¢in The Oris™ Cell
Migration élgiim kiti kullanilmistir. Kit iceriginde, hiicre ekimi yapilirken tim 96°lik
kuyucuklarda ayni orta noktanin bos kalmasini saglayan Oris™ Cell Seeding Stoppers ile
birlikte bulunan 6zel bir plaka mevcuttur. Ekim yapildiktan sonra kitin i¢inde bulunan
Oris™ Stopper Tool isimli 6zel bir tarak ile stopperlar (tipalar) ¢ikarildiktan sonra, her
kuyucukta hiicreler igin go¢ edebilecegi esit bir alan olusmaktadir. Inkiibasyon siireleri
sonunda kuyucuklarin goriintiileri alinip bos alana go¢ eden hiicrelere gére migrasyon

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

HUVEC hiicreleri flasktan kaldirilarak hiicre sayimi Cedex XS cihazi ile
yapilmustir. Her kuyucukta %1 FBS iceren 100 pl besiyeri igerisinde 5x102 hiicre/kuyu
olacak sekilde 96’11k 6zel plakada her kuyucukta yer alan stopperin kenarinda olusan dis
halka seklindeki bolgesine ekilerek 37°C'de hiicrelerin plaka tabanina yapismasina izin
verilmistir. Hiicreler ekilerek 24 saat yapismalarina miisaade edildikten sonra, Oris™
Stopper Tool yardimiyla stopperlar dikkatlice plakadan ¢ikarildi. Kuyucuklardan besiyeri
uzaklastirilmig ve PBS ile kuyucuklar yikanmistir. Bortezomib konsantrasyonlar1 (SuM;
1uM; 0,1uM; 0,05uM) 100 pl serumsuz besiyeri igerisinde kuyucuklara dagitilmistir.
Plakadaki hiicreler 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 24. saatte Cytation 3 Cell
Imaging Multi-Mode Reader ile kuyularin fotograf ¢ekimleri yapilmistir. Gruplara ait
fotograf goriintiileri bulgular kisminda verilmistir (Kaya, 2014; Ravi vd., 2013; Bartak
vd., 2022).

3.13. inflamasyon Ortaminda HUVEC Hiicrelerinde Cizik (Yara Iyilesme) Deneyi

Yara iyilesme deneyi, hiicre goc¢iinii ve hiicre-hiicre etkilesimini incelemek igin
kullanilan bir laboratuvar teknigidir. Ayn1 zamanda ¢izik deneyi olarak da bilinir, ¢iinkii
hiicre tek tabakasi ilizerinde c¢izik yapilir ve mikroskopla diizenli araliklarla goriintii
yakalanir. Ozellikle bir hiicre tabakasinin hiicre gdciinii yar1 kantitatif olarak 8lgmek i¢in
hiicre gocli yaklagimidir. Cizik; mekanik, termal veya kimyasal hasar gibi cesitli
yaklasimlarla yapilarak hiicrelerin kapatmasi i¢in hiicresiz bir alan olusturmaktir.

Bu deneyle inflamasyonlu ortamda (MSU uygulanmus THP-1 monosit hiicrelerini
igeren ortamda) bortezomib uygulanan gruplardaki hiicrelerin migrasyon degisimi tespit

edilmis ve yara kapanma durumlar1 gézlemlenmistir.
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HUVEC hiicreleri %90-100 konfluense ulasan hiicreler 200 pL'lik bir pipet
ucuyla ¢izilerek hiicre hatlari lizerinde yara iyilestirme kapasitesi arastirilmistir. MSU ile
inflamasyon olusturulmus THP-1 monosit hiicreleri ile bortezomib konsantrasyonlar1 (5
uM; 1 uM; 0.1 uM; 0.05 uM) uygulanan HUVEC hiicrelerinin ko-kiiltiir ortaminda 0.
ve 24. saatlerdeki yara iyilesme durumlari invert mikroskop altinda gozlemlenmis ve
fotograflar1 alinmistir

Bu amagla, 24 kuyulu plakalara ekilen HUVEC hiicreleri (5x10* hiicre/kuyucuk)
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan steril bir 200 pL'lik bir pipet ucu
yardimiyla hiicre tabakasi diiz bir sekilde c¢izilmis ve besiyeri uzaklagtirilmistir.
Yapismayan ve kalkan hiicreleri ortamdan uzaklastirmak i¢in PBS ile kuyular nazikge
yikanmig ve taze besiyeri iginde bortezomib konsantrasyonlart (5 pM; 1 uM; 0.1 pM;
0.05 uM) uygulanmistir ve Kuyularin 0. saatteki fotograflar1 ¢ekilmistir. Bu kuyulara,
daha 6nceden 25x10° THP-1 hiicre/kuyucuk olarak ekilmis ve MSU (200 pg/ml) ile 24
saat stimiile edilmis monosit iceren insertler hemen yerlestirilmistir. Ko-kiiltiir plakalar
24 saat 37°C’de %5 COz igeren etiivde inkiibasyona birakilmig ve 24. saatlik inkiibasyon
sonunda insertler uzaklastirilarak HUVEC hiicrelerinin ¢izikli fotograflari ¢ekilerek, yara
kapanmada hiicrelerin migrasyon durumlari invert mikroskop altinda gézlemlenmis ve

fotograflar1 alinmistir (Alkaya, 2022; Chen vd., 2021).

3.14. Akis Sitometride Annexin V-PI Yontemi ile Apoptotik Etkinin Belirlenmesi
Flow sitometre lazer kaynakli florometre ile parcacik 1sik yayilimi analizi
bilesiminden olusur. Flow sitometrede farkli molekiiller, hiicreler ve parcaciklar, diisiik
ve dik agil1 151k yayilimi kullanilarak biiyiikliik ve sekil olarak ayrilabilir. Bu hiicreler,
molekiiller veya pargaciklar 6zel floresan isaretleyicilerle veya boya isaretli antikorlarla
isaretlenebilir. Flow sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin
saptanmast miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir
olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug¢ verebilmesi acisindan klinikte
apoptozun belirlenmesi agisindan kullanighdir (Gtiles ve Eren, 2008).
Floresan mikroskopi c¢alismalari, hiicre kiiltiiri ¢aligmasinda kullanildiginda,
canlt hiicre ile yagayan hiicrenin ayirimina olanak tanirlar. Bu yontemle hiicrelerin 6li
ya da canli oldugu anlasilabilir ama o6li hiicrelerin apoptozla veya nekroz ile oliip

O0lmediklerinin ayrimi, nukleus morfolojisine bakilarak yapilir. Membran lipidlerinden
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biri olan fosfatidilserin (PS) canli hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde
bulunmamaktadir. Apoptotik hiicrelerde hiicre zarinda meydana gelen degisiklikler ile
birlikte hiicre apoptoza giderse; saglikli hiicre zarlarinin i¢ kisminda bulunan
fosfatidilserinler hiicre zarmin dis yiiziine transloke olarak hiicrenin dis kismina
cikmaktadir. Bu translokasyon, hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik
hiicre 6liimiiniin erken donemlerinde gergeklesir. Hiicre membraninin dis yiizeyine
yerlesen PS’ye baglanan Annexin-V, floresan bir maddeyle isaretlenerek apoptotik hiicre
goriniir hale getirilmektedir. Propidyum iyodid (PI) ise, ¢ift sarmalli RNA ya da DNA’ya
baglanmasindan dolayr membran yapisi bozuldugu gec apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
tespitinde kullanilmaktadir (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 ayn1 zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler
(Annexin V - /PI- ), erken apoptotik hiicreler (Annexin V+/ Pl -), ge¢ apoptotik hiicreler
(Annexin V+ / PI +) ve nekrotik hiicrelerin (Annexin V- /PI +) birbirinden ayirt
edilmesine izin verir (Dikmen, 2017; Overbeeke vd., 1998).

2D Kiiltiir icin:

HUVEC hiicreleri besiyeri ortaminda, %5 CO2, 37°C’de inkiibatorde kiiltiire
edilmistir. Hiicrelerin yeterince ¢ogalmasi beklendikten sonra hiicre sayimi yapilarak
HUVEC hiicreleri 24 kuyucuklu plakaya besiyeri ortaminda hiicre 2x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilarak zemine tutunmalari
saglannmigtir. Inkiibasyondan sonra plakadaki HUVEC hiicrelerine bortezomib
konsantrasyonlar1 (5 uM; 1 uM; 0.1 uM; 0.05 uM) ve 200 pg/ml MSU uygulanmustir.
Daha sonra HUVEC hiicreleri plakasi 48 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicre sitometrisinde gerekli dlgiimler kit prosediirleri uygulanarak
yapilmugtir.

HUVEC hiicre gruplart:

HUVEC (Kont. medyum)
HUVEC + MSU (+)

HUVEC + MSU+ Bort. 0,05 uM
HUVEC + MSU+ Bort. 0,1 uM
HUVEC + MSU+ Bort. 1 uM
HUVEC + MSU+ Bort. 5 uM

NN N N N R
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Ko-Kiiltiir icin:

Ko-kiiltlir ¢aligmalarinda 2 hiicrenin ayni ortamda yasayabilmesi i¢in alt ve iist
odaciklar1 birbirinden ayiran 0.4 um capta gézenekleri bulunan bir zar igeren 6zel ko-
kiltiir plakalar1 kullanilmistir. Alt odaciga HUVEC hiicreleri ve iist odaciga THP-1
monosit hiicreleri belirli sayilarda ekimi yapilarak ko-kiiltiir modeli olusturulmustur.
Deneyler 24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakasi kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneylerde
paralelligin saglanmasi icin; her deneyde alt odaciga ekilmis olan HUVEC hiicre
sayisinin 5 kati miktarda THP-1 hiicresi iist odaciga ekilmistir. Bu dogrultuda 24
kuyucuklu plakalarda {ist odacikta THP-1 hiicre sayis1 10° iken alt odacikta HUVEC
hiicresi 2x10° olarak ekilmistir.

HUVEC hiicreleri 24 kuyucuklu plakalarin alt odacigina besiyeri ortaminda hiicre
2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilarak
zemine tutunmalar1 saglanmistir. Ayr1 bir sekilde insert (list kuyucuk) plakaya THP-1
hiicre sayis1 10° olarak ekilmis ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra alt
plakadaki HUVEC hiicrelerine bortezomib konsantrasyonlar1 (5 uM; 1 uM; 0.1 uM; 0.05
uM) uygulanmistir. Daha sonra THP-1 igeren iist plaka, HUVEC igeren alt plaka ile
birlestirilerek ko-kiiltiir ortami1 elde edilmis ve THP hiicreleri tizerine MSU (200ug/ml)
uygulanarak ko-kiiltiir plakasi 48 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir.

HUVEC hiicre gruplart:

HUVEC +THP (Ko-Kiiltiir Kont.)
HUVEC + THP + MSU(+)

HUVEC + THP + MSU(+) Bort. 0,05 uM
HUVEC + THP + MSU(+) Bort. 0.1 uM
HUVEC + THP + MSU(+) Bort. 1 uM
HUVEC + THP + MSU(+) Bort. 5 uM

NN N N N RN

Bu caligmada apoptotik etkinin belirlenmesi amaciyla Annexin-V Apoptosis
Detection Kit (Katolog no: 556547, BD) kullanilmis ve kit protokolii uygulanmistir.
Calismada yukarida agiklanan 2D kiiltiir ve ko-kiiltiir deney seti olusturulmustur. 48 saat
boyunca inkiibe edilmis tekli ve ko-kiiltiir hiicre gruplarindan, HUVEC hiicreleri,
tripsinizasyon ile hizlica kaldirilarak toplanmis ve 1200 rpm’de 5 dk satrifiij edildikten
sonra supernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Kalan hiicre peleti 2 ml soguk PBS ile iki

kez yikanmistir. Daha sonra kalan pellet 100 pl PBS ile tekrardan suspanse edilerek

45



ependorfa alinmistir. Ayr1 bir ependorfa 5 pl Annexin V ve 5 pl PI karsilikli olarak ilave
edilikten sonra resiispanse edilen hiicreler eklenmistir. Karanlikta ve oda sicakliginda 20
dk inkiibasyonun sonunda tiiplere 250 pul “Annexin V baglama tamponu” ilave edilerek
30 dk iginde gruplarin apoptotik okumalar1 akis sitometri cihaz1 (Accuri C6, BD) ile

yapilmustir.

3.15. Akis Sitometride Kaspaz-3 Aktivasyonun Belirlenmesi

Kaspazlar gerek mitokondriyal apoptozda, gerekse 6liim reseptorleri yolunda rolii
olan proteazlardir (Kaufmann ve Hengartner, 2001). Kaspaz-3; kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile
etkilesim halindedir. Kaspaz-3, pek ¢ok proteinin spesifik yikilimindan sorumlu olan bir
6liim proteaz enzimidir. Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasinda yer alan kaspazlardan olup
hem dissal (apoptotik) hem de igsel (mitokondriyal) apoptotik yolak iizerinden
aktiflesebilmektedir. Kaspaz-3, kromatin kondensasyonundan, DNA
fragmentasyonundan ve hiicre iskeletine ait proteinlerin yikimindan sorumludur. Bu
nedenle bir hiicrede apoptozun varliginin en 6nemli gostergelerinden biri, ilgili hiicrede
kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesidir (Slee vd., 2001; Engiir vd., 2016, Gokhaner,
2018).

Calismamizda kaspaz-3 aktivitesi akim sitometri yontemi ile degerlendirilmistir.
Kaspaz-3 aktivitesini tespit etmek i¢in ilgili kitin (PE Active Caspase-3 Apoptosis Kiti,
Katalog no: 550914, BD) protokolii uygulanmistir. Calismada 3.14’te agiklanan 2D
kiltiir ve ko-kiiltiir deney setleri olusturulmustur. 48 saat boyunca inkiibe edilen tekli ve
ko-kiiltiir hiicre gruplarindan HUVEC hiicreleri tripsin ile kaldirilmis ve 1250 rpm’de 5
dakika satrifiij edilerek siipernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Kalan hiicre peleti soguk
PBS ile 2 kez yikandiktan sonra tiiplerdeki siipernatant dokiilmiis ve pelletin iizerine
hiicrelerin gecirgenligini saglamak ve fikse etmek amaciyla, 500 pL cytofix/cytoperm
soliisyonu eklenerek 20 dk buzun i¢inde bekletilmistir. Daha sonra 1250 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmis ve pellet 500 uL “perm wash” ile 2 kez yikanmistir. Son yikamanin
ardindan hiicre pelleti 50 pL perm wash ile resiispanse edildikten sonra 10 pL antibody
(PE Rabbit Anti kaspaz-3) eklenerek oda 1sisinda 30 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra her bir tiipe 1000 pL perm wash eklenerek santrifiij edilmistir.
Stipernatant uzaklastirilmasini takiben herbir 6rnegin pelleti 350 pL perm wash ile flow
tiipiine aktarilmig ve akis sitometri cihazinda (BD Accuri C6) tiipler okutularak analiz

edilmistir. (Engiir Oztiirk, 2020; Dikmen, 2017; Gokhaner, 2018).
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3.16. Akis Sitometride JC-1 Boyama Yontemi ile Mitokondrial Membran
Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Apoptozda mitokondriyal bozuklugu belirleyen 2 Onemli faktér ortaya
konmustur; membran potansiyelinin kaybolmasi ve mitokondri zarinin gecirgenliginin
degismesi (Chen vd., 2008). Mitokondriyal membran potansiyelinin tespiti amaciyla JC-
1 (5,5, 6,6-tetrachlo-1,1°, 3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide)
kullanilmakta olup bu boya katyonik voltaj bagimli bir boyadir. JC-1, hiicrelerde
mitokondriyal membran potansiyelini oOlgiilmesine aracilik eder ve bu sekilde
mitokondriyal membran potansiyelinin polarizasyon durumunu gosterir (Engiir Oztiirk,
2020; lijima, 2006). Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybolmasi apoptozun
onemli bir belirteci olarak bilinmektedir (Yao vd., 2007).

Hiicrelerin mitokondriyal membran biitiinliglinlin tespit edilmesi amaciyla
mitokondriyal membran potansiyeli belirleme kitinden (Katalog no: 551302, BD)
yararlanilmistir. Calismada 3.14’te agiklanan 2D Kkiiltiir ve ko-kiiltiir deney setleri
olusturulmustur. 48 saat inkiibe edilen tekli ve ko-kiiltiir hiicre gruplarinda bulunan
HUVEC hiicreler hizlica tripsinizasyon ile kaldirildiktan sonra 1250 rpm’de 5 dakika
satrifiij edilmis ve silipernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Kit icerisinde bulunan
bilesenler, her bir tiipe protokole uygun sekilde konulmus ve elde edilen caligma
solisyonu da tiipe eklenerek 15 dk 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra kit igerisindeki 1000 pl Assay soliisyonu ile hiicreler ytkanmustir.
Yikama sonrast, hiicreler 250 pl Assay soliisyonu ile resiispanse edilmis ve akis sitometri

cthazinda (Accuri C6, BD) okumalar1 yapilarak analizi gerceklestirilmistir.

3.17. Akis Sitometride Sitokin Diizeylerinin Belirlenmesi

Flow sitometre lazer kaynakli florometre ile parcacik 151k yayilimi analizi
bilesiminden olusur. Flow sitometrede farkli molekiiller, pargaciklar ve hiicreler, diisiik
ve dik agilt 151k yayilimi kullanilarak sekil ve biiytikliik olarak ayrilabilir. Bu hiicreler,
parcaciklar veya molekiiller 6zel floresan isaretleyicilerle yada boya isaretli antikorlarla
isaretlenebilir (Giiles ve Eren, 2008).

MSU kristalleri ile inflamatuvar ortamda kiiltiire edilen ve bortezomib
konsantrasyonlar1 (5 pM; 1 uM; 0.1 pM; 0.05 uM) uygulanan HUVEC hiicrelerinde

sitokinlerin seviyeleri, uygun kit protokolleri uygulanarak akim sitometride 6l¢tilmiistir.
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Calismada 3.14’te agiklanan 2D kiiltiir ve ko-kiiltiir deney setleri olusturulmustur. 48 saat
inkiibasyondan sonra tekli ve ko-kiiltlir hiicre gruplarinda bulunan HUVEC hiicreleri,
tripsinizasyon ile hizlica kaldirilarak toplanmis ve 1250 rpm’de 5 dk satrifiije edildikten
sonra siipernatant ortamdan uzaklastirilmistir. 48 saatlik inkiibasyon stireleri sonunda
toplanan siipernatantlardan TNF-o, IL-1p, IL-6, IL-8 ve IL-10 sitokin seviyeleri flow
sitometri yontemi kullanilarak belirlenerek analiz edilmistir (Engiir Oztiirk, 2020; Kliick

vd., 2021).

3.17.1. interlokin 1-beta (IL-1p) sitokin analizi

Hiicrelerde IL-1p seviyelerini belirlemek i¢in antikora uygun olan fiksasyon ve
permeabilizasyon protokolii uygulanmistir. Calisma FITC anti-human IL-13 Antibody
(Katalog No: 508206) kullanilarak gergeklestirilmistir.

HUVEC ile THP-1 hiicreleri ile olusturulan ko-kiiltiir gruplarindan inkiibasyon
stireleri sonunda HUVEC hiicreleri kaldirilarak toplanmis ve 1250 rpm’de 5 dk satrifiij
edildikten sonra siipernatant ortamdan uzaklastirillmistir. Hiicrelerin fiksasyon ve
permeabilizasyonu amaciyla 500 pl cytofix/cytoperm soliisyonu (Katalog no: 550914,
BD) eklenerek tiipler 20 dk buz iginde bekletilmistir. Daha sonra 1250 rpm de 5 dk
santrifiij edilmis ve pellet 500 ul PBS ile 2 kez yikanmistir. Son yikamayi takiben hiicre
pelleti PBS icinde 5 pl antibody ile 30 dakikalik inkiibe edilmis ve PBS ile yikama
yapildiktan sonra 6rnekler akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) okutularak analiz

edilmistir.

3.17.2. TNF-a, IL-6, IL-8 ve IL-10 sitokin analizleri

Antiinflamatuar etkileri degerlendirmek icin, HUVEC hiicreleri ile THP-1
hiicreleri ile olusturulan ko-kiiltlir gruplarinda inkiibasyondan sonra toplanan hiicre
stipernatantlarindan sitokin (TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10) seviyeleri ilgili Kkitlerin
protokolleri uygulanarak akis sitometri yontemi kullanilarak belirlenmistir. Calismada
PE anti-human TNF-a (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 kullamlnustir (Engiir Oztiirk, 2020).

Calismada 3.14’te aciklanan 2D Kkiiltiir ve ko-kiiltiir deney setleri olusturulmustur.
48 saat inkiibasyondan sonra tekli ve ko-kiiltiir hiicre gruplarinda HUVEC hiicreleri,
tripsinizasyon ile hizlica kaldirilmig ve 1250 rpm’de 5 dk satrifiij edilmis, siipernatant

ortamdan uzaklastirilmistir. Kalan hiicre peleti 2 kez 2 ml soguk PBS ile yikanmistir. Son
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yikamay1 takiben kalan hiicre pelleti PBS ile tekrar suspanse edilerek sitokin
Ol¢iimlerinde kullanilmistir. Her sitokin ve deney gruplari icin ayr1 ependorflar
kullanilmistir. Sitokinlerin 6lgiimii i¢in (TNF-a, IL-6, IL-8 ve IL-10), antikorlardan ayr1
ependoflara 5 puL konulup, iizerine 100 pl PBS ile resiispanse hiicre eklenmistir. 20
dakika’lik inkiibasyonun ardindan akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) okunarak
analiz edilmistir (Engiir Oztiirk, 2020).

3.18. Istatistiksel Degerlendirmeler

Veriler Microsoft Office Excel’de hesaplanarak olusturulmustur. Absorbans
degerlerine gore % canlilik oranlari Excel formiilii ile hesaplanmustir. Istatistiksel
analizler Graphpad Prism 9 yazilim programinda gerceklestirilmistir. Analizlerde hiicre
kontrol grubunun canlilik degeri %100 kabul edilmis olup bu deger lizerinden diger
kuyucuklarin % canlilik verileri hesaplanmigtir (n=8). Ortalama + standart sapma (Ort +
SS) degerleri hesaplanip, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc (Tukey) testi
kullanilmistir. Anlamlhilik degerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05* fark var, p<0.01** 6nemli

derecede fark var, p<0.001*** cok dnemli derecede fark var olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE YORUM

Bu tez ¢alismasinda insan monositik hiicreleri (THP-1) ve Insan umbilikal ven
endotel hiicreleri (HUVEC) kullanilmistir. Uygun besiyerlerinde c¢ogaltilan hiicre
hatlaria ait THP-1 hiicrelerinin siispansiyon kiiltiir ortami ile adheren olan HUVEC
hiicrelerinin 151k mikroskop goriintiisii asagida goriilmektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. THP-/ (solda) ve HUVEC (sagda) hiicrelerinin mikroskobik gériintiisii (4X)

4.1. THP-1 ve HUVEC Hiicrelerinde Bortezomib ve MSU Konsantrasyonlarinin
Sitotoksik Etkileri

THP-1 ve HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla
bortezomib (0.01 uM; 0.1 uM; 1 uM ve 10 uM) konsantrasyonlar1 uygulanmis ve MTT
yontemi ile 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonucunda hiicre canliligima olan etkisi
arastirtlmistir. MSU (100 pg/ml ve 200 pg/ml) ve LPS (100 ng/ml) konsantrasyonlari ile
olusturulan inflamatuar etkideki hiicre canliligi da degerlendirilmistir. Elde edilen
absorbans degerleri, hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu deger de yasayan

hiicre sayisi ile iliskilendirilmistir. Sonuglar % canlilik olarak hesaplanmistir (Dikmen,
2017).
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THP-1 MTT TESTI (24 SAAT) I'HP-1 MTT TESTI (48 SAAT)
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Bortezomib konsantrasyonlart Bortezomib konsantrasyonlar

Sekil 4. 2. Bortezomib konsantrasyonlarimin THP-1 hiicrelerinde MTT yontemine gére hesaplanan 24. ve
48. saatteki % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Kontrol: %0.2
DMSO, Ort £ 8§, p>0.05 fark yok, p<0.05* fark var, p<0.01**anlamli fark var, p<0.001***

onemli derecede fark var, p<0.0001**** cok onemli derecede fark var )

Bortezomib uygulanan THP-1 hiicrelerinde % hiicre canlilik degerleri, kontrole
gore 0.01, 0.1, 1 ve 10 uM bortezomib konsantrasyonlarinda 24. saatte sirasiyla; %73.59;
69.22; 64.31; 59.6 ve 48. saatte de sirasiyla %88.86; 64.12; 58.7; 54.6 olarak
hesaplanmistir. Istatistiksel anlamlilik degeri de kontrole gdre hem 24. saatte hem de 48.
saatte 10 pM bortezomib uygulanan gruplarda p<0.0001; 48. saatte 0.01 uM bortezomib
uygulanan grupta p<0.01 olarak belirlenmistir. MSU (100 pg/ml ve 200 pg/ml) ve LPS
(100 ng/ml) konsantrasyonlarinda da kontrole gére THP-1 hiicre canlilig1 24. saatte
sirastyla; %87.61; 80.74; 81.74 ve 48. saatte de sirasiyla %97.9; 79.12; 66.76 olarak
bulunmustur. Istatistiksel anlamlilik degeri de kontrole gore 24. saatte 100 ug/ml MSU
icin p<0.01; LPS (100 ng/ml) i¢in de p<0.001 olarak belirlenmistir. 48. saatte ise 200
png/ml MSU i¢in p<0.001 ve LPS (100 ng/ml) i¢in p<0.0001 olarak bulunmustur. MTT
sonuglarina gore, THP-1 hiicrelerinde bortezomibin sitotoksik etkileri istatistiksel olarak
incelendiginde hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon siirelerinde hiicre canliligin1 %50 nin
altina diisiirmedigi, ancak THP-1 hiicrelerinde bortezomibin sitotoksik etkilerinin
konsantrasyon ve inkiibasyon siiresinin artisina bagli olarak artmis oldugu goriilmiustiir.

Istatistiksel olarak incelendiginde MSU ve LPS’nin de THP-1 hiicrelerinde hem 24 hem
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de 48 saat inkiibasyon siirelerinde hiicre canliligimi %50°’nin altina diistirmedigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.2 ve Tablo 4.1).

Tablo 4. 1. Bortezomib konsantrasyonlarumin, THP-1 hiicre hattinda MTT ydntemine gore hesaplanan 24.

ve 48. saatlerdeki % canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Kontrol degeri

%100 kabul edilmistir; n=8, Ort £ SS)

% Canlilik Degerleri (Kontrol % 100)

Grup Ad1 24. saat 48. saat
B4 (0.01uM) (73,59 £ 8.,9) (88,86 £6,1)**
B3 (0.1uM) (69,22 +6,17) (64,12 + 3,28)
B2 (1uM) (64,31 +4,56) (58,7+3,97)
B1 (10uM) (59,6 £ 4,19) **** (54,6 £ 4,72)%***

M1 (100pg/ml)

M2 (200pg/ml)

LPS (100 ng/ml)

(87,61 % 4,24)**
(80,74 + 11,45)

(81,74 + 9,68)%**

(97,9 + 10,5)
(79,12 + 10,53)%**

(66,76 % 4,08)**+*

% Canlilik (OD 540nm)

THP-1

sonuglarina gore hesaplanan % hiicre canlilik degerleri Tablo 4.1’de verilmistir.

hiicrelerinde

HUVEC MTT TESTI (24 SAAT)
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Sekil 4. 3. Bortezomib konsantrasyonlarimin HUVEC hiicrelerinde MTT yontemine gore hesaplanan 24. ve

48. saatteki % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (Kontrol: %0.2

DMSO, Ort + 88, p>0.05 fark yok, p<0.05* fark var, p<0.01**anlamh fark var, p<0.001***

onemli derecede fark var, p<0.0001**** cok énemli derecede fark var )
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Bortezomib uygulanan HUVEC hiicrelerinde 24. saatte % hiicre canlilik degerleri
kontrole gore 0.01, 0.1, 1 ve 10 uM bortezomib konsantrasyonlarinda sirasiyla; %99.51;
81.69; 77; 75.7 ve 48. saatte de sirasiyla %79.02; 63.73; 56.4; 50.1 olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel anlamlilik degeri kontrole gore 24. saatte 10 uM, 48. saatte 0.01 pM
bortezomib uygulanan gruplarda p<0.001 olarak belirlenmistir. MSU (100 pg/ml ve 200
pg/ml) ve LPS (100 ng/ml) konsantrasyonlarinda da kontrole gére HUVEC hiicre
canlilig1 24. saatte sirastyla; % 62.13; 56.33; 86.12 ve 48. saatte de sirasiyla %74.9; 62.03;
82.2 olarak bulunmustur. Istatistiksel anlamlilik degeri kontrole gére 24. ve 48. saatlerde
MSU (200 pg/ml) gruplart i¢in p<0.0001, LPS (100 ng/ml) i¢in de p<0.001 olarak
bulunmustur. MTT sonuglarina gére, HUVEC hiicrelerinde bortezomibin sitotoksik
etkileri istatistiksel olarak incelendiginde hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon siirelerinde
hiicre canliligini %50°nin altina diisiirmedigi, ancak HUVEC hiicrelerinde bortezomibin
sitotoksik etkilerinin konsantrasyon ve inkiibasyon siiresinin artigina bagli olarak artmis
oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak incelendiginde MSU ve LPS’nin de HUVEC
hiicrelerinde hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon siirelerinde hiicre canliligini1 %50’ nin
altina diisiirmedigi gozlemlenmistir (Sekil 4.3 ve Tablo 4.2).

HUVEC hiicrelerinde bortezomib konsantrasyonlarinin  MTT  ydnteminin

sonuglarina gore hesaplanan % hiicre canlilik degerleri Tablo 4.2°de verilmistir

Tablo 4. 2. Bortezomib konsantrasyonlarmin, HUVEC hiicre hattinda MTT yontemine gore hesaplanan
24. ve 48. saatlerdeki % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi

(Kontrol %100 kabul edilmistir, n=38, Ort £ SS)

% Canhlik Degerleri (Kontrol % 100)

Grup Ad1 24. saat 48. saat
B4 (0.01pM) 99,51+ 11,7 (79,02 £15,82)%**
B3 (0.1uM) 81,69 + 6,2 (63,73 £2,93)
B2 (1uM) (77 +12,23) (56,4 +1,7)
B1 (10pM) (75,7 + 6,51)*** (50,1+ 9,89)
M1 (100pg/ml) (62,13 +2,81) (74,9 + 3,54)

M2 (200pg/ml)

LPS (100 ng/ml)

(56,33 & 1,G)*ksx

(86,12 % 5,34)%*x

(62,03 £ 1,93)*#**

(82,2 + 6,96)%**
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MTT sonuglarma gore, bortezomib gruplarinda HUVEC hiicre canlilig1 en fazla
24. saat inkiibasyonda 0,01 uM ve 0,1 pM konsantrasyonlarda oldugu belirlenmistir.
Ozellikle hem THP-1 hem de HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin konsantrasyon
ve inkiibasyon artisina bagl olarak artmis oldugu gorilmiistiir.

Proteazom inhibitorleri; ¢oklu sinyal iletimini, proteazomlarin fonksiyonlarini
inhibe ederek engellemektedirler (Kupperman vd., 2010; Engiir ve Dikmen, 2017).
Literatiirde THP-1 hiicreleri ve bortezomibin kullanildig1 kisith sayida in vitro ¢alisma
bulunmaktadir. Bortezomib ile yapilan bir ¢alismada, primer monosit hiicrelerinde MTT
yontemi ile hiicre canliligi incelenmis ve bortezomibin 400 nM (0.4 uM) konsantrasyon
uygulamasinda (4 saatlik inkiibasyon) canlilig1 kontrole gore yaklasik yiizde 50’nin altina
diistirdigii ve ICsp konsantrasyonunun 274.0 + 3.6 nM oldugu bildirilmistir (Liu vd.,
2019). Yapilan baska bir ¢alismada, THP-1 hiicrelerinde bortezomibin 0-1000 nM
konsantrasyon uygulmasinda hiicre canliliginin kontrole gore %80’in altina diismedigi
belirlenmistir (Choy vd., 2015). Hiicre canliligint degerlendirmek i¢cin HUVEC
biliylimesinin, 24, 48 ve 72 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda (5, 10 ve 20 nM)
bortezomib varliginda MTT yontemi kullanilarak degerlendirildigi bir ¢aligmada (Wang
vd., 2012) HUVEC hiicrelerinde bortezomibin sitotoksik etki gosterdigi aktarilmistir.
Farkli bir calismada ise Roccaro ve arkadaslari (2006) MTT testi ile 24 saatlik
inkiibasyonun degerlendirildigi HUVEC hiicrelerinde bortezomibin sitotoksisiteyi
tetiklemedigini gostermislerdir. Yapilan bagka bir hiicre canliligini belirleme
calismasinda ise 50 nM bortezomib konsantrasyonunun hiicre canliligin1 %50 nin altina
indirmedigi bildirilmistir (Chu vd., 2017). Calismamizda MTT yonteminde elde edilen

sonuglar, bu sonuglarla uyumluluk gostermektedir.

4.2. THP-1 Hiicrelerinde MSU Kristalleri Aracili inflamatuar Etkinin
Belirlenmesi

THP-1 hiicrelerinde MSU kristalleri aracili inflamatuar etkiyi arastirmak igin 6
kuyucuklu plakada inflamasyon deneyleri gergeklestirilmistir. THP-1 monosit ve THP-1
makrofaj hiicrelerinde MSU’nun inflamasyon tizerine etkisi LPS ile karsilastirilmistir.
THP-1 monosit ve makrofaj hiicreleri 100 pg/ml ve 200 ug/ml MSU ile 24 saat muamele
edilmistir. LPS (100 ng/ml ) ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Akis hiicre sitometri
cihazi ile NLRP3 inflamazom aktivasyonunda etkili bir parametre olan IL-1f3 dl¢iimii

yapilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. THP-1 monosit ve makrofaj hiicrelerinde akis sitometri yontemi ile belirlenen IL-1p seviyeleri

Tablo 4. 3. THP-1 monosit ve makrofaj hiicrelerinde akis sitometri yontemi ile belirlenen IL- 1§ nin yiizde

seviyeleri
IL-1B (%)
Hii Deney grubu
ucre Y g R4 (_) R5 (+)
THP-1 Monosit MSU 200pg/ml 51.6 48.2
Pozitif Kontrol (LPS) 42 57.9
MSU 100ug/ml 84.4 15.5
THP-1 Makrofaj MSU 200pg/ml 84.9 15.1
Pozitif Kontrol (LPS) 76.8 23.1

THP-1 monosit ve makrofaj hiicrelerinde MSU (100 ve 200 pg/ml) aracili

olusturulan inflamatuar etkinin belirlenmesi i¢in hiicre akim sitometride IL-1f (+)
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diizeyleri analiz edilmis ve LPS (100 ng/ml) sonuglar ile karsilagtirilarak MSU’nun
inflamasyon etkili konsantrasyonu, diger deneylerde kullanilmak iizere belirlenmistir.
LPS aracili olusturulan inflamatuar tepkinin belirteg sitokinlerinden IL-1f3’nin flow
sitometrisinde yapilan 6l¢iimii incelendiginde THP-1 monosit hiicrelerinde IL-1B (+)
seviyesi %57.9; THP-1 makrofaj hiicrelerinde de %23.1 olarak bulunmustur.
Inflamatuar tepki incelendiginde; MSU’nun 100 pg/ml konsantrasyonunun, THP-
1 monosit ve makrofaj hiicrelerinde IL-1p (+) diizeyleri sirasiyla % 14.5 ve %15.5; 200
png/ml MSU inkiibasyonu sonunda da %48.2 ve 15.1 olarak belirlenmistir (Sekil 4.4 ve
Tablo 4.3). Sonuglara gore 24 saatlik inkiibasyon sonunda en fazla inflamatuar etkinin
200 pg/ml MSU uygulanan THP-1 monosit hiicrelerinde oldugu goriilmiis ve diger
deneysel c¢alismalarda in vitro Gut modeli olusturmak igin 200 pg/ml MSU
konsantrasyonunun THP-1 monosit hiicrelerine uygulanmasinin uygun olacagina karar

verilmigtir.

4.3. Ko-kiiltiir ortaminda xCELLigence Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde
Hiicre Proliferasyonun Belirlenmesi

Deney i¢in RTCA Xcelligence cihazinda insert icermeyen (2D kiiltiir) ya da insert
igeren (ko-kiiltiir) e-plate’ler kullanilmistir. Bu kapsamda MTT yontemindeki hiicre
canliliklar1 degerlerine gore belirlenen bortezomib konsantrasyonlart (SpuM, 1uM,
0.1uM, 0.05uM) kullanilmigtir. MSU ile olusturulan THP-1 monosit inflamasyon
ortaminda bortezomibin HUVEC hiicre indeks degerlerine bakilarak hiicre
proliferasyonu tizerine etkileri belirlenmis ve ICso degeri RTCA DP Software 1.2.1

programi araciligryla hesaplanmistir.
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Sekil 4. 6. RTCA DP sisteminde bortezomibin HUVEC ve THP-1 hiicrelerinin Ko-kiiltiiriinde 48. saatteki

ICso degerinin hesaplandigi konsantrasyon-hiicre indeksi egrisi (1Cso: 127 nM)

THP-1 ve HUVEC ko-kiiltiiriinde bortezomib konsantrasyonlarinin antiproliferatif

etkileri, gercek zamanli olarak (saat basi veri alinarak) 6l¢iilmiistiir. RTCA DP Software

1.2.1 programi kullanilarak konsantrasyon-hiicre indeksi egrilerine gore; bortezomibin

24 saatteki ICso degeri 127 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 ).

Bortezomib uygulanmasinin ardindan proliferasyon egrilerindeki 4-10. saatlerde

meydana gelen sigramalar, ilk temas sonucu hiicresel farklilasmanin da olabilecegi
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yoniinde yorumlanabilir; ilerleyen siirecte ise bortezomibin konsantrasyonu arttikca,
hiicre proliferasyonunun da azaldigi gézlemlenmistir (Sekil 4.5).

Calismamizda ulasilan sonuglara benzer sekilde literatiir bilgisine rastlanmaktadir.
MM hiicrelerinde proteazom inhibitorlerinin proliferasyonu dogrudan inhibe ettigi ve
apoptozu indiikledigi Hideshima ve arkadaslar1 tarafindan (2001) bildirilmistir.
Bortezomibin CM'lerle birlikte kiiltiirlenen HUVEC'lerin hiicresel proliferasyonunu doza
bagl bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir (Wang vd., 2012). Bortezomibin, Klinik olarak
ulasilabilir konsantrasyonlarda, HUVEC’lerin proliferasyonunu doza bagl ve zamana
bagl bir sekilde inhibe ettigi yine farkli bir aragtirmada gosterilmistir (Roccaro vd.,
2006). Daha onceki calismalarda (Podar vd., 2004; Tamura vd., 2010) bortezomibin
antianjiyogenik aktivitesinde énemli rol oynayan vaskiiler endotel hiicreleri iizerinde

dogrudan negatif proliferatif etkileri bildirilmistir.

4.4. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde Bortezomibin HUVEC Hiicre

Migrasyonuna Etkileri

MSU ve bortezomibin belirlenen konsantrasyonlarinin endotel hiicre gocii
(migrasyon) tlizerine aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla RTCA DP modeli ve bu
sisteme uygun olarak tasarlanmis olan 16 kuyucuklu plakalar (CIM-plate) kullanilmistir.
Bortezomib konsantrasyonlar1 (5uM, 1uM, 0.1uM, 0.05uM) ile HUVEC hiicrelerinde
gercek zamanli migrasyon ¢alismasi gergeklestirilmis ve CIM-plakalarda zamana ve
bortezomib konsantrasyonlarina baglh olarak HUVEC hiicre migrasyonlar1 izlenmistir

(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. CIM-plate insert kullanilarak HUVEC hiicrelerindeki bortezomib konsantrasyonlarmmin gergek

zamanl hiicre analiz sisteminde belirlenen migrasyon egrileri (n=5, Ort + SS)

Sekil 4.7°de gorildigi gibi 48 saat inkiibasyon sonunda kontrol grubuna gore
bortezomibin yliksek dozlarinda (5 uM ve 1 uM) antiproliferatif etkilere de paralel olarak
hiicre migrasyon etkisi goriilmemistir. Kontrol grubuna gore tiim bortezomib
konsantrasyonlar1 hiicre migrasyonu olumsuz etkilemistir. Bortezomibin diisiik
dozlarinda (0.05 uM ve 0.1 uM) ise yiiksek konsantrasyonlara gére bir miktar hiicre
migrasyonu oldugu goriilmektedir.

Hiicre canliliginin XTT analizleri ile HUVEC hiicrelerinde 24 saat boyunca artan
konsantrasyonlarda proteazom inhibitorlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada (Meiners
vd., 2008) diistik dozlarda hiicre canliligini etkilemedigi ancak yliksek dozlarda azalmis

hiicre canlilig1 izlendigi bildirilmistir. Sonu¢larimiz bu ¢alisma ile paralellik gostermistir.

Oris™ Hiicre Migrasyon Teknigi ile Morfolojik Analiz

HUVEC hiicreleri, serumsuz besiyeri i¢inde RTCA DP migrasyon yonteminde
kullanilan bortezomib konsantrasyonlariyla “Oris™ hiicre migrasyon plakas1”
kullanilarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda Cytation 3
Cell Imaging Multi-Mode Reader kullanilarak kuyularin mikroskobik fotograflari
cekilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8. Bortezomib konsantrasyonlarinin HUVEC hiicrelerinde hiicre migrasyonuna etkilerinin 24.

saatteki mikroskobik goriintiisii (4X)

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8.de goriildiigii gibi Oris hiicre migrasyon deneyi ve RTCA
DP sistemi ClIM-plate migrasyon deneyi sonuglarimiz birbirine paralellik gostermekte
olup kontrol gruplarina gore artan bortezomib konsantrasyonlarinda HUVEC
hiicrelerinin migrasyonu azalmistir.

Literatiirde, yaptigimiz migrasyon deneylerinin sonucunu destekleyen caligmalar
da bulunmaktadir. Wang ve arkadaslar1 (2012) bortezomibin, MSC'lerin CM'lerle birlikte
kiiltiirlenen HUVEC’lerin gogilinii doza bagli bir sekilde inhibe ettigini gdstermistir.
HUVEC'lerde bortezomib tarafindan hiicre gogiinii 6nemli 6lgiide inhibe ettigi sonucuna

ulasilmistir (Roccaro vd., 2006).

4.5. inflamasyon Ortaminda HUVEC Hiicrelerinde Cizik (Yara Iyilesme) Deneyi

MSU ile inflamasyon olusturulmus ko-kiiltiir ortaminda bortezomib uygulanan
gruplardaki HUVEC hiicrelerinin migrasyon yetenekleri tespit edilmistir. Konfluense
ulasan hiicreler 200 pL'lik bir pipet ucuyla ¢izilerek inflamasyon ortaminda bortezomib
konsantrasyonlarinin hiicreler {izerinde go¢ etme kapasiteleri arastirilmistir. Bortezomib
dozlart (5uM, 1puM, 0.1pM, 0.05uM) uygulanmis ve 0. ve 24. saatlerdeki HUVEC
hiicrelerinin yarayr kapatma durumlar1 invert mikroskop altinda gozlemlenerek

fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 4.9).

60



Kontrol Bortezomib Bortezomib Bortezomib Bortezomib
0,05uM 0,1 uM TuM SuM

e

0. saat

L]

24. saat

Sekil 4. 9. MSU ile inflamasyon olusturulmus THP-1/ HUVEC Ko-kiiltiir ortaminda ¢izik deneyi
mikroskobik gortintiileri (10X)

Sekil 4.9°da goriildiigli iizere bortezomib konsantrasyonlarnin artisina bagl
olarak 24. saatte HUVEC hiicrelerinin migrasyon yeteneklerinin azalarak yara
olusturulan alanlarmin kapanmadig1 ve dolayisiyla bortezomibin konsantrasyon artigina
bagli olarak inflamasyonlu ortamda da HUVEC hiicrelerinde anti-migrasyon etki
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.9).

Onceki calismalarda (Tamura vd., 2010) vaskiiler endotel hiicrelerinin vaskiiler
gecirgenligini artirarak hiicre biiylimesini giiclii bir sekilde inhibe ettigini bildirmislerdir.
MCFT7 hiicrelerinin hareket etme yetenegini 6l¢mek icin ¢izik yara tahlilinin kullanildig
bir caligmada (Mehdizadeh vd., 2021) bortezomibin hiicre goglinii azalttig1 gosterilmistir.

Elde ettigimiz sonuclarla benzerlik gosteren arastirmalara rastlansa da ¢alismamiz
bortezomibin HUVEC hiicrelerinin migrasyonuna etkisinin inflamasyon ortaminda

incelendigi tek ¢alismadir.

4.6. HUVEC Hiicrelerinde Flow Sitometrisinde Annexin V-Propidyum Iyodiir (PT)
Yontemi ile Apoptotik Etkinin Belirlenmesi

Bortezomib konsantrasyonlari uygulanarak 24 saat inkiibe edilen tekli ve ko-kiiltiir
hiicre gruplarinda, HUVEC ve THP-1 hiicreleri kaldirilmis ve 1250 rpm’de 5 dk satrifiij
edilerek supernatantlar ortamdan uzaklastirilmistir. Annexin V Apoptosis Detection Kit
protokolii uygulanmistir. 2 ml soguk PBS ile hiicre peletleri 2 kez yikandiktan sonra,
kalan pelletler 200 pL. PBS ile tekrar siispanse edilip ependorfa aktarilmistir. Bos bir
ependorfun 2 yanina karistirmadan 5 ul Annexin V ve 5 ul PI konulduktan sonra iizerine

resuspanse edilen hiicreler eklenmistir. Karanlikta ve oda sicakliginda 25-30 dk inkiibe
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edildikten sonra herbir tiipe 200 pl Annexin V baglama tamponu (5x) eklenerek gruplarin
30 dk i¢inde akis sitometri cihazinda (BD Accuri C6) apoptotik okumalar1 yapilmistir.
Elde edilen sonuclar Sekil 4.10, 4.11 ve Tablo 4.4’te verilmistir.

Kontrol MSU + Bort. 1IpM THP + MSU (+) Bort. 1uM

= ; 3 1

2

HUVEC 2 S HUVEC N HUVECTES
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Sekil 4. 11. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir inflamasyon ortaminda bortezomibin apoptotik etkileri
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Sekil 4. 11. (Devam) HUVEC tekli ve ko-kiiltiir inflamasyon ortaminda bortezomibin apoptotik etkileri

Tablo 4. 4. Annexin/PI akus sitometrisi analizine gore HUVEC hiicrelerindeki canlik (Q2-LL), erken
apoptoz (Q2-LR), ge¢ apoptoz (Q2-UR) yiizdeleri

% Degerleri
Hiicre kiiltiir Deney grubu Q2-LL Q2-LR Q2-UR
ortam! ° % Erken % Geg
7o Canlilik apoptoz apoptoz
HUVEC (Kont.) 94.3 5.7 0
MSU(+) 66.7 33 0.4
MSU + Bort. 0.05pM 65.4 34.2 0.3
HUVEC MSU + Bort. 0.1uM 88.5 11.4 0.2
MSU + Bort. 1pM 63.1 36.7 0.3
MSU + Bort. 5pM 71.9 28 0.1
THP (Ko-Kiiltiir Kont.) 75.3 24.3 0.3
THP + MSU (+) 63.1 36.7 0.2
HUVEC + THP THP + MSU (+) Bort. 0.05pM 65.2 34.1 0.7
(Ko-Kiiltiir) THP + MSU (+) Bort. 0.1pM 76.1 237 0.2
THP + MSU (+) Bort. 1M 68.2 315 0.4
THP + MSU (+) Bort. 5pM 82.9 16.9 0.2
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HUVEC 2D kiiltiirde canli hiicrelerin yiizdesi kontrol, MSU(+), MSU + Bort.
0.05uM, MSU + Bort. 0.1uM, MSU + Bort. 1uM ve MSU + Bort. 5uM gruplarinda
sirastyla, %94.3, 66.7, 65.4, 88.5, 63.1 ve 71.9 olarak bulunmustur.

HUVEC ve THP-1 kokiiltiir gruplarinda ise canli hiicrelerin ylizdesi kontrol,
MSU(+), MSU + Bort. 0.05uM, MSU + Bort. 0.1uM, MSU + Bort. 1uM ve MSU + Bort.
S5uM gruplarida sirastyla, %75.3, 63.1, 65.2, 76.1, 68.2 ve 82.9 olarak belirlenmistir.

Sekil 4.10, 4.11 ve Tablo 4.4’te gorildigi gibi kontrole gore inflamasyon
ortaminda en fazla erken apoptoz, 2D kiiltiirde (tekli kiiltiir) 1uM; ko-kiiltiir grubunda
ise 0.05uM bortezomib uygulanan gruplarda oldugu belirlenmis ve sirastyla %36.7 ve
%34.1 olarak analiz edilmistir. 24. saatteki erken apoptotik etki incelendiginde
inflamasyon durumunda, tekli kiiltiirde bortezomib 0.1uM; ko-kiiltiirde ise bortezomib
5 uM uygulanan gruplarda 6nemli derecede apoptozun azaldigi ve hiicre canlilifinin
diger bortezomib gruplarina gore arttigi belirlenmistir.

MM hiicrelerinde proteazom inhibitdrlerinin apoptozu indiikledigi Hideshima ve
arkadaslar1 tarafindan (2001) bildirilmistir. THP-1 ile olusturulmus kiiltiir modelinde
A549 hiicrelerinde Annexin V-PI yontemi kullanilan bir ¢alismada (Ozturk vd., 2021)
akig sitometrisi analizi sonuglarina gore bortezomibin apoptotik etkisi %41 olarak

belirlenmistir.

4.7. HUVEC Hiicrelerinde Bortezomibin Kaspaz-3 Aktivasyonuna Etkilerinin

Flow Sitometrisinde Belirlenmesi

Bir hiicrede apoptoz varligim1 gdsteren en onemli belite¢ o hiicredeki kaspaz-3
enzim aktivasyonunun belirlenmesidir (Slee vd., 2001; Engiir vd., 2016). Kaspaz-3
aktivitesinin belirlenmesi i¢in PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit (Katalog no: 550914,
BD) protokolii uygulanmis ve akis sitometri cihazinda (BD Accuri C6) okutularak analiz
edilmis ve kaspaz-3 ylizdeleri belirlenmistir (Sekil 4.12 ve Tablo 4.5).
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Sekil 4. 12. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, farkli konsantrasyonlarda

bortezomib uygulamasi ile Kaspaz-3 seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi
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Tablo 4. 5. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, akig sitometri yontemi ile
bortezomibin farkli konsantrasyonlarda uygulamasi sonucu belirlenen % Kaspaz-3

seviyelerinin gésterilmesi

% Kaspaz-3 Degerleri
Hiicre kiiltiir ortam Deney grubu Q4-LL Q4-LR
) )
HUVEC (Kont.) 96.6 3.1
MSU (+) 94.7 5.2
MSU + Bort. 0.05pM 92.1 7.8
HUVEC MSU + Bort. 0.1pM 91.1 8.7
MSU + Bort. 1pM 96.2 3.7
MSU + Bort. SuM 94 6
THP (Ko-Kiiltiir Kont.) 92.3 7.6
THP + MSU(+) 85.6 14.3
HUVEC + THP THP + MSU(+) Bort. 0.05pM 85.3 14.7
(Ko-Kiiltiir) THP + MSU(+) Bort. 0.1uM 89.5 10.5
THP + MSU(+) Bort. 1uM 90.2 9.7
THP + MSU(+) Bort. 5uM 94.4 5.6

HUVEC gruplarinda Kaspaz-3 aktivasyonu incelendiginde kontrole gore en yliksek
artig, bortezomib 0.1uM grubunda %38.7, kokiiltiir gruplarinda ise bortezomib 0.05uM
grubunda %14.7 olarak tespit edilmistir.

HUVEC gruplarinda kaspaz-3 aktivasyon artis1 bortezomib dozlarinda kontrole
gore daha yiiksek analiz edilmistir. Kokiiltiir gruplarindaki Kaspaz-3 aktivasyonu ise
bortezomibin artan dozlariyla azalmistir.

Kaspazlar, inflamasyona ve hiicre Oliimiine aracilik eden hiicre i¢i sistein
proteazlaridir. Kaspaz-3, hem nekrotik hem de apoptotik hiicre dliimiiniin 6nemli bir
aracisidir. Kaspaz-1, sitokinleri (IL-1p ve IL-18) aktive ederek inflamasyona aracilik eder
(Faubel ve Edelstein, 2005). Makrofajlarin enfekte olmasi (LPS benzeri etki olusarak)
kaspaz-1 aktivasyonuna, prointerlokin IL-1p ile IL-18 tiretimine ve de kaspaz-3, kaspaz-
7, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonuna yol actig1 bildirilmistir (Cohen, 1997).

Belloni ve arkadaslar1 (2010) yaptiklari calisma ile bortezomib uygulanan endotel
hiicrelerinde apoptozun indiikledigini gostermislerdir. Meiners ve arkadaslart (2008)

yiikksek dozda proteazom inhibitorlerinin endotel {izerinde potansiyel apoptotik yan
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etkilere sahip oldugunu, ancak proteazomun toksik olmayan dozlarda inhibisyonunun
endotel koruyucu olabilecegini aktarmiglardir. MCF7 hiicrelerinde bortezomib
uygulamasinin, i¢sel yol boyunca apoptozu indiikledigini ortaya koyan bir ¢alisma da

mevcuttur (Mehdizadeh vd., 2021).

4.8. MSU ile Olusturulan Inflamasyon Modelinde Bortozomibin HUVEC

Hiicrelerinde Mitokondrial Membran Biitiinliigiine Etkisi

Bortezomib konsantrasyonlart HUVEC ve Kko-kiiltir (THP-1 ile olusturulmus)
hiicre gruplarina uygulanmis ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmislardir. Herbir gruba ait
hiicreler inkiibasyon siireleri sonunda kaldirilarak toplanmig ve hiicrelerin mitokondriyal
membran biitiinliigliniin belirlenmesi amaciyla herbir gruba Mitokondriyal Membran
Potansiyeli Belirleme Kit (KN:551302, BD) protokolii uygulanmigtir. Ardindan
orneklerin flow sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) ol¢limii alinarak analizleri

yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.13 ve Tablo 4.6’te verilmistir.
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Sekil 4. 13. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortanminda, farkli konsantrasyonlarda

bortezomib uygulamasinin mitokondriyal depolarizasyon iizerine etkileri
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Sekil 4. 13. (Devam) HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, farki

konsantrasyonlarda bortezomib uygulamasinin mitokondriyal depolarizasyon iizerine etkileri

Tablo 4. 6. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, akis sitometri yontemi ile

bortezomibin farkli konsantrasyonlarda belirlenen JC-1 seviyeleri

% Degerleri
Hiicre kiiltiir
ortam Deney grubu
JC-1 (Negatif) JC-1 (Pozitif)
HUVEC (Kont.) 36.1 255
MSU (+) 42.2 20.9
MSU + Bort. 0.05pM 18.1 44.7
HUVEC

MSU + Bort. 0.1uM 20.7 41.2
MSU + Bort. 1puM 22.6 40.5
MSU + Bort. SuM 19.7 43.5
THP (Ko-Kiiltiir Kont.) 37.3 26.3
THP + MSU(+) 35 27.9
HUVEC + THP-1 | THP + MSU(+) Bort. 0.05uM 26.6 37
(Ko-Kiiltiir) THP + MSU(+) Bort. 0.1uM 27.5 34.5
THP + MSU(+) Bort. 1upM 18.2 46.3
THP + MSU(+) Bort. 5SuM 23.9 40.1
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Sekil 4.13 ve Tablo 4.6’da goriildiigii gibi mitokondrial depolarizasyon HUVEC
hiicrelerinde bortezomib konsantrasyolarinda kontrole gore artmistir. JC-1 pozitif hiicre
yiizdeleri, HUVEC kontrol grubuna gore yaklasik 1,5 kat artig géstermistir. Hem HUVEC
hiicreleri tekli kiltiir ortaminda hem de kokiiltiir ortaminda kontrol grubuna gore
bortezomib uygulanan gruplarda, mitokondrial depolarizasyon seviyelerinde artig
belirlenmistir.

HUVEC (tekli) gruplarinda diger apoptoz tayinleri olan Annexin V/PI yontemi ve
Kaspaz-3 aktivasyonu sonuglarinda oldugu gibi, mitokondrial depolarizasyon
seviyelerindeki artisla da bortezomib dozlarinin hiicre canliligin1  azalttigi
gozlemlenmistir.

Yapilan arastirmalarda, apoptozun belirteglerinden biri olarak mitokondrial
membran biitiinliigliniin bozulmasinin artmas1 gosterilmistir (Yao vd., 2007; Chitambar
ve Purpi, 2010; Shanker vd, 2008). Geg¢irgenlik degisimi olarak da bilinen mitokondriyal
membran potansiyelinin diismesi erken apoptoz sirasinda olusur ve en iyi akim sitometrisi
ile analiz edilir (Cossarizza ve Salvoli, 2001). Bortezomib, M0 makrofajlariyla birlikte
kiiltiirlenen hiicrelerde hiicre apoptozunu 6nemli dl¢iide arttirdigr bildirilmistir (Ozturk
vd., 2021). Bortezomibin apoptoz indiiksiyonu ve biiyiime durdurma etkileri daha 6nce
de bildirilmistir (Adams, 2002). HUVEC hiicrelerinde yaptigimiz apoptoz tayinlerinden

elde edilen bulgularimiz ile bu etkiler kanitlanmistir.

4.9. MSU Inflamasyon Ortaminda HUVEC Hiicrelerinde TNF-a, IL-1p, IL-6, I1L-8
ve IL-10 Diizeyleri

Antiinflamatuar etkileri degerlendirmek i¢in, HUVEC hiicrelerinin tekli (2D
kiiltiir) ve THP-1 hiicreleri ile ko-kiiltiir olusturulmus gruplarindan, inkiibasyon siireleri
sonunda toplanan hiicre slipernatantlar1 falkonlara alinip medyumlar uzaklastirilmistir.
Igili sitokin igin uygun antikor kullanilarak (TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8 ve IL-10) akis
sitometri cihazinda (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmistir (Engiir Oztiirk, 2020).

4.9.1. MSU inflamasyon ortaminda bortezomibin HUVEC hiicrelerinde TNF-a
diizeyler
Inflamasyon belirteclerinden TNF-a’nin 6l¢iimii icin HUVEC hiicrelerinin tekli ve

ko-kiiltiir (THP-1 hiicreleri ile) gruplarinda TNF-a protokolii uygulandiktan sonra akis

69



sitometri cihazinda (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.14 ve Tablo 4.7’de verilmistir.
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Sekil 4. 14. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, farkli konsantrasyonlarda

bortezomib uygulamasi ile TNF-o. seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi
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Tablo 4. 7. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, akis sitometri yontemi ile

bortezomibin farkli konsantrasyonlarda uygulamas: sonucu belirlenen TNF-a seviyelerinin

gosterilmesi
% Degerleri
Hﬁf)rrial;::tﬁr Deney grubu
TNF-a Negatif (-) TNF-o Pozitif (+)

HUVEC (Kont.) 95.2 8.8
MSU(+) 84.4 15.2
MSU + Bort. 0.05pM 86.9 131

HUVEC MSU + Bort. 0.1uM 95.8 4.2
MSU + Bort. 1uM 89.8 10

MSU + Bort. SuM 93.6 6.3

THP (Ko-Kiiltiir Kont.) 91.2 4.8

THP + MSU(+) 93.4 6.6

HUVEC + THP | THP + MSU(+) Bort. 0.05uM 86.8 13
(Ko-Kiiltiir) THP + MSU(+) Bort. 0.1puM 90 9.7
THP + MSU(+) Bort. 1uM 89.8 10

THP + MSU(+) Bort. 5uM 95.8 4

Sekil 4.14 ve Tablo 4.7°de goriildiigii gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 0.05uM,
MSU + Bort. 0.1uM, MSU + Bort. 1uM ve MSU + Bort. 5uM uygulanan HUVEC
hiicrelerinde TNF-a seviyeleri sirasiyla; %8.8, 15.2, 13.1, 4.2, 10 ve 6.3 olarak; HUVEC
ve THP-1 kokiiltlir gruplarinda ise %4.8, 6.6, 13, 9.7, 10 ve 4 olarak bulunmustur.

HUVEC hiicrelerinde hem tekli hem de kokiiltiir gruplarinda (SuM Bortezomib
grubu hari¢) TNF-a diizeyinin kontrole gore attifi gorilmiistir. HUVEC kokiiltiir
gruplarinda, tekli HUVEC gruplarina gére TNF-a seviyelerinin artig oraninin daha az
oldugu goriilmektedir.

Onceki ¢aligmalar, proteazom inhibisyonunun, endotel hiicrelerinde TNF-a
kaynakli adezyon molekiillerinin in vitro aktivasyonunu baskilayabildigini gostermistir
(Ludwig vd., 2009). Akis sitometrisi analizi ile A549 akciger kanseri hiicrelerinde yapilan
bir calismada bortezomibin TNF-a seviyelerini artirtigi goriilmiistiir (Ozturk vd., 2021).
Bortezomib tedavisinden sonra serum TNF-a degerleri enfeksiyon olmayan grupta

anlaml diizeyde azaldig1 gosterilmistir (Liu vd., 2021).
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4.9.2. MSU inflamasyon ortaminda bortezomibin HUVEC hiicrelerinde IL-1

diizeyleri

Inflamasyon belirteclerinden IL-1B’nin 6l¢iimii igin HUVEC hiicrelerinin tekli ve

(THP-1 ile) ko-kiiltiir gruplarinda IL-1B protokolii uygulandiktan sonra akis sitometri

cihazinda (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmistir (Sekil 4.15 ve Tablo 4.8).
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Sekil 4. 15. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, farkli konsantrasyonlarda

bortezomib uygulamasi ile \L-1§ seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi
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Tablo 4. 8. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, akis sitometri yontemi ile

bortezomibin farkli konsantrasyonlarda uygulamast sonucu belirlenen 1L-1p seviyeleri

% Degerleri
Hﬁzrrial;;i:tﬁr Deney grubu
IL-1p Negatif (%) | IL-1p Pozitif (%0)
HUVEC (Kont.) 95.1 4.7
MSU(+) 91 8.8
MSU + Bort. 0.05uM 92 7.9
HUVEC MSU + Bort. 0.1uM 86 13.9
MSU + Bort. 1pM 87.2 12.7
MSU + Bort. SuM 94.8 5.1
THP (Ko-Kiiltiir Kont.) 82.2 17.6
THP + MSU(+) 77.1 22.8
HUVEC + THP | THP + MSU(+) Bort. 0.05uM 78.4 21.3
(Ko-Kiiltiir) THP + MSU(+) Bort. 0.1uM 78.4 21.5
THP + MSU(+) Bort. 1uM 82 17.9
THP + MSU(+) Bort. 5pM 93.9 5.9

Sekil 4.15 ve Tablo 4.8’de goriildiigii gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 0.05uM,
MSU + Bort. 0.1uM, MSU + Bort. 1uM ve MSU + Bort. 5uM gruplarindaki IL-1f3
seviyeleri sirastyla HUVEC hiicrelerinde; %4.7, 8.8, 7.9, 13.9, 12.7 ve 5.1 olarak;
HUVEC ve THP-1 kokiiltlir gruplarinda ise %17.6, 22.8, 21.3, 21.5, 17.9 ve 5.9 olarak
analiz edilmistir.

HUVEC kokiiltir modelinde bortezomib uygulanan gruplarda bortezomibin
konsantrasyon artis1 ile IL-1B dilizeyinde azalma gostermektedir. Bortezomib
konsantrasyon artis1 ile IL-1p diizeyinde azalma paralellik gostermektedir.

Bortezomib ile yapilan bir ¢alismada, J774A.1 hiicrelerinde ve kemik iliginden
tiretilen makrofajlarda IL-1p salgilamasini inhibe ettigi tespit edilmistir (Chen vd.,
2022). A549 hiicrelerinin makrofajla (M1, M2a ve M2c) ko-kiiltiiriinde yapilan bir
aragtirmada bortezomibin IL-1B seviyelerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(Engiir Oztiirk, 2020. Bortezomin M0 makrofajlariyla birlikte kiiltiirlenen hiicrelerde IL-
1B sitokin seviyelerini yaklasik 20 kat arttirdigini gosteren bir ¢alisma da mevcuttur

(Ozturk vd., 2021).
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4.9.3. MSU inflamasyon ortaminda bortezomibin HUVEC hiicrelerinde IL-6
diizeyleri

Inflamasyon belirteclerinden I1L-6"nin 8l¢iimii i¢in HUVEC hiicrelerinin tekli ve
ko-kiiltiir (THP-1 hiicreleri ile) gruplarinda IL-6 protokolii uygulandiktan sonra akis
sitometri cihazinda (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 4.16 ve

Tablo 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4. 16. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, farkli konsantrasyonlarda

bortezomib uygulamasi ile IL-6 seviyelerinin akig sitometri yontemi ile belirlenmesi
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Tablo 4. 9. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, farkli konsantrasyonlarda

bortezomib uygulamasi ile |L-6 seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi

% Degerleri
Hiicre kiiltiir
Deney grubu
ortami . -
IL-6 Negatif (-) IL-6 Pozitif (+)
HUVEC (Kont.) 96.8 3.2
MSU(+) 84.6 15.3
MSU + Bort. 0.05pM 86.7 13.2
HUVEC
MSU + Bort. 0.1pM 87.4 12.6
MSU + Bort. 1pM 79.1 20.5
MSU + Bort. SuM 93 7
THP (Ko-Kiiltiir Kont.) 78.8 21.2
THP + MSU(+) 71.1 28.9
HUVEC + THP | THP + MSU(+) Bort. 0.05uM 72.2 27.8
(Ko-Kiiltiir) THP + MSU(+) Bort. 0.1pM 81 18.9
THP + MSU(+) Bort. 1uM 76.7 23.3
THP + MSU(+) Bort. SuM 88.6 11.3

Sekil 4.16 ve Tablo 4.9’da goriildiigi gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 0.05uM,
MSU + Bort. 0.1uM, MSU + Bort. 1uM ve MSU + Bort. SuM gruplarindaki 1L-6
seviyelerinin artis yiizdeleri sirastyla HUVEC hiicrelerinde; %3.2, 15.3, 13.2, 12.6, 20.5
ve 7 olarak; HUVEC kokiiltiir gruplarinda ise %21.2, 28.9, 27.8, 18.9, 23.3 ve 11.3 olarak
analiz edilmistir. Kontrol, MSU(+), MSU + Bort. 0.05uM, MSU + Bort. 0.1uM, MSU +
Bort. 1uM ve MSU + Bort. 5uM gruplarindaki IL-6 seviyelerinin azalma yiizdeleri
sirastyla HUVEC hiicrelerinde; %96.8, 84.6, 86.7, 87.4, 79.1 ve 93 olarak; HUVEC ve
THP-1 kokiiltiir gruplarinda ise %78.8, 71.1, 72.2, 81, 76.7 ve 88.6 olarak analiz
edilmistir.

HUVEC tekli hiicre ortaminda sadece bortezomibin 1uM uygulanan grubunda IL-
6 diizeyi kontrole gore artmis olup, diger tiim bortezomib uygulanan gruplarda ise MSU
kontrol gruplarina gére azalma goriilmustiir. Caligmamizi destekler nitelikteki daha dnce
yapilan aragtirmalarda proteazom inhibitdrlerinin (Hayashi vd., 2003) ve bortezomibin
(Roccaro vd., 2006) MM hiicrelerinde IL-6'nin yukari regiilasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir. A549 hiicrelerinde THP-1 kokiiltiir modelinde yapilan bir ¢alismada hem
2D hem de 3D kiiltiirlerde IL-6 seviyelerinin yiikseldigi goriilmistiir (Ozturk vd., 2021).
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4.9.4. MSU inflamasyon ortaminda bortezomibin HUVEC hiicrelerinde IL-8

diizeyleri

Inflamasyon belirteglerinden IL-8’in 8l¢iimii igin HUVEC hiicrelerinin tekli ve ko-

kiltir (THP-1 hiicreleri ile) gruplarinda IL-8 protokolii uygulandiktan sonra akis

sitometri cihazinda (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.17. ve Tablo 4.10°da verilmistir.

AD11-Kntrl HUVEC LPS-NEG TNF
Gate: [Mo Gating]

16,777,215

R1
7 9.9%

S5C-A
5,000,000 10,000,000

T T T
o £000.000 10,000,000 16,777 215
FSC-&

HUVEC (Kont.)

D01 1-Kontrol HUVES NEG IL-8
o Gate: (R1 in all)

o0l 07|
0% 1l

=1

MSU (+)

I

D07 7-Kontrol HUVEC POZ IL-8
Gate: (R1in all)

01-LL o
0% 0

=T

GI1-LF

e i

wl Wl W

ILg-A

MSU + Bort. 0.05pM

D1212-HUWEC M B 0.051L-2
o _Gate: (R1in all}
-UL Q1-LIR]
0.0%

Q1-LR)

Elms T T
R
ILEA

MSU + Bort. 0.1uM

D11 11-HUWEC M B 0.1 IL-2
ate: (R1inall}

21-LR)

P "
ILEA

MSU + Bort. 1pM

D1010-HUYECME 1L 8
Gate: (R1inally

1-UL @1-UR|
0% 0.0%

@1-LR

MSU + Bort. 5SpM

D03 8-HUVEC M BS IL-3

= Gate: (R1inall)

W

-
1

THP (Ko-Kiiltiir
Kont.)
D02 8-HUWEC LM Kaontral IL-2

o Gate: (R1in ally
= -UL Q1-UR)
0.0%

Q1-LR)

P
W W

ILga

THP + MSU (+)

D02 2-Kontrol HUVEC POZ IL-8

o Gate: (R1 inally
=m0f-LL
0.0%
]
%
<
s

Q1-LF)
4%

wl ol

P "
ILEA

0.05pM

D06 B-HUVEC LM B 0.05I1L-8

Gate: (R1in ally

[o1-UL Q
% 0

THP + MSU (+) Bort.

THP + MSU (+) Bort.
0.1pM

D05 5-HUWEC LMEBD IL-8
Gate: (R1 in all)

o0l o
0% 1l

2

W

=1

5
%
%

x
3

THP + MSU (+) Bort.

1pM

D04 4&-HUVEC LME 1 IL-8

=~ Gate: (R1in all)

"% Jar-uL O1-UH]
S0.0% 0.0%
R
I
<
dad
]
4 Q1-LF
- 1810 I 90%
El

woowd Wt W W
IL-8-A

THP + MSU (+) Bort.

D03 3- HUWEC L MBS IL-8
o Gate: (R1in all)
Fanl-UL @1-UR|
0% f.0%
Sy
+4
E
@1-LR]

L8

Sekil 4. 17. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortanunda, farkli konsantrasyonlarda

bortezomib uygulamasi ile 1L-8 seviyelerinin akig sitometri yontemi ile belirlenmesi
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Tablo 4. 10. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, akis sitometri yontemi ile

bortezomibin farkli konsantrasyonlarda uygulamast sonucu belirlenen 1L-8 seviyelerinin

gosterilmesi
% Degerleri
Hiicre kiiltiir
Deney grubu
ortam
IL-8 Negatif (-) IL-8 Pozitif (+)
HUVEC (Kont.) 96.8 3.2
MSU(+) 91.2 8.7
MSU + Bort. 0.05pM 88.6 11.3
HUVEC
MSU + Bort. 0.1pM 91.2 8.8
MSU + Bort. 1pM 90.8 9.2
MSU + Bort. 5pM 94 6
THP (Ko-Kiiltiir Kont.) 79.6 20.4
THP + MSU(+) 79.6 20.4
HUVEC + THP | THP + MSU(+) Bort. 0.05uM 75 25
(Ko-Kiiltiir) THP + MSU(+) Bort. 0.1pM 89 11
THP + MSU(+) Bort. 1uM 81 19
THP + MSU(+) Bort. 5pM 93.2 6.8

Sekil 4.17 ve Tablo 4.10’da goriildiigii gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort.
0.05uM, MSU + Bort. 0.1uM, MSU + Bort. 1uM ve MSU + Bort. 5uM gruplarindaki
IL-8 seviyeleri sirastyla HUVEC hiicrelerinde; %3.2, 8.7, 11.3, 8.8, 9.2 ve 6 olarak;
HUVEC ve THP-1 kokiiltiir gruplarinda ise %20.4, 20.4, 25, 11, 19 ve 6.8 olarak
belirlenmistir. Ozellikle HUVEC 2D ve kokiiltiir ortaminda 5uM bortezomib uygulanan
gruplarda, IL-8 diizeylerinde kontrol gruplarina gére olduk¢a azalma meydana
getirmistir.

Sonuglarimizla uyumlu bir sekilde Ozturk ve arkadaslarinin (2021) yaptig1 bir
calismada bortezomib, kokiiltiir gruplarinda hem 2D hem de 3D kiiltiirlerde IL-8

seviyesini 1.5 kat azaltmistir.
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4.9.5. MSU inflamasyon ortaminda bortezomibin HUVEC hiicrelerinde IL-10
diizeyleri

Antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10’un 6l¢timii i¢in HUVEC hiicrelerinin tekli
ve ko-kiiltiir (THP-1 hiicreleri ile) gruplarinda IL-10 protokolii uygulandiktan sonra akis

sitometri cihazinda (BD Accuri C6) okutularak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.18 ve Tablo 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4. 18. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, farkli konsantrasyonlarda

bortezomib uygulamasi ile 1L-10 seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi




Tablo 4. 11. HUVEC tekli ve ko-kiiltiir (HUVEC ile THP-1) ortaminda, akis sitometri yontemi ile

bortezomibin farkli konsantrasyonlarda uygulamast sonucu belirlenen 1L-10 seviyelerinin

gosterilmesi
% Degerleri
Hiicre Kkiiltiir
ortam Deney grubu
IL-10 Negatif (-) IL-10 Pozitif (+)

HUVEC (Kont.) 94 4.9
MSU(+) 88.9 11
MSU + Bort. 0.05pM 86.7 13.2

HUVEC
MSU + Bort. 0.1pM 88.1 11.9
MSU + Bort. 1uM 87.6 124
MSU + Bort. 5pM 90.5 9.1
THP (Ko-Kiiltiir Kont.) 75.8 241
THP + MSU(+) 77.8 22.2

HUVEC + THP THP + MSU(+) Bort. 0.05uM 71.3 28.6

THP + MSU(+) Bort. 1uM 85.2 14.8
THP + MSU(+) Bort. 5uM 91.2 8.8

Sekil 4.18 ve Tablo 4.11°de goriildiigii gibi kontrol, MSU(+), MSU + Bort.
0.05uM, MSU + Bort. 0.1uM, MSU + Bort. 1uM ve MSU + Bort. SuM gruplarindaki
IL-10 seviyeleri sirastyla HUVEC hiicrelerinde; %5.9, 11, 13.2, 11.9, 12.4 ve 9.1 olarak;
HUVEC ve THP-1 kokiiltiir gruplarinda ise % 24.1, 22.2, 28.6, 13.6, 14.8 ve 8.8 olarak
analiz edilmistir. Ozellikle hem HUVEC tekli ortamda hem de kokiiltiir ortaminda,
kontrol gruplarina goére en yiiksek IL-10 seviyesi 0,05 uM bortezomib uygulanan
gruplarda goriilmistiir.

Liu ve arkadaglarinin (2021) bortezomibin inflamasyon ve immiin lenfositler
tizerindeki etkisini inceledigi bir aragtirmada, bortezomib tedavisinden sonra saglikli
gruplarda serum IL-10 diizeylerinin 6nemli dlgiide arttig1 bildirilmistir. Calismamizda

benzer sekilde IL-10 seviyesinde artig goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

Gut hastalig1 metabolik bir hastalik olup toplumun yaglanmasi ve hareketsiz yasam
tarzinin artmasi ile birlikte siklig1 artmaktadir. Gut, siddetli eklem iltihab1 ile karakterize,
artropatiye ve ciddi agriya neden olan otoinflamatuar bir hastaliktir. Yiiksek kan iirik asit
diizeylerine (hiperiirisemi) ve MSU kristallerinin eklemlerde birikmesine yol acan
metabolik bozukluklarla giiglii bir sekilde iliskilidir (Limon, 2022; Talbott, 1940).

Klinik olarak gut ve psédogut, eklemlerde 6dem ve eritem ve de buna bagl olarak
siddetli agri1, intraartikiiler ve periartikiiler bosluklarda giiclii nétrofil infiltrasyonuyla
iligkili durumlar ile alakalidir (Choy vd., 2015, Martinon vd., 2006). MSU, in vitro
NLRP3 inflamatuarinin giiglii bir aktivatoridiir (Martinon vd., 2006 ) ve MSU'ya bagimli
notrofil alimi, in vivo ASC adaptoriine, kaspaz-1 ve IL-1R'ye baghdir (Martinon vd.,
2006; Liu vd., 2019). Patojenik kristal aracili IL-1B olgunlagsmasinin inflamazom
bilesenleri olan NLRP3, ASC ve kaspaz-1 gerektirdigine dair bulgularina dayanarak, hem
gut hem de psddogut etiyolojik ajanlarinin (yani MSU ve CPPD) inflamazoma bagimli
bir sekilde inflamasyona aracilik ettigi one siiriilmektedir (Choy vd., 2015, Martinon vd.,
2006). Son caligmalar MSU'ya bagli eklem iltihabinin altinda yatan mekanizmalari
aydinlatmaktadir. NLRP3 inflamazomunun in vitro asamalarindaki ve inflamazom
bilesenlerindeki etkisinden dolayi, ¢alismamizda kristal (MSU) kaynakli inflamasyon
olusturarak gut modellemesi yapilmistir.

Damar duvarlarinin metabolik dengesini (homeostasis) ve normal dolagim islevini
korumak icin endotel hiicrelerin yapisal ve islevsel biitiinliigli cok biiyiilk 6nem
tasimaktadir (Kumar vd., 2005). Endotel ve inflamasyon arasindaki iligki literatiirde 1yi
bilinmektedir (Sun vd., 2020). Endotelyum kanda bulunan makro molekiillere kars1 secici
bir bariyer olusturur ve bu bariyerin hasara ugramasi inflamasyon patogenezi ve
arterioskleroz tiirii hastaliklar ile birlikte gortiliir (Ulus, 2006). Bir dizit NLRP3'lin hastalik
iliskileri, inflamatuar hastaliklarda gelecekteki arastirmalar i¢in 6nemli rolleri ortaya
koymaktadir (Liu vd., 2019; Schett vd., 2016). Vaskiiler endotel hiicrelerinde NLRP3
inflamazomunun aktivasyonu endotel disfonksiyonuna yol agar ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimine katkida bulunur (Yin vd., 2019). Son ¢alismalarda, THP-1 hiicre
hattinin, hiicrelerin hem aktif hem de dinlenme kosullarinda bilesiklerin immiin modiile
edici etkilerini arastirmak/tahmin etmek i¢in bir model olarak benzersiz 6zelliklere sahip
oldugu sonucuna varmaktadir (Chanput vd., 2014). THP-1 hiicrelerinin, ilaglarin aracilik

ettigi inflamatuar yanitlar1 incelemek igin yararli oldugu ileri siirtilmiistiir (Mizuno vd., —
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—2011). THP-1 hiicre hattinin, monosit ve makrofaj fonksiyonlarini/yanitlarini, makrofaj
farklilagsmasin1 ve ¢evredeki ortamdaki dis uyaranlarin olasi etkilerini incelemek igin
basitlestirilmis, uygun ve giivenilir bir modeli temsil ettigi bilinmektedir (Chanput vd.,
2014). Yapilan literatiir taramalar1 degerlendirilerek tez ¢alismamizda NLRP3
inflamasyonuna bagli monosit ve endotelde bortezomibin etkilerinin arastirilmasi;
inflamatuar hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavisi i¢in farkli agilardan katki saglayacaktir.

NLRP3 inflamazom aktivasyonu doku inflamatuar yanitimi tetikler ve bdylece
cesitli inflamatuar hastaliklarin gelisiminde énemli bir rol oynar (Chen,vd., 2019; Yang
vd., 2019). Inflamazom aktivasyonu ve ardindan inflamatuar sitokin salgilanmasi, ¢oklu
uyaranlara kars1 dogustan gelen bagisiklik savunmasi i¢in gereklidir ve adaptif bagisiklik
yanitlarinin bir baglantis1 olarak kabul edilir (Yang vd., 2019). Son yillarda, 6zellikle
NLRP3 inflamazomunun metabolik yeniden programlama altindaki aktivitesiyle ilgili
olarak, inflamazom aktivasyonunun metabolik diizenlenmesine iligkin bir¢ok ¢alisma
ortaya ¢cikmistir (Yang vd., 2019). Bu ¢ercevede calismamizda NLRP3 inflamazom
aktivasyonu ile ilisikli parametreleri in vitro olarak incelemek amaciyla hiicre kiiltiirt
modelini kullandik.

Epidemiyolojik c¢aligmalar hiperiirisemi ile aterosklerotik vaskiiler hastaliklar
arasindaki giiclii iliskiye deginmistir (Liang vd., 2015). Onceki ¢alismalar, yiiksek bir UA
konsantrasyonunun, insan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve HUVEC'lerde C-reaktif
protein (CRP) iiretimini indiikledigini ve CRP'nin artmasi plak olusumunda ve
kardiyovaskiiler morbiditede aktif olarak yer alabileceginden bahsetmislerdir (Kang vd.,
2005). Bagka bir in vitro ¢alisma, UA'nin NF-kB ve mitojenle aktive olan protein kinaz
sinyal molekiillerini aktive ederek vaskiiler diiz kas hiicrelerinde MCP-1 artisin
uyardigini 6ne siirmiistiir (Kanellis vd., 2005). Sitokinlerin, kemokinlerin ve biiyiime
faktorlerinin salinmasi ile karakterize edilen endotel disfonksiyonu, kan damarlarindaki
inflamasyonun desteklenmesinde Onemli bir rol oynar (Sun vd., 2020). Liang ve
arkadaslar1 (2015) UA, NF-kB'nin aktivasyonu yoluyla kismen monosit-endotel hiicre
etkilesimlerini destekledigini ve bu nedenle vaskiiler endotel yaralanmalarina ve
ateroskleroz gelisimine aracilik edebilecegini bildirmislerdir. Yiiksek bir UA
konsantrasyonunun dogrudan vaskiiler endotel iizerinde olumsuz etkiler yarattigim
bildirmiglerdir. Bu aragtirmalarda da oldugu gibi tez calismamizda MSU araciligiyla
HUVEC hiicrelerinde inflamasyon olusturmustur. THP-1 hiicrelerinde MSU kristalleri

aracilt inflamatuar etkiyi arastirmak icin 6 kuyucuklu plakada inflamasyon deneyleri
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gercgeklestirilmis ve LPS (100 ng/ml) sonuglart ile karsilagtirilarak MSU’nun inflamasyon
etkili konsantrasyonu, deneylerde kullanilmak {izere belirlenmistir. Ilerleyen
deneylerdein vitro Gut modeli olusturmak i¢in 200 pg/ml MSU konsantrasyonunun THP-
1 monosit hiicrelerine uygulanmasinin uygun oldugu goriilmiistiir.

Gut artriti tedavisi i¢in hedefe yonelik ajanlarin kullanimi, giivenilir terapdtik
hedeflerin bulunmamasi nedeniyle gecikmis ve zorlayicit olmustur (Liu vd., 2023). MSU
kristalleri tarafindan aktive edilen NLRP3 inflamazomu, gut artritinin baslatilmasi ve
ilerlemesi ile 6zellikle ilgilidir ve bu nedenle ileriye doniik bir teshis biyobelirteci ve
terapotik hedefi temsil edebilir. NLRP3 inflamatuarinin aktivasyonunun farmakolojik
inhibisyonu da gut artriti tedavisi i¢in umut verici bir yol olabilir (Liu vd., 2023). Bu
acidan c¢alismamizda gut artritinin tedavisine yonelik inceleme yapilmasi tezimize
Ozglinliik katmaktadir.

MSU kristallerinin, in vitro olarak THP-1 hiicresinde ve insan monositlerinde
NLRP3 inflamatuarimi aktive ettigi bulunmustur (Chu vd., 2017) . THP-1 hiicrelerinin
monosit veya makrofaj durumundaki yanitlarinin tek bir hiicre tipi olarak incelenmesinin
yani sira, bu hiicre modeli, adipositler, T-lenfositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri vb. gibi
diger hiicrelerle ortak kiiltiir sisteminde kullanilmistir (Chanput vd., 2014). MSU
kristalinin neden oldugu patolojik olaylar, dncelikle insan monositlerinde veya aktive
edilmis THP-1 makrofajlarda incelenmistir. Calismalarin ¢ogu, pro-IL-1 iiretmek i¢in
PMA ile farklilastirilmis THP-1 hiicrelerini kullanmistir (Chung vd., 2016; Zhang vd.,
2014; Singh vd., 2019). Literatiirede THP-1 hiicrelerinin MSU kaynakl1 inflamasyon ile
iliskisini inceleyen bazi arastirmalar olmasina ragmen calismamiz MSU kaynakl
inflamasyon {izerinden HUVEC hiicreleri ve THP-1 monosit hiicrelerinin ko-
kiiltiirlerinin kullanildig ilk ¢alismadir.

Yiiksek UA seviyelerinin arteriyoloskleroz, ateroskleroz veya hipertansif organ
hasarinin gelisimini ve ilerlemesini buna bagli olarak endotel fonksiyonu tizerinde zararl
bir etki olusturacagi one siiriilmiistiir. Son zamanlarda, hiperiirisemik deneklerde UA’in
arter duvar tlizerinde olumsuz etkisi oldugu gosterilmistir (Mercuro vd., 2004). Aym
zamanda MSU kristallerinin, THP-1 hiicresinde ve insan monositlerinde NLRP3
inflamatuarini aktive ettigi birka¢ in vitro ¢alisma (Martinon vd., 2006) bulunmasina
ragmen monositlerde MSU kristallerinin neden oldugu inflamasyon modeli nadiren rapor
edilmis olup gut inflamasyonunun THP-1 ile damar endotelindeki etkisinin

degerlendirildigi literatlir bilgisinin oldukca kisitli sayida oldugu gozlenmistir. Gut
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inflamasyonunda THP-1 ve HUVEC hiicreleri ile kokiiltiir ortami olusturularak
gerceklestirilmesi ¢calismamizi degerli kilmaktadir.

Eklemlerde ve yumusak dokularda monosodyum iirat (MSU) kristallerinin
birikmesi, gut hastalarinda gozlenen akut semptomlarin ¢ogunu ortaya ¢ikaran
inflamatuar bir yaniti tetikler. Bu mikrokristaller, basli bagina bir inflamatuar reaksiyonu
baslatabilen bir yol olan NLRP3 inflamazomu gibi dogustan gelen bagisiklik yollarinin
aktivasyonunu  tesvik eder. Inflamatuar aktivasyon iizerine, —makrofajlar  ve
muhtemelen noétrofiller dahil olmak tizere bagisiklik hiicreleri, gutta inflamasyonun
anahtar aracist oldugu gosterilen pleiotropik bir sitokin olanIL-1B'nin salinmasini tetikler
(Akdogan ve Yontem, 2018). MSU kristallerinin inflamatuar toplanmay1 tesvik ettigi
mekanizmalarda bazi belirsizlikler hala mevcuttur. Bu nedenle, MSU Kkristallerinin
inflamasyonu tetiklemek icin inflamasyon aktivasyonunu nasil tesvik ettigini anlamak,
akut gut alevlenmelerinin tedavisi icin spesifik terapotik stratejilerin - yolunu
acabilir. Arastirmamiz inflamasyon olusturulmus gut modelinde, kemoterapoétik bir ajan
olan bortezomibin antiinflamatuar etkilerinin arastirildig: ilk ¢aligmadir.

Brook ve arkadaslar1 (2011) arastirmalar1 sonucunda c¢esitli KV risk faktorleri,
inflamasyon ve UA'daki artisa ragmen, gut hastalari normal endotel fonksiyonu
gosterdigi bildirilmistir. Ancak ilerleyen calismalarda iirik asidin vaskiiler endotel
hiicrelerine hasar verebilecegi bildirilmistir. Zhang ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar
calisma ile kan lipit profili degisiklikleri, lipid metabolizmasi bozuklugu ve damar
hastaliklar1 olan gut hastalarinda, hiperiiriseminin endotel hiicre hasarina yol agtigi
sonucuna varmislardir. Yine bir baska calismada Liang ve arkadaslar1 (2015) {irik asitin
oksidatif stres ve inflamasyon (NF-kB'nin aktivasyonu) yoluyla vaskiiler endotel
hiicrelerine zarar verebilecegi sonucuna ulasilmistir. Biz de ¢alismamizda gut modeli
olusturarak hiperiiriseminin endotel ilizerindeki inflamasyonunda bortezomibin olasi
immiinosiipressif etkisi ile endotel hiicrelerindeki etkilerini arastirmay1 hedefledik.

Bortezomib ile NLRP3 inflamatuar yol arasinda potansiyel bir iliski oldugunu
gosteren kanitlar da vardir. Bortezomib uygulamasi yapilan bir calismada (Liu vd., 2018),
NLRP3 ve fosforile edilmis sinyal donistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii-3 (STAT-3)
iceren NOD benzeri reseptor ailesi pirin alaninin ekspresyonunu énemli dlciide arttirdigi
bildirilmistir. Liu ve arkadaslarinin (2018) yaptigi bu ¢alisma ile bortezomibin NLRP3
promotdriinde histon asetilasyonunu destekledigini ve bunun da NLRP3 ifadesinin yukari

regiilasyonuna yol actig1 bulunmustur (Poli vd., 2020). Bu mekanizma, bortezomibin
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neden oldugu agrili néropati baglaminda gozlemlenmis olup bu baglamda bortezomibin
belirli durumlarda NLRP3 inflamatuar aktivasyonuna da katkida bulunabilecegini
diisiindiirmektedir. Bagka bir ¢calisma, bortezomib tedavisinin bir yan etkisi olarak agrili
noropatisi olan kanser hastalarinda NLRP3'lin asir1 eksprese edildigini bildirmistir
(Gritsenko vd., 2020). Bu asir1 ekspresyon, NLRP3 promotor bolgesindeki histon H3 ve
H4'in asetilasyonuna atfedilmis ve bu da bortezomib ile NLRP3 diizenlemesi arasindaki
baglantiy1 daha da desteklemistir. Bortezomibin 6ncelikle protein degradasyonu ve
hiicresel homeostazda 6nemli bir rol oynayan proteazoma karsi 6nleyici bilinmektedir
(Fennell wvd., 2007). Bununla birlikte bortezomibin, inflamatuar yanitlarin
diizenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB'ye kars1 da inhibitor
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Cull ve Rauh, 2017). Bortezomib ve diger
proteazom inhibitorlerinin  NLRP3 inflamatuar aktivasyonunu inhibe ederek
antiinflamatuar etkilere sahip oldugunu Chen ve arkadaslar1 (2022) bildirmistir.
Bortezomib dncelikli olarak bir proteazom inhibitdrii olarak taninirken, bortezomib ile
NLRP3 inflamasyonu arasinda potansiyel bir iliski oldugunu gdsteren yeni kanitlar ortaya
cikmasina ragmen mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiyag vardir. Bu iligkinin altinda yatan kesin mekanizmalari aydinlatmak ve bortezomib
tedavisi baglaminda NLRP3 inflamatuarini hedeflemenin terapotik sonuglarini
arastirmak adina calismamiz literatiire 151k tutacaktir.

Taskonak (2021) kanser hiicrelerinde yaptigi calismada MTT ile hiicre canlilik
analizlerini kullanmistir. (Kretowski ve arkadaslar1 (2014) saglikli insan deri fibroblast
hiicre hattinin (CRL1474) canlilig1 iizerinde bortezomibin etkilerini aragtirmistir. Artan
bortezomib dozlar1 (25 nmol/l ile 1000 nmol/l arasinda) ile 12, 24 ve 48. saatlerde
bortezomibin hiicre proliferasyonuna olan etkileri MTT yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Hiicrelerin canliliginda zamana ve bortezomibin dozuna bagli olarak
bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Bortezomibin 1000 nmol/l dozunda hiicre
canliligin1 6nemli miktarda azalttigi goriilmiistiir. Benzer sekilde arastirmamizda
HUVEC ve THP-1 hiicrelerinde MTT testi uygulanarak bortezomibin farkl
konsantrasyonlari (0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM ve 10 uM) 24 ve 48 saatlik inhibisyonlar
sonunda hiicre proliferasyonu ve canlilig1 iizerinde zamana ve konsantrasyona bagl bir
azalma goriilmiistiir.

Yapilan bir ¢aligmada, THP-1 hiicrelerinde bortezomibin 0-1000 nM doz araliginda

uygulmasi ile kontrole gore hiicre canliliginin %80’in altina diismedigi bildirilmistir
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(Choy vd., 2015). Yapilan baska bir hiicre canliligini belirleme ¢alismasinda ise 50 nM
bortezomib konsantrasyonunun hiicre canliligini %50°nin altina indirmedigi bildirilmistir
(Chuvd., 2017). Ayrica bir bagka ¢alismada, hiicre canliligit MTT yontemi ile belirlenmis
ve bortezomibin 400 nM (0.4 uM) dozu uygulanan (4 saatlik inkiibasyon) primer monosit
hiicrelerinde canliligin kontrole gore yaklasik yiizde 50’nin altina diistiigii ve ICso
degerinin 274.0 &+ 3.6 nM oldugu aktarilmistir (Liu vd., 2019). Tez ¢alismamizda HUVEC
ve THP-1 hiicrelerinde MTT testi uygulayarak bortezomibin farkli konsantrasyonlarinin
(0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM ve 10 uM) 24 ve 48 saatlik periyodlardaki hiicre canlilig1 iizerine
etkisini inceledik. THP-1 hiicrelerinde hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon siirelerinde
bortezomibin hiicre canliligini %50’nin altina distirmedigi tespit edilmistir. Benzer
sekilde HUVEC hiicrelerinde de hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon siirelerinde
bortezomibin hiicre canliligini %50°nin altina diisiirmedigi goriilmiistiir. Ancakhem
THP-1 hem de HUVEC hiicrelerinde bortezomibin sitotoksik etkilerinin konsantrasyon
ve inkiibasyon siiresinin artisina bagli olarak artmis oldugu belirlenmistir. HUVEC ve
THP-1 kokiiltiiriinde bortezomibin 24. saatte ICsop konsantrasyonu 127nM olarak
belirlenmistir. Benzer sekilde bizim MTT sonuglarimiz bu sonuglar ile paralellik
gostermektedir.

MSU kristalleri tarafindan uyarilan makrofajlar, sonugta lizozomal zarin
yirtilmasina yol acan zar hasarina neden olur ve bu da proteinleri, glikozaminoglikanlari,
niikleik asitleri ve lipidleri pargalayabilen lizozomal enzimlerin salinmasina neden
olur. inflamasyon sirasinda, ¢esitli hiicre tiplerinin, 6zellikle makrofajlarin ve
notrofillerin, dogrudan serbest radikaller iiretebildigi, bunun da nihai olarak lipid
peroksidasyonuna yol actifi ve oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
yoluyla antioksidan statiisiinii bozdugu 1iyi bilinmektedir. Serbest radikaller,
proinflamatuar sitokinlerin indiiksiyonuna yol acan sinyal mekanizmasini diizenleyen
kritik bir belirleyicidir (Dhanasekar vd., 2015). MSU kristallerinin bagisiklik sistemi igin
bir tehlike sinyali olarak hareket ettigi ve inflamazom aktivasyonunu uyardig
gosterilmistir (Martinon vd., 2006).

Calismamizda HUVEC hiicrelerinin THP-1 hiicreleri ile ko-kiiltiirde kullanilan E-
plate insert plaka ile aym kiiltiir ortaminda bulunmasi ve proliferasyonunun gercek
zamanl olarak ol¢iimleri ile sonuglarimiz oldukga hassas olarak belirlenmistir. Gergek
zamanli analiz sisteminde Xcelligence cihazinda HUVEC ve THP-1 hiicre ko-

kiiltiirlerinde bortezomibin antiproliferatif etkileri ilk defa bu tez calismasinda incelenmis
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ve inflamasyon ortaminda bortezomibin hiicre proliferasyonunu konsantrasyona ve
zamana bagli olarak azalttigi belirlenmistir. Onceki arastirmalar da (Podar vd., 2004;
Tamura vd., 2010) bortezomibin antianjiyogenik aktivitesinde dnemli rolii olan vaskiiler
endotel hiicreleri ilizerinde dogrudan negatif proliferatif etkilerinden bahsedilmistir.
Yapilan bir aragtirmada Colo320HSR, HT 29 ve DLD1 kolon kanseri hiicre hatlarinda
bortezomibin 5, 10, 20 nM dozlart uygulanmig ve 24 saatlik inkiibasyonu sonunda, hiicre
proliferasyonlarinin bortezomib ile anlamh diizeyde azaldigi bildirilmistir. Bu etkinin
bortezomibin proteazom inhibisyonundan kaynaklanan hiicre i¢i ROS iiretiminin
artmastyla iligkili olarak hiicre dongiisiinii durdurarak antikanser aktivite gdsterdigini
aciklanmistir (Hong vd., 2012). Tim bu veriler tezimizde ulasilan bortezomibin
antiptoliferatif etkinligini kanitlamaktadir.

Farkli doku ve organlardan koken alan hiicrelerin metabolizma hizlari,
detoksifikasyon yetenekleri, oksidatif strese dayanikliliklari ve yasam stireleri birbirinden
farklidir (Kismali ve Sel, 2012). Endotel hiicrelerinin apoptozu ve iltihabi, oksidatif stres,
hipoksi, anjiyotensin Il, oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL’ler) ve
yiiksek glikoz dahil olmak {izere c¢esitli uyarilar tarafindan indiiklenebilen endotelyal
disfonksiyonun ana biyokimyasal 6zellikleridir (Chen vd., 2021). Calismamizda RTCA
DP yontemi kullanilarak 16 kuyucuklu plakalarda (CIM-plate) migrasyon deneyi ve Oris
hiicre migrasyon deneyi ile HUVEC hiicrelerinin hiicre go¢ii (migrasyonu) incelenmistir.
Oris ve RTCA DP sistemi CIM-plate migrasyon deneyi sonuglarimiz birbirine paralellik
gostermis olup bortezomib konsantrasyonlarinda HUVEC hiicrelerinin migrasyonunu
azalmistir. Bortezomib HUVEC hiicrelerinde anti-migrasyon etki gostermistir.

Bortezomibin hiicre gogiine ve hiicre-hiicre etkilesimine etkisini incelemek icin
ayrica ¢izik (yara iyilesme) deneyi ile HUVEC hiicrelerinin migrasyon degisimleri
degerlendirilmistir. Bortezomib konsantrasyonlarinin artisina bagli olarak HUVEC
hiicrelerinin migrasyon yeteneklerinin azalarak yara olusturulan alanlarinin kapanmadigi
ve inflamasyonlu ortamda da HUVEC hiicrelerinde migrasyonu azalttigi izlenmistir.
Literatiirde ¢izik yara tahlilinin kullanildigi bir c¢alismada (Mehdizadeh vd., 2021)
bortezomibin hiicre go¢linii azalttigr bildirilmistir. Bortezomibin vaskiiler endotel
hiicrelerinin vaskiiler ge¢irgenligini artirdig1 béylece hiicre biiyiimesini giiclii bir sekilde
inhibe ettigi de aktarilmistir (Tamura vd., 2010).

K562 hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri arastiran Engiir ve

arkadaglar1 (2016) 24 ve 48 saat sonra 1 um bortezomibin etkilerinin bagladigini
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gozlemlemislerdir. Engiir ve Dikmen’in (2017) yaptig1 bir arastirmada MLN2238 ve
bortezomibin insan kolon adenokarsinom Caco-2 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif ve
apoptotik etkileri karsilastirilmali olarak arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore
bortezomib ve MLN2238, Caco-2 hiicrelerinde konsantrasyona ve zaman bagl énemli
apoptotik ve antiproliferatif etkiler gosterdigi bildirilmistir (Engiir ve Dikmen, 2017).
THP-1 ile olusturulmus kiiltiir modelinde A549 hiicrelerinde Annexin V-PI yontemi
kullanilan bir ¢alismada (Ozturk vd., 2021) akis sitometrisi analizi sonuglarina gore
bortezomibin apoptotik etkisi %41 olarak belirlenmistir. Calismamizda Annexin V-PI
yontemi ile bortezomibin toplam apoptotik etkisi (erken apoptoz + gec apoptoz) hem tekli
hemde ko-kiiltiir gruplarinda kontrol grubuna gore artis géstermis olup diger ¢caligmalarda
da oldugu gibi apoptotik etkinligi goriilmektedir.

NLRP3'lin aktivasyonuna yol acan kesin molekiiler olaylar belirsizligini
korumaktadir. ATP, bakteriyel ve fungal toksinler, mitokondriyal disfonksiyon, ROS
olusumu ve lizozomal hasar da dahil olmak {izere, ¢oklu molekiiler veya hiicresel
uyaranlarin NLRP3 inflamazomunu aktive ettigi gosterilmistir. NLRP3 uyaranlar1 ¢cogu
hiicrelerde ROS iiretimini indiikleyebilmektedir. Lizozomal NADPH oksidazin ROS
tiretiminin kaynagi oldugu diisiiniildiigiinden; ROS, NLRP3 inflamazom aktivasyonu i¢in
ortak bir sinyal olarak onerilmektedir. Kimyasal inhibitorlerle yapilan ¢aligmalarda
NAPDH oksidaz tarafindan {retilen sitozolik ROS’un, NLRP3 inflamazom
aktivasyonundan sorumlu ortak sinyal olarak disiiniilmektedir (Saker ve Polat,
2022). NLRP3 inflamasyonunun tam aktivasyonu hem bir hazirlama sinyali (LPS) hem
de bir aktivasyon sinyali (ATP) gerektirir (Hua vd., 2019). Cok sayida NLRP3
inflamatuar aktivatoriiniin ¢esitli hiicrelerde mitokondriyal ROS iiretimini tetikledigi
bilinmektedir (Jo vd., 2016). Akut yiiksek UA konsantrasyonlarinin HUVEC'de
mitokondriyal kalsiyum asir1 yiiklenmesine neden oldugu ve bunun da asir1 ROS
iretimine yol agabilecek mitokondriyal membran potansiyelinde 6nemli bir artisa yol
actig1 gosterilmistir (Arima, 2003). Asir1 hiicre i¢i ROS seviyeleri de apoptoza veya
nekroza neden olmaktadir (Kelley vd., 2019). JC-1 boyasi kullandigimiz yontemimizde
hem HUVEC hiicrelerinde hem de THP-1 ile kokiiltiir ortaminda bortezomib deney
gruplarinda, mitokondrial depolarizasyon seviyelerinde artis belirlenmistir.

Belloni ve arkadaslar1 (2010) yaptiklart calisma ile bortezomib uygulanan endotel
hiicrelerinde apoptozun indiikledigini gostermislerdir. Apoptozun en 6nemli gostergesi

olan Kaspaz-3 aktivasyon Ol¢iimiizde de HUVEC gruplarinda bortezomib dozlarinda
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kontrole gore daha yiiksek kaspaz-3 aktivasyon artist analiz edilmistir. Yaptigimiz tim
apoptoz deneyleri birbirlerine uyumlu olmakla beraber bortezomibin apoptotik etkisi
ortaya konmustur. Bortezomib, HUVEC hiicrelerinde, hiicre apoptozunu 6nemli 6l¢iide
arttirdi.

Yin ve arkadaglar1 (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada {irik asitin NLRP3 / IL-1B'y1
aktive ettigi ve in vitro ROS aktivasyonu ve K * akisi yoluyla vaskiiler endotelyal hiicre
hasarmi indiikledigi mekanizmalar1 arastirmak i¢in insan umbilikal ven endotel
hiicrelerini kullanmislardir ve bunlar1 in vivo olarak dogrulamiglardir. Bu ¢alismada, tirik
asitin HUVEC'lerde NLRP3 inflamazomunu aktive ettigini, IL-1B ve ICAM-1 dahil
olmak {izere bazi inflamasyon faktorlerinin seviyesini dnemli Ol¢lide artirabildigini
bulmuslar. Urik asit tarafindan indiiklenen IL-1B ve ICAM-1 artis1, muhtemelen vaskiiler
endotel hasarindan sorumludur. Farkli konsantrasyonlar1 ve farkli inkiibasyon stireleri ile
muamele edilen iirik asidin HUVEC’lerde IL-1B expresyonunu indiikledigini
belirlemiglerdir (Yin vd., 2019).

Deneysel bir artritin kronik fazi ayni zamanda IL-1, IL-6 ve nitrik oksit
metabolitleri gibi NF-kB'ye bagimli proinflamatuar faktorlerin serum seviyelerindeki
artisla da iliskilendirilmistir. Bu faktorlerin onemli Olgiide daha diisiikk seviyeleri
bulunmustur. Bortezomibin derin antiinflamatuar etkilerinin kismen NF-kB aktivitesinin
inhibisyonundan kaynaklandigi kavramini desteklemektedir (Elliott vd., 2003).

Inflamatuar faktdrlerin neden oldugu endotelyal hiicre hasarinin vaskiiler
hastaliklarm patogenezinde anahtar rol oynadig bildirilmistir. Onceki galismalar, NLRP3
inflamatuar aktivitesinin, lizozomal bozukluk dahil olmak iizere c¢esitli stresler
araciligiyla diizenlendigini ileri siirmektedir. Bir multiplrotein kompleksi olan NLRP3
inflamazom, kaspaz-1'i aktive edebilir ve IL-1p salgilanmasina yol agabilir. NLRP3
inflamazomunun aktivasyonu endotel disfonksiyonunun gelismesine yol agabilir ve
vaskiiler yaralanmayir daha da hizlandirir (Kismali ve Sel, 2012). Son arastirmalar,
NLRP3 inflamatuar iliskili otoinflamatuar hastaliktaki hiicre stresinin artisi, kan
monositlerinde IL-1p ve IL-18 seviyelerinin arttigin1 gostermistir (Jo vd., 2016; Carta
vd., 2015). MSU kristalinin neden oldugu NLRP3 inflamatuar aktivasyonuyla tutarli
olarak ¢aligsmalar, cesitli dokularda gutta yiiksek IL-18 seviyelerini bildirmektedir (Kliick
vd., 2021). Urik asit ile yapilan bir ¢alismada HUVEC'lerde IL-1B ve ICAM-1 dahil
olmak {izere bazi inflamasyon faktorlerinin seviyesini Onemli Olglide arttigini

bildirmislerdir. Ayni ¢aligsmada, iirik asitin HUVEC'lerde NLRP3 inflamazomunu aktive
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ettigini ve IL-1p, kaspaz-1 ve ICAM-1 ekspresyonunu arttirdigint géstermislerdir. Farkli
konsantrasyonlart1 ve farkli inkiibasyon siireleri ile muamele edilen iirik asidin
HUVEC’lerde IL-1B expresyonunu indiiklemistir (Yin vd., 2019). IL-1p, IL-18 ve NO,
cok sayida calisma tarafindan inflamasyonun temel aracilar1 olarak vurgulanmistir ve
otoimmiin hastaliklar ve diger inflamatuvar durumlarla iliskilendirilmistir (Kelley vd.,
2019). Bir hayvan calismasinda Hu ve arkadaslar1 (2008) iirik asit nefropatisi olan bir
sigan modelinde inflamatuar sitokinler IL-1B ve IL-18 diizeylerinde artis ve bobrek
hasarinda agirlasma gézlemlemistir. Yapilan bir klinik ¢alismada IL-1B ve IL-18'in
yilksek oranda eksprese edildigi bulunmustur (Hu vd., 2018). Bu sonuglar,
hiperiiriseminin neden oldugu bobrek hasarmin ortaya c¢ikmasinda ve gelismesinde
inflamatuar faktorlerin rol oynadigini ve hiperiirisemik nefropatinin onlenmesi ve
tedavisine yonelik ¢aligmalar icin yeni bir teorik temel sagladigin1 gostermektedir. IL-
1B'nin gutta bilinen kritik bir rolii olmasina ragmen, artan kanitlar diger IL-1 ailesi
tiyelerinin de hiperiirisemi ve gut alevlenmelerinin patogenezinde rol oynadigini
gostermektedir (Kliick vd., 2021). Cavalcanti ve arkadaglar1 (2016), gutta sitokin
diizeyleri lizerine yaptiklari caligmada IL-18 in gutun inflamatuar siirecine katildigini ve
tofiis ile deformitelerin varligi ile anlamli bir iligkisi oldugunu gostermislerdir. Yine ayni
calismada; gut deformiteleri olan tofiislii hastalarda IL-8 seviyesinin daha yiiksek
oldugunu ve buna bagli olarak hastaligin siddeti ile bir miktar iliskisi olabilecegini
belirtmislerdir. PMA ile HUVEC uyarilmasindan sonra siipernatantlarda endotel
hiicrelerinden salinan IL-8 miktarlarini inceleyen Cakiris (2012), PMA ile stimulasyonun
1. saatinde IL-8 seviyesinde bir artis gézlemlemezken 2.saatte yaklasik 4 katina ¢ikan bir
IL-8 artis1 gérmiistlir. Literatlir bilgileri ile benzer sekilde ¢alismamizda HUVEC
kokiiltiiriinde bortezomib uygulanan gruplarda bortezomib konsantrasyon artisi ile IL-1§
diizeyinde azalma goriilmistiir. IL-8 diizeylerinde de kontrol gruplarina gore oldukca
azalma meydana getirmistir.

Cavalcanti ve arkadaglar1 (2016), gutta sitokin diizeyleri iizerine yaptiklar
calismada IL-6’nin serum diizeyinin arttigini ve tofiis ile deformitelerin varligi ile anlaml
bir iligkisi oldugunu gostermislerdir. Barbaro ve arkadaslar1 (2015) hipertansif hastalarda
arteriyel sertlik ile IL-6, IL-1p ve CRP (ayrica IL-10 ve TNF) seviyeleri arasinda iliski
oldugunu agiklamiglardir. Jiang ve arkadaslar1 (2014) gut hastalarinda kontrollere kiyasla
CRP, IL-6 arasinda pozitif bir korelasyon tespit etmistir. Shang ve arkadaslarinin (2019)

caligmasinda; MSU kristalinin neden oldugu peritonit modelinde IL-33"in ekzojen
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uygulanmasi sonucunda IL-1p ile IL-6'da bir azalmaya ve ndtrofillerin toplanmasina yol
acarken, antiinflamatuar sitokin IL-10 arttig1 sonucuna ulagilmistir. (Shang vd., 2019).
Calismamizda benzer sekilde HUVEC tekli ortamda kontrole gore IL-10 seviyesinde
artig, bortezomib uygulanan gruplarda ise IL-6 seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Daha
once yapilan arastirmalarda proteazom inhibitorlerinin (Hayashi vd., 2003) ve
bortezomibin (Roccaro vd., 2006) MM hiicrelerinde IL-6'nin yukar1 regiilasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir.

TNF, tiimor nekroz faktor geni, TNF siiper familyasina ait makrofajlar tarafindan
salgilan ¢ok islevli bir proinflamatuvar sitokini kodlamaktadir. Bu sitokin; apoptoz, hiicre
¢ogalmasi, lipit metabolizmasi, pihtilagma ve hiicre farklilasmasi dahil oldukga genis bir
biyolojik siiresin diizenlenmesinde rol alir (Zer vd., 2007). Romatoid artrit, obezite,
neoplazmlar gibi bir¢ok hastalikta ekspresyonunun arttig1 belirlenmistir. Hiicresel olarak
Deoksiribo niikleik asit (DNA) hasar cevabi, ,akut inflamatuvar cevap, kalsiyum aracili
sinyal, hiicre aktivasyonu-¢ogalmasi-ekstravazasyon, sirkadiyen ritim, apoptotik siirec,
kortikal aktin hiicre iskelet organizasyonu, hiicre dis1 matris organizasyonu, bagisiklik
cevabi, 0liim indiikleyen sinyal kompleksi, savunma cevabi, MAPK kaskadi, endotel
hiicre apoptotik siireci, C-Jun N-terminal kinaz (JNK) kaskadi, transkripsiyonun negatif
regiilasyonu, mitotik hiicre dongiisiiniin negatif diizenlenmesi, sitokin regiilasyonu gibi
bircok 6nemli fizyolojik siirecte rol oynamaktadir (Banno vd., 2004; Gorgiili, 2019).
A549 akciger kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada bortezomibin TNF-a
seviyelerini artirtigi goriilmistir (Ozturk vd., 2021). TNF-a, anti-proliferasyon ve
apoptoz yollarinda Onemli islevleri oldugundan, TNF-a seviyeleri olclildii. Akis
sitometrisi verilerimize gére HUVEC hiicrelerinde hem tekli hem de kokdiltiir gruplarinda
TNF-a diizeyinin kontrole gore attig1 gézlenmistir.

Calismamizda HUVEC hiicrelerindeki tekli ve THP-1 kokiiltiir ortamlarinda
sitokin Ol¢timleri (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a) yapilmasi suretiyle bortezomibin
antiinflamatuar etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuclar ¢ergevesinde literatiirle
uyumlu olarak bortezomibin antiinflamatuar etkinligi yorumlanmustir. Inflamatuar
sitokin seviyelerinde artislar gozlendi. Proinflamatuar sitokinlerin (6zellikle IL-1f ve IL-
18), inflamatuar bir bagisiklik yanitinin ilk adimlarina aracilik ettigi bilinmektedir. Bu
nedenle inflamasyonun bu yukar1 yonlii aracilarin1 hedeflemek, inflamasyonla iliskili

hastaliklarin tedavisinde umut verici bir yaklagim olarak ortaya ¢ikmustir.
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Bortezomib protein degredasyonunda dnemli rol oynayan 26S proteazomunu geri
doniisiimlii olarak inhibe eder. Bu kompleksin inaktivasyonu, transkripsiyon faktorii olan
NF-kB'nin inaktivasyonuna yol agar. NF-kB anahtar bir transkripsiyonel faktordiir ve
inflamatuar sinyalin diizenlenmesinden sorumludur, hiicresel ¢cogalma ve farklilagsmada
rol oynar (Chen vd., 1999). Uyarilmamis hiicrelerde diizenleyici protein IkB, ¢ekirdege
baglanir ve bdylece NF-kB aktivasyonunu ve c¢ekirdege translokasyonu inhibe
eder. Bortezomib aktivitesi, MAP kinaz sinyal yolagini, MM hiicre proliferasyonunu
inhibe eder, kaspaz bagimli apoptozu indiikler ve NF-xB’yi inhibe edip, adezyon molekiil
ekspresyonunu ve MM hiicrelerinin BMSC’ye baglanmasinin azalmasina yol agarak
ortadan kaldirir (Bladé vd., 2005; Chen vd., 1999; Zadeoglulari, 2010). Genel olarak
bortezomib, sitokinlerin (IL-6 gibi), biiyiime faktorlerinin (insiilin benzeri biiyiime
faktorii gibi), hiicre adezyon molekiillerinin (hiicre i¢i adezyon molekiilii, vaskiiler
hiicresel adezyon molekiiliiniin gibi) artan ekspresyonunu inhibe eder (Zadeoglulari,
2010; Adams, 2004). Deneysel bir artrit modelinde giinliik oral bortezomib tedavisi
yapilan bir ¢alismada (Elliott ve arkadaslari, 2003), artritin erken ve ge¢ evrelerinin ¢ok
daha zayif olmasiyla sonuglanmistir. Tedavi edilen artritik sicanlarda yogun inflamatuar
sizintida 6nemli bir azalma oldugu; eklem kikirdaginda yalnizca minimal bir bozulma
oldugu ve kemik erozyonunun da proteazom inhibit6rii tarafindan belirgin sekilde
hafifletildigi bildirilmistir.

Gut artritinde agr1 genellikle dayanilmazdir. Monosodyum iirat kristalleri, gut
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynar. IL-1 f, MSU kristallerinin tetikledigi akut gut
inflamasyonunda anahtar rol oynar. Bu kristaller, NLRP3 inflamazomunun
aktivasyonunu tetikler ve IL-1B salmimina neden olur. Urat diisiiriicii tedaviler agrili
ataklarda kiigiik bir rol oynar. Akut gut artriti olan hastalarda IL-1 inhibitérleri (rilonacept
veya anakinra) bir se¢enek olmakla beraber nispeten yiiksek tibbi bakim maliyetleri, bu
ilaglarin gelismekte olan iilkelerde uygulanmasimi kisitlamaktadir. Bu nedenle gut
artritinin akut fazinda sitokin saliniminin engellenmesi gerekmektedir. Ayak bilegi
eklemi tirat artriti, antiinflamatuar ve antigut ajanlarin degerlendirilmesi i¢in yararl bir
ara¢ saglamistir (Limon, 2022; Salman vd., 2020; Saker ve Polat, 2022; Balkarli, 2017;
Liu vd., 2016).

In vivo galismalar bortezomibin, patogenezi NLRP3 inflamatuar aktivasyonu ile
yakindan iligkili olan romatoid artrit (Yannaki vd., 2010), retina iskemi-reperfiizyon
hasar1 (Chen vd., 2013), fare kolitinde (Schmidt vd., 2010) ve sepsiste (Han vd., 2015)
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antiinflamatuar etkiye sahip oldugunu gostermistir. Tez c¢alismast kapsaminda
inflamatuar bir hastalik olan gut modeli olusturularak bortezomibin antiinflamatuar,

antiproliferatif ve apoptotik etkileri incelenmistir.
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SONUC VE ONERILER

Sonug olarak endotel ile inflamasyon arasindaki iliski ¢ok yonlii olup, basta
kardiyovaskiiler hastaliklar olmak {izere c¢esitli hastaliklarda kritik rol oynamaktadir.
Endotel disfonksiyonu ve inflamatuar mediatorlerin salinimi bu hastaliklarin ilerlemesine
katkida bulunur. Endotel hiicre inflamasyonunun altinda yatan mekanizmalari ve bunun
trombositler, sitokinler ve diger faktorlerle olan etkilesimlerini anlamak, vaskiiler
bozukluklara yonelik terapdtik stratejilerin gelistirilmesine 151k tutabilir.

Nihayetinde bortezomib oncelikli olarak bir proteazom inhibitorii olarak taninirken,
bortezomib ile NLRP3 inflamazomu arasinda potansiyel bir iligki oldugunu gosteren yeni
kanitlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu iligkinin altinda yatan kesin mekanizmalar1 aydinlatmak
ve bortezomib tedavisi baglaminda NLRP3 inflamazomunu hedeflemenin terapdtik
sonuclarin1 arastirmak literatiire katki saglayacaktir. Bunun i¢in daha fazla calismaya
ihtiya¢ vardir.

Son zamanlarda inflamatuar hastaliklarda kritik rol oynayan inflamatuar
durumlarda bu  proteazom inhibitdr stratejisinin  terapotik  beklentilerine
odaklanilmaktadir. Proteazomun inhibisyonunun, basta iskemi-reperfiizyon hasari, astim,
artrit, sedef hastalig1 ve egzama olmak tiizere farkli inflamatuar hastalik durumlarindaki
cesitli hayvan modellerinde etkili oldugu gosterilmistir. Literatiir bilgilerine bakildiginda
MSU ile olusturulan NLRP3 inflamazomunda farkli terapdtiklerin kullaniminin yararlt
olabilecegi belirtilmesine ragmen bortezomib konusunda yapilan yeni ¢aligmalara hala
ithtiyag vardir.

Sonu¢ olarak proteazom inhibisyonu, kanser ve inflamatuar durumlar ig¢in
potansiyel bir tedavi se¢enegidir. Simdiye kadar, kanser, reperflizyon hasar1 ve romatoid
artrit, astim, multipl skleroz ve sedef hastalig1 gibi inflamatuar durumlar dahil olmak
tizere Alzheimer hastalig1, amiyotropik lateral skleroz, otoimmiin tiroid hastaligi, kaseksi,
greft reddi, hepatit B, inflamatuar barsak hastaligi, sepsis ve sistemik lupus eritematozus
gibi ¢esitli insan hastaliklar1 i¢in ¢ok sayida hayvan modelinde yapilan ¢alismalardan
umut verici sonuglar bildirilmistir (Elliott vd., 2003).

IL-1B, MSU kristallerinin tetikledigi akut gut iltthabinda ©6nemli bir rol
oynamaktadir. Proteazom inhibitérlerinden olan bortezomib anti-inflamatuar ve
antiproliferatif etkiler gosterdiginden, inflamatuar bir hastalik olan gutta da etkinlik

gosterebilecegini diisiinmekteyiz. Farkli hastaliklarda aragtirmalar yapilmasina ragmen
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gut modelinde herhangi bir ¢alisma bulunmamasi ¢alismamizin 6zgiinliigline deger
katmaktadir.

Buradan yola ¢ikarak tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismalar ile inflamazom igin
bilinen alternatif terapotik yaklasimlara bortezomib kullaniminin olas1 katkilarimi
literatiire dahil etmis olduk. Gut gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisinde bortezomibin
terapotik bir madde olarak potansiyel kullaniminin literatiire 6n veriler kazandiracagini

ve klinik ilag tedavisinde alternatif bir bakis agis1 saglayacagini diistinmekteyiz.
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