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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
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OZET

LIPOPOLISAKKARITLE INDUKLENMIS MONONUKLEER HUCRELERDE
TIMOKINONUN PROINFLAMATUVAR SITOKIN SALINIMINA ETKISI
Nursen BEKTORE
Molekiiler Tip Anabilim Dali
Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Haziran, 2023 (56 Sayfa)

Lipopolisaakrit (LPS)’ler, infeksiyonlar ve farkli yollarla dolagim sistemine
karisarak septik sok tablosuna yol agip 6liime neden olabilir. Bu ¢alismada Nigella sativa
(¢orek otu) tohumlarinin ana bileseni timokinonun LPS-ile indiiklenen kan mononiikleer
hiicreleri (MNH)’nde proinflamatuvar sitokin ekspresyonu tizerindeki etkilerinin
arastirilmasi amaglanmustir.

Konsantrasyon-gradient santrifiij yontemi ile 10 saglikli dondriin  kan
orneklerinden MNH izole edildi. Hiicreler, 4 saat boyunca LPS'ye maruz birakildi. 100
ng/ml LPS, 10-100 uM timokinon, 1 uM deksametazon ve bunlarin kombinasyonlarini
iceren gruplar olusturularak IL-1B, TNF-a, [Fy ve IL10 mRNA ekspresyonlart RT-gPCR
ve ELISA yontemi kullanlarak analiz edildi.

Timokinon tiim hiicre gruplarinda TNFa, IFy ve IL-13 mRNA
ekspresyonlarinda ciddi azalmalara neden oldu. Antiinflamatuvar sitokin olan IL-10’un
mRNA ekspresyonlarinda ise LPS ile indiiklenen gruplarda artig goriildii. Bunun aksine
kisa stireli maruziyet sonrasinda protein ekspresyonlarinda degisiklikler anlamli degildi.

Bu ¢alisma, timokinonun proinflamatuvar sitokinlerin mRNA ekspresyonunu
baskilayabilecegini ve IL-10 iizerinden antiinflamatuvar etkileri olabilecegini isaret
etmektedir. Bununla beraber sitokin ekspresyonuna etkilerin uzun siireli maruziyet ya da
in vivo modellerde teyit edilmesi gerekmektedir. Calismamiz sepsis ve olasilikla
proinflamatuvar sitokinlerin etkin oldugu diger inflamasyon durumlarinda timokinon

antiinflamatuvar ajan olma potansiyeli gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Timokinon, LPS, Sitokinler, Mononiikleer Hiicreler



ABSTRACT

EFFECT OF THYMOQUINONE ON PROINFLAMMATORY CYTOKINE
RELEASE IN LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED MONONUCLEAR CELLS

Nursen BEKTORE
Alanya Alaaddin Keykubat University, Department of Molecular Medicine

June 2023

Lipopolysaccharides (LPS) can enter the systemic circulation through various
infections, causing septic shock and death. In this study, it was aimed to investigate the
effects of thymoquinone, the main component of Nigella sativa (Nigella sativa) seeds,on
proinflammatory cytokine expression in LPS-induced blood mononuclear cells (MNC).

MNCs were isolated from blood samples of 10 healthy donors by concentration-
gradient centrifugation method. Cells were exposed to LPS for four hours. Groups
containing 100 ng/ml LPS, 10-100 uM thymoquinone, 1 uM dexamethasone and their
combinations were formed and IL-1B, TNF-a, IFy and ILIOmRNA expressions were
analyzed using RT-gPCR and ELISA method.

Thymoquinone caused remarkable reduction in TNFa, IFy and IL-1p mRNA
expressions in all cell groups. The mRNA expressions of 1L-10, an anti-inflammatory
cytokine, were increased in LPS-induced groups. In contrast, changes in protein
expressions were not significant after short-term exposure.

This study indicates that thymoquinone can suppress mRNA expression of
proinflammatory cytokines and may have anti-inflammatory effects on IL-10. However,
effects on cytokine expression need to be confirmed in long-term exposure and in vivo
models. Our study shows the potential for thymogquinone to be an anti-inflammatory agent
in sepsis and possibly other inflammation conditions where proinflammatory cytokines

are active.

Keywords: Thymogquinone, LPS, Cytokins, Mononuclear Cells
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1. GIRIS

Sepsis, hastane enfeksiyonlarinin bir komplikasyonu olarak ortaya ¢ikabilir (1).
Pseudomonas aeruginosa, 6zellikle immiinitesi zayiflamis kisileri ve yogun bakimda
yatan hastalar1 etkileyen akut hastane enfeksiyonunun en sik goriilen ve ciddi
nedenlerinden biridir (2). Ozellikle hastane kaynakli pndmoni, idrar yolu ve kan dolagimi
enfeksiyonlart ile iligkilendirilir (3). Pseudomonas aeruginosa’nin bu enfeksiyonlari
gelistirmesinde en 6nemli virlilans faktorlerinden biri lipopolisakkarit (LPS)’lerdir.
Sepsis sitokin aracili hiperinflamatuvar bir baslangi¢c faz1 ve bu proaktif etkiye karsi
koyan antiinflamatuvar tepkilerin bir sonucu olan immunostipresif bir fazi igerir (4).

Timokinon, Ranunculaceae familyasinin bir tiyesi olan Nigella sativa L. (Corek
otu) ugucu yaginin i¢inde en bol bulunan biyoaktif bilesendir (5). Yapilan ¢alismalarda,
Nigella sativa yaginin, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa gibi pek ¢ok bakteriye karsi
antibakteriyel ve bunlarin yani sira patojenik maya Candida albicans ve fungusa karsi
anti-fungal etkileri oldugu gosterilmistir (6, 7). Timokinonun ayrica antiinflamatuvar
ozellikler gosterdigi in vivo ve in vitro calismalarda gosterilmistir (8).

Timokinonun immiin sistem iizerindeki olas1 etkileri, Pseudomonas’tan elde
edilen LPS maruziyeti sonrasinda mononiikleeer hiicre (MNH)’lerde erken donemde
ortaya ¢ikan proinflamatuvar sitokin sekresyonu profili hiicre kiiltiirii ile tasarlanan bir
yontemle incelendi. Bu ¢alisma ile timokinonun in vitro sepsis benzeri modelinde
terapotik ve profilaktik potansiyeli degerlendirildi. Calismamizda elde edilen bulgular, in
vivo tasarimlarin planlanmasi ve bu inflamasyon ve sepsiste yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine yonelik yapilacak aragtirmalar i¢in bir temel olusturmaktadir.

Calismanin ana hedefi, Pseudomonas aeruginosa LPS'si ile indiiklenen insan
MNH’lerinden salinan tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interlokin 1-beta (IL-1p) ve
interferon-gama (IFN-y)’nin sentez ve salimmina timokinonun etkisini incelemektir.
Calismamizda mRNA ekspresyonlarinin RT-gPCR ile protein ekspresyonunun ELISA
yontemiyle tespiti amaclanmistir. Sonuglarimiz bu ekspresyonlara etkisi bilinen

deksametazon ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.



2. LITERATUR

2.1. immiin Sistem

Canli hiicrelerine karsi1 tehlike olusturan hastaliklara cevap niteligi tasiyan, timor
ve patojen hiicreleri tespit edip bunlari ortadan kaldirmaya yarayan ve isleyisin biitiiniinii
olusturan mekanizmaya immiin sistem denilmektedir (9). Immiin sistem, viicuda temas
eden ya da viicudun i¢indeki tiim yabanci maddeleri tespit eder ve bunlar1 viicuda faydali
olan, saglikli normal viicut hiicrelerinden ayr1 tutarak viicudun yapisini korumay1 amaglar
(10).

Immiin sistemin 6nemli gorevlerinden biri, hiicresel ve humoral cevaplarla
kontrolsiiz ¢ogalan kanser hiicrelerini belirleyerek, onlari apoptoza gotiiren siiregleri
baglatarak engellemektir (10). Diger 6nemli ve temel gorevi ise viicuda giren viriis,
bakteri, polen, polisakkarit ve protein yapidaki molekiillere karst savunmanin
yapilmasidir. Boyle bir geciste immiin sistem uyarilir ve bagisiklik yaniti verilmeye
baglanir. Bu yanit dogal ve kazanilmig bagisik yanit olarak iki alt baslikta incelenir (11).

Dogal bagisiklik (dogal immiin sistem) mikroorganizmalara karsi hizlica cevap
olusturan ilk savunma hattidir. Ozgiil bir yanit olusturmaz. Dogal bagisiklikta cesitli
hiicre gruplar1 ve bilesenler bulunur. Bunlar epitelyal bariyerler, monosit/makrofajlar,
dogal oldiirticii hiicreler (Natural killer, NK), nétrofiller, kompleman sistemi, dogal
bagisiklik sitokinleri, dogal bagisikligin diger plazma proteinleri (akut faz
proteinleri)’dir. Bunu yan1 sira dokularin fizyolojik 6zellikleri (mide ve idrar pH's1) gibi
faktorler de bagisik yanitin olusumunda yardimci olurlar (12). Kazanilmis bagisiklik ise
antijenlerle iliskilidir ve bir belleginin bulunmasi 6nemli 6zelligidir. B ve T lenfositler
edinsel bagigiklik yamtinin asil faktorleridir. Ozgiil nitelikteki bu immiin sistemin uyar1
aldiktan sonra hareketlenmesi i¢in belirli bir siirenin ge¢mesi gerekmektedir (13).
Kazanilmis bagisiklik yanitinin biiyiikliigt, dogal bagisiklik yanitinin ne kadar kuvvetli
olusturulduguna baglidir (11).

Kazanilmis yanit ise, belirli bir antijene kars1 olusturulmus 6zgiil yanittir. Bu yanit
bellek hiicrelerinde saklanabilir ve gerektiginde tekrar cagirilabilir durumdadir (14).
Hiicresel ve hiimoral olarak iki sekilde isler. Sistemin aktif olmasi ile 6zgiil yanit, yabanci
molekiiliin (antijen) tespiti, lenfositlerin cogalmasi1 ve ardindan efektor hiicrelere
dontismesi ile olusur. Aktive olmus lenfositler, tespit edilen antijeni uzaklastirir.
Antijenle uyarilan B lenfositlerinin bir boliimii farklilasarak plazma hiicrelerini
olustururlar ki bu da antikor tiretimini saglayarak hiimoral immiiniteyi olusturur (15).
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2.2. immiin Sistem Hiicreleri

Dogustan gelen ve edinsel bagisiklik yanitlarinda 6nemli ve 6zel gorevi olan
hiicreler, fagositler, antijene 0zgii lenfositler, dendritik hiicreler ve antijenleri ortadan
kaldirma islevi goren farkli tiirdeki lokositlerdir. Bu hiicrelerin ¢ogu kanda bulunur,
ancak mikroorganizmalara verdikleri tepkiler genellikle dokularda lokalize olmustur ve
dolasimdaki toplam 16kosit sayisindaki artisa ya da azalisa yansimaz (16).

Notrofiller ve makrofajlar gibi  fagositik hiicrelerin  birincil  islevi,
mikroorganizmalar1 tanimlamak, yutmak ve yok etmektir. Fagositlerin konak
savunmasindaki fonksiyonlar1 bir dizi ardisik tepkiden olusur. Bunlar, ilk 6nce hiicrelerin
enfeksiyon bolgelerine cagirilmasi sonra mikroorganizmalarin taninmasi ve aktivasyonu,
fagositoz islemiyle yutulmasi ve sindirilmis mikroorganizmalarin yok edilmesi olarak
siralanabilir. Ayrica, dogrudan temas yoluyla ve proteinler salgilayarak diger hiicrelerle

bagisiklik tepkilerini tesvik eden veya diizenleyen yollarla iletisim kurarlar (17-19).
2.2.2. Notrofiller (Polimorfoniikleer Lokositler)

Notrofiller, polimorfoniikleer 16kositler olarak da adlandirilan dolagimdaki beyaz
kan hiicrelerinin en bol popiilasyonudur ve inflamatuar reaksiyonlarin en erken cevap
veren hiicreleridir. Fagosit yapabilen hiicre grubundadir. Nétrofiller, ¢ok sayida zarimsi
cikintilardan olusan, ¢aplar1 yaklasik 12 ila 15 um olan kiiresel hiicrelerdir. Bir nétrofilin
cekirdegi, birbirine bagh ii¢ ila bes pargadan olusmustur, bu nedenle polimorfoniikleer
10kosit olarak da isimlendirilirler. Notrofiller hematopoietik kok hiicreden graniilosit
koloni uyarici faktor (G-CSF) tarafindan uyarilarak kemik iliginde tiretilirler. Bir yetiskin
insan giinde 1 x 10'" den fazla nétrofil tiretir ve her biri kanda yaklasik 6 saat dolagir.
Notrofiller, mikroorganizmalarin girisinden birkag saat sonra enfeksiyon bolgelerine go¢
edebilirler. Dolasimdaki nétrofiller, bu siire icinde bir enfeksiyon bdlgesine alinmazsa,
apoptoza ugrar ve genellikle karaciger veya dalakta yerlesik makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler. Notrofiller, dokulara girdikten sonra ise birkag saat islev goriir ve sonra

oliirler (17, 19).
2.2.3. Monositler/Makrofajlar

Dogustan gelen ve edinsel bagisiklikta merkezi roller oynayan, tek cekirdekli
fagositik hiicrelerin, birincil islevi fagositozdur. Mononiikleer fagosit sisteminin hiicreleri
kemik iligindeki ortak bir Onciiden kaynaklanir, kanda dolasir ve cesitli dokularda

olgunlagir ve aktive olur. Kemik iliginden periferik kana giren bu hiicre tipi tam



farklilagsmamistir ve monosit olarak adlandirilir. Monositler 10 ila 15 um c¢apindadir ve
fasulye seklinde ¢ekirdekleri bulunur. Monositler heterojendir ve iki alt kiimeden olusur.
Birinci popiilasyona inflamatuar tip denir ¢iinkii kandan doku iltihab1 bolgelerine hizla
toplanir. Diger tip ise dokulardaki yerlesik makrofajlarin ve bazi1 dendritik hiicrelerin
kaynagi olarak bilinir. Dokulara girdikten sonra bu monositler olgunlasir ve makrofajlar
haline gelir. Makrofajlar mikroorganizmalari sindirmeye ek olarak, enfeksiyon veya steril
doku yaralanmasindan sonra temizleme siirecinin bir pargasi olarak 6lii konakgr hiicreleri
de yutar. Enfeksiyon bolgelerinde hizla biriken 6lii notrofilleri fagosite ederler veya
travma veya kesintiye ugramis kan akiminin neden oldugu doku 6liimiinde ortamdaki
hiicreleri de yok eder. Makrofajlar ayrica apoptotik hiicreleri, igeriklerini serbest

birakmadan ve inflamatuar yanitlar1 inditklemeden 6nce tanir ve yutarak yok eder (17-

19).
2.2.4. Bazofiller

Bazofiller, mast hiicrelerine bir¢cok yapisal ve islevsel benzerlikleri olan
graniilositlerdir. Diger graniilositler gibi, bazofiller de kemik iligi projenitorlerinden
(mast hiicrelerininkinden farkli bir soy), kemik iliginde olgunlasir ve kanda dolasirlar.

Bazofiller kandaki 16kositlerin %1'inden azin1 olusturur (16).
2.2.5. Eozinofiller

Eozinofiller, parazitlerin hiicre duvarlarma zararli ama ayni zamanda konak
dokulara da zarar verebilen enzimler igeren sitoplazmik graniillere sahip graniilositlerdir.
Notrofiller ve bazofiller gibi, eozinofiller de kemik iliginden tiiretilir. GM-CSF, 1L-3 ve

IL-5, miyeloid 6nciilerinden eozinofil olgunlagsmasini destekler (16).
2.2.6. Antijen Sunan Hiicreler

Antijen sunan hiicre (ASH)’ler, mikrobiyal ve diger antijenleri yakalamak,
lenfositlere gostermek ve lenfositlerin proliferasyonunu ve farklilagsmasini uyaran
sinyaller saglamak i¢in 6zellesmis hiicre gruplaridir (19). ASH'ler genellikle antijenleri,
T lenfositlerine sunan bir hiicreye uyarida bulunur. T hiicresi yanitlarinin baglatilmasinda
rol oynayan baglica ASH tiirii, dendritik hiicredir (16, 17).

Dendritik hiicreler naif T hiicrelerini aktive etmek i¢in en 6nemli ASH'lerdir.
Enfeksiyonlara karst dogustan gelen tepkilerde ve adaptif bagisiklik tepkilerini
baglamada 6nemli roller oynarlar (17, 18). Dendritik hiicrelere ek olarak, makrofajlar ve

B lenfositler de, CD4+ yardimer T hiicresi aracili bagisiklik yanitlarinda 6nemli antijen
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sunan islevleri yerine getirir. Makrofajlar, enfeksiyon bdlgelerindeki yardimer T
lenfositlerine antijen sunar, bu da yardimci T hiicresi aktivasyonuna ve makrofajlar1 daha

da aktive eden molekiillerin liretimine yol acar (16, 20).
2.2.7. Lenfositler

Lenfositler, edinsel bagisikligin benzersiz hiicreleridir viicutta klonal olarak
dagilmis antijen reseptorlerini eksprese eden ve her biri farkli antijenik determinant igin
1yi bir 6zgiilliige sahip olan tek hiicrelerdir. Saglikli bir yetiskinde toplam lenfosit sayisi
yaklagik 5 x 10'"'dir. Bunlardan ~%?2'si kanda, ~%10'u kemik iliginde, ~%15'i mukozal
lenfoidde, gastrointestinal ve solunum yollarinin dokularinda ve ~%65’1 lenfoid
organlarda (esas olarak lenf diigiimlerinde ve dalakta) bulunur (16, 20).

B lenfositleri, antikor {ireten hiicreler, kuslarda fabricius bursa adi verilen bir
organda olgunlastiklarindan bdyle adlandirilirlar. Hiicresel bagisikligin elemani olan T
lenfositleri, kemik iliginde ortaya g¢ikan onciillerinin timusa go¢ etmesi ve burada
olgunlagmasi nedeniyle bu adla adlandirilmistir. T hiicresi iki ana alt kiimesi, yardimci
CD4+ T lenfositler ve CD8+ sitotoksik (CTL) lenfositlerdir (20-22).

Naif lenfositler, periferik lenfoid organlarda ve dolasimda bulunan ayni zamanda
da hi¢ yabanci antijenle karsilasmamis matiir T veya B hiicreleridir. Naif lenfositler,
antijenleri tanimazlarsa tipik olarak bir ila {i¢ ay sonra oliirler. Antijenik stimiilasyondan
once, naif lenfositler dinlenme durumundadir veya hiicre dongiistiniin GO asamasindadir.
Uyartya yanit olarak boliinmeye ge¢cmeden Once hiicre dongiisiinlin G1 asamasina
girerler. Aktive lenfositler daha biiytiktiir (10 ila 12 pm ¢apinda), daha fazla sitoplazma
ve organel igerir ve sitoplazmik RNA miktarlar1 artar ve bunlara biiyiik lenfositler veya
lenfoblastlar da denir (21, 22).

Naif hiicrelerin bir kismi yabanci antijenleri ortadan kaldirabilen molekiiller
iiretme yetenegine sahip olan efektor lenfositlere farklilasir; efektor lenfositler arasinda
yardimcr T hiicreleri (Th), CTL'ler ve antikor salgilayan plazma hiicreleri bulunur.
Genellikle CD4+ olan yardimci1 T hiicreleri, CD40 ligand1 gibi yiizey molekiillerini
eksprese eder ve sitokinler salgilar, makrofajlar ve B lenfositleri ile etkilesime girerek
aktivasyonlarina yol agar. Sitotoksik lenfositler (CTL) proteinlerle dolu sitoplazmik
graniillere sahiptir ve bunlar genellikle timor hiicrelerini veya viriisle enfekte hiicreleri
taniyarak oldirtirler. Hem CD4+ hem de CD8+ efektor T hiicreleri genellikle CD25 (T

hiicresi biiyiime faktorii IL-2 igin reseptoriin bir bileseni) ve degistirilmis kaliplar dahil



olmak {izere son aktivasyonun gostergesi olan yiizey proteinlerini eksprese eder.

Farklilasmis efektor T lenfositlerin ¢ogu kisa dmiirliidiir ve kendini yenilemez (21-23).
2.2.8. Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri, deride ve mukozal epitelde bulunan ve sitokinler, histamin, ve
diger aracilarla dolu sitoplazmik graniiller i¢eren kemik iligi kaynakli hiicrelerdir. Mast
hiicreleri, IgE ve IgG antikorlar i¢in plazma zar1 reseptorlerini ifade eder ve genellikle
bu antikorlarla kaplanir. Mast hiicre ylizeyindeki bu antikorlar ayn1 zamanda antijene de
baglandiginda, sitoplazmik graniil i¢eriginin hiicre dis1 bosluga salinmasina yol agan
sinyal olaylar1 indiiklenir. Sitokinler ve histamin dahil olmak iizere graniillerin salinan

igerigi kan damarlarinda iltihaplanmaya neden olan degisiklikleri tesvik eder (19).

2.3. Pseudomonas Kaynakh Enfeksiyonlar

Hastaneye iliskin enfeksiyon tiirlerinin en fazla rastlanildigi boliim yogun bakim
tiniteleridir. Burada yatan hasta sayisi ¢ok oldugu ve maruz kaldiklari invaziv girisimler,
kronik rahatsizliga sahip ve teshisi konmamis hastalar sebebi ile diger boliimlere nazaran
burada enfeksiyon riski daha fazladir (24).

Pseudomonasin mikrobiyolojik 6zellikleri, nonfermentatif, gram negatif, polar
flagellalar1 ile hareketli, oksidaz pozitif, aerobik basil ve sporsuz olusuma sahiptir.
Anaerob ortamda bazi izolatlar arginin ve nitrat kullanilmasi ile ¢ogalabilmektedirler.
Floresan bir pigment olan pyosyanin pigmenti, klinik izolatlarin yarisindan fazlasinda
goriiliir, miiller hinton besiyerinde mavi-yesil renkte goriiliir. Farkli bazi tiirlerinde koyu
kirmizi renk ve siyah renk olarak da piyomelanin pigmenti {retebilmektedir ve
nitratlardan gaz olusturmaktadirlar (25).

Kistik fibrozlu hastalarda kronik kolonize olmasi nedeniyle tekrarlayan P.
aeruginosa enfeksiyonlar1 goriiliir. Kistik fibroz hastalarinda baslica morbidite ve
mortalite nedeni olmasi ve hastane enfeksiyonu patojenlerinden biri olmasi1 ayrica ¢ok
cesitli antibiyotiklere intrinsik olarak direngli olmasi nedeniyle 6zel bir 6neme sahiptir.
En fazla sebep oldugu enfeksiyonlar, pnomoniler, nétropenik hastalar ve HIV
enfeksiyonunu da igeren bagisikligi bozulmus hastalardaki bakteriyemiler, yanik yarasi
enfeksiyonlari, diyabetik ayak enfeksiyonlarinda deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
yiiziiciilerin kulaginda gelisen malign otitis externa, santral sinir sistemi enfeksiyonu,

menenjit, kontakt lens kullanimi ile olusan endoftalmit ve keratit, veya cerrahi ile iliskili



septik artrit, iirner sistem enfeksiyonlari, siklikla sonda ve katerizasyona bagli olarak
goriiliir (26).

Taylor ve arkadaslarinin goriislerine gore 2050 yilinda yaklasik 11 ile 444 milyon
kisinin direngli mikroorganizma enfeksiyonlar1 nedeniyle kaybedilecegi One

stiriilmektedir (27).

2.4. Sitokinler

Sitokinler polipeptit yapidadirlar ve ¢esitli hiicre tiplerinde tretilip
salgilanabilirler. Gorevleri arasinda travma sonrasi hiicrenin tamiri, yenilenmesi,
biiylimesi, enflamasyon ve travma sonrasi sistemik ve bagisik yanitin olusturulmasinda
rol alarak, enflamatuvar siireci diizenlemek yer alir. Sitokinler tam olarak hormon
olmayan ancak benzeyen yapilardir (28).

Ilk kesfedildiklerinde sitokinlerin sadece lenfositlerden kaynaklandig
diisiiniildiginden lenfokin olarak adlandirilmiglardir. Sonralari monositlerden de bu
mediatdrlerin salinimi tespit edilince, monokin ismi kullanilmaya baslanmistir. Son
yillarda ise bu faktorlerin sitokin seklindeki isimlendirmesi yaygilagmistir (28).

Sitokinlerin ¢ok sayida ve farkl tiirleri olmasina ragmen ortak bircok 6zellikleri
de mevcuttur (29).

Sitokinler; dogal ve kazanilmig bagisikligin effektor fazinda {retilirler.
Enflamasyon ve bagisik yanitin olusumunda ve regiilasyonunda rol alirlar. Dogal immiin
yanitta lipopolisakkarit gibi bakteriyel yapilar monontikleer fagositleri dogrudan uyarip
sitokin tiretimini tetikler. T hiicreleri de yabanci anijenleri tanir ve sonra sitokinlerini
sentezlerler (30).

Salinimlart ¢ok kisa siireli ve kendi kendini sinirlayan bir siirectir. Genellikle aktif
molekiil veya onciil molekiil seklinde hiicrede depolanmazlar. Bu sebepten salinimlari
i¢in yeni gen tranksripsiyonu ile sentezlenmeleri gerekir. Transkripsiyonun aktivasyonu
genellikle gecicidir ve bu sirada olusan sitokinlerin kodlandigi mRNA’lar da stabil
olmayan yapilardir. Bundan dolay1 sitokin salinimi kisa siireli ve gegici bir olaydir ve bir
kez sentezlendiklerinde depolanmaksizin siiratle ortama salinirlar (29).

Farkl1 tipte bircok hiicre tarafindan iiretilebilirler ve kendilerinden baska diger
sitokinlerin tiretimini indiikleyebilir (29).

Farkli ¢ok sayida hiicre tipine etki edebilir. Buna pleiotropizm adi verilmektedir.
Etkiledikleri hedef hiicrede farkli etkiler gosterebilirler. Bazilar1 ayn1 anda meydana
gelirken, bazi etkiler ise giin, zaman ve dakika gibi farkli zaman araliklarinda olusabilir.
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Etkileri genellikle istenilenden daha fazla olarak gergeklesir. Birbirlerinin etkilerini
modifiye ederler. Iki farkl: sitokin birbirini antagonize edebilecegi gibi sinerjik olarak da
etki gosterebilirler (29).

Sitokinlerin etkisi, polipeptid hormonlara benzer sekilde, hedef hiicrelerinin
yiizeyindeki membran reseptorlerine baglanmalariyla baslar. S6z konusu reseptorler
transmembran proteinlerdir, hiicre dis1 (ekstraselliiler) bolgeleri (domainleri) vardir ve
spesifik biiyiime faktorlerini ve tanir ve baglanirlar. Sitokini salgilayan hiicre, aym
zamanda bundan etkileniyorsa; otokrin etki, komsulugunda yer alan bir hiicre oldugunda
parakrin etki ya da ayn1 hormonlardaki gibi, dolagima birakilan sitokinler uzaklarindaki
bir hiicreyi de etkiliyorsa endokrin etkilidir denir (16).

Sitokinlerin etkiledigi hiicrelerde olusan yanit ¢ogunlukla yeni bir mRNA ve
protein sentezi ile sonuclanir. Cogu hedef hiicre i¢in biiylime faktorii gibi etki edip hiicre
bolinmesini diizenlerler (28, 29).

Lenfoid hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini saglamak, hematopoezi regiile
etmek, birgok hormonun iiretilmesini tetikleyip salinimini diizenlemek, immiin yaniti
arttirarak veya baskilayarak diizenlemek, inflamasyon esnasinda gorev alan immiin
sistem hiicrelerini aktive etmek ve immiin yanitin gerceklestigi bolgede kalmalarini
saglamak ve siklikla ates olusumu ile akut faz yanitin1 olusturmak sitokinlerin etkileriyle
meydana gelir (31, 32).

Dogal bagisiklik yanitlarinda sitokinler, NK hiicreler ve makrofajlardan, edinsel
immiin yanitlarda ise T lenfositlerden salinmaktadir (30). Viicutta olusan inflamasyon
esnasinda bir¢ok sitokin ortama salinir bunlar proinflamatuvar ve antiinflamatuvar olarak
gruplandirilabilir. Cevap niteligi tasiyan proinflamatuvar sitokinler arasinda IL-1a, IL-
1B, IL-6 ve TNF-a, IFN-y, transforme edici biiyiime faktori (TGF-B), IL-2, IL-8, IL-11,
IL-17 ve IL-18 bulunur. Proinflamatuvar sitokinlerin verdigi asir1 yaniti baskilamaya
calisarak enflamatuvar reaksiyonlarin siddetini azaltan sitokinler de antiinflamatuvar
sitokinler olarak adlandirilir. I1L-4, IL-10 ve IL-13 bunlarin basinda gelmektedir (32).
Inflamasyon sirasinda salman &nemli sitokinler ve islevleri Tablo 2.1°de gdsterilmistir

(33).



Tablo 2. 1. Sitokinler ve islevleri (33)

Sitokin Ailesi Ana kaynag islevi
IL-1B IL-1 Makrofajlar, Pro-inflamasyon,
monositler proliferasyon, apoptosis, farklilasma
IL-4 IL-4 Th hiicreleri Anti-inflamasyon, T-
hiicreleri ve B hiicreleri
proliferasyon, B-hiicreleri
farklilagma
IL-6 IL-6 Makrofajlar, T Pro-inflamasyon,
hiicreleri, adiposit farklilagma, sitokin tiretimi
IL-8 CXC Makrofajlar, epitel Pro-inflamasyon,
hiicreleri, endotelyal kemotaksis, anjiogenezis
hiicreler
IL-10 IL-10 Monositler, T- Anti-inflamasyon,
hiicreleri, B-hiicreleri proinflamatuar sitokinlerin
engellenmesi
IL-12 IL-12 Dendritik hiicreler, Pro-inflamasyon, hiicre
makrofajlar, notrofiller farklilagmasi, NK hiicrelerinin
aktivasyonu
IL-11 IL-6 Fibroblastlar, Anti-inflamasyon,
ndronlar, epitelyal hiicreler farklilagma, indiiklenmis akut faz
protein
TNF-a TNF Makrofajlar, NK Pro-inflamasyon, sitokin
hiicreler, CD4+ lenfosit, iiretimi, hiicreproliferasyonu,
adiposit apoptosis, anti-infeksiyon
IFN-y IFN T-hiicreleri, NK Pro-inflamasyon, dogal,
hiicreleri kazanilmis bagisiklik ve anti-viral
etki
TGF-B TGF Makrofajlar, T- Anti-inflamasyon, pro-
hiicreleri inflamatuvar sitokin tiretiminde
inhibisyon

Temel gorevlerine gore sitokinler 4 grupta toplanabilir:

1. Dogal (native) immiinitede gorev alan sitokinler: TNF, IL-6, IL-1, Tip I IFN

(interferon), kemokinler

2. Lenfositlerin uyarilip aktive edilmesi, lenfositlerin biiyiimesi, differansiasyon

(farklilagsma) diizenleyicileri olarak T lenfositlerinin 6zel antijenleri tanimalarina

yardimci olan sitokinler, IL-4 (IgE sentez regiilatorii), TGF-p, IL-2 (T-hiicresi bilyiime

faktorii)' dir.

3. Inflamasyon sirasinda bagisiklik olusturmak amaciyla, antijenle uyarilan CD4+

ve CD8+ T lenfositlerinden salinan sitokinler, inflamatuar 16kositleri harekete gecirirler.

Aktive olan 16kositlerin T hiicresi regiilasyonuna girmesini saglarlar. Bu sitokinleri, IFN-

v (mononiikleer fagositlerin primer aktivatorii), IL-10 (mononiikleer fagositlerin negatif

regiilatorii), IL-5 (eozinofil aktivatorii), lenfotoksin (notrofil aktivatori) IL-12 (NK ve

T hiicre stimiilatorii) 'dir.




4. Immatiir 16kosit biityiimesine ve farklilasmasina aracilik eden mediatorler: IL-3
(koloni stimiile eden faktor), c-Kit-ligand, graniilosit-makrofaj koloni uyaraci faktor (GM-
CSF), monosit-makrofaj koloni uyaran faktér (M-CSF), granulosit koloni stimiilator
faktor (G-CSF), IL-9, IL-7, 1L-11"dir (29).

T hiicrelerinin Thl ve Th2 olarak farklilasmasi sitokinler araciligiyla olur.
Dendritik hiicrelerden salinan IL-12, Thl yoniinde farklilasmayi saglar ve Th1’in temel
sitokinleri TNF-a ve IFN-y’dir. IL-4, IL-10 ile birlikte Th2 hiicrelerine farklilasmay1
saglayan sitokindir. Makrofajlar tarafindan tretilen IL-6 da Th2 y6niinde farklilasmay1
uyaran sitokinlerden biridir (34).

CDS8+ sitotoksik T hiicreleri ve yardimci T hiicreleri Thl hiicrelerinden salinan
sitokinler harekete gecirip uyarak, patojene karsi yaniti ve enflamasyonu arttirir.
Sitotoksik lenfositler tarafindan patojen ortadan kaldirildiginda veya azaldiginda yanit
Th2 yoniine doner. Th2 sitokinleri bu hiicrelerin aktivasyonunu azaltarak enflamatuvar
yaniti azaltir ve T hiicrelerini istirahat hallerine dondiiriir (35).

Thl ve Th2 hiicrelerinin aralarinda sayisal dengesizlik ortaya ¢ikmasi uygunsuz
reaksiyonlara neden olabilir. Thl hiicrelerinin asir1 aktivasyonu otoimmiin hastaliklara
neden olabilirken, Th2 hiicrelerinin asir1 aktivasyonu ise alerjik durumlarin artisina neden

olabilmektedir (26).
2.4.1. Timér Nekroz Faktorii (TNF)

TNF sepsis gelisim sirasinda asil gorevi inflamatuvar kaskadin ana aktivatorii
olmaktir. Damar i¢i pihtilasma, hipotansiyon ve organ yetmezligi gibi bir¢ok klinik
semptomun ortaya ¢ikisi sepsis hastalarinda ¢ogunlukla goriilmektedir (36). TNF esas
olarak aktive makrofajlar ve mast hiicreleri tarafindan tretilir. TNF konak hiicrelerinin
gram negatif bakterilere kars1 salgiladigi esas mediatordiir. TNF; TNF-o ve TNF- § olmak
tizere iki g¢esittir. TNF-o (kasektin) aktive makrofajlardan salinir, TNF-B (lenfotoksin)
aktif T hiicrelerinden salinir. TNF antibakteriyel bagisiklikta rol oynar ve inflamasyonun
onemli bir aracisidir (37).

IL-1 ile endojen pirojen etki gostermesi ile ates olusumuna neden olmaktadir.
TNF, IL-1 ve IL-6’nin dolagima salinmasinda rol oynar. Damar endotelinde prokoagiilan
ve antikoagiilan sistem arasindaki dengeyi bozarak pihtilagsmaya neden olabilir. Kemik
iligini baskilayarak lenfopeni ve immiinsupresyona neden olabilir. Ayrica bazi hayvan
caligmalarinda uzun siireli TNF verilmesi sonucu istah baskilanmasi sonucu kaseksi

gozlenmistir (38).
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TNF, gram negatif bakterilere kars1 konak hiicrelerinin ana mediatoriidiir. Bagka
infeksiyoz ajanlara karsi yanitta da gorev alir. LPS ile aktiflenen mononiikleer
fagositlerden salinan TNF, T hiicreleri, aktive mast ve NK hiicreleri tarafindan da
salgilanan bir proteindir. Transmembran bir protein olan insan TNF’si glikolize olmayan,
17 kD molekil agirligindaki bir proteindir. (39).

TNFR (TNF reseptorii) Tip | sitotoksik aktiviteyi ve fibroblast proliferasyonunu
arttiran reseptér iken, T hiicre proliferasyonu ise TNFR-Tip Il araciligiyla
ger¢eklesmektedir. TNFR’lerin yikimi sonucu ortaya c¢ikan TNF reseptorlerinin
¢oziinebilen formlar1 (sTNFR) da bulunmaktadir. Cozilinebilen formlarin fonksiyonu,
TNF ile yarisarak onun biyolojik etkilerini bloke etmektir (40).

Yaklasik 10~°M gibi diisiik yogunluklardaki TNF, endotel ve 16kosit hiicreleri i¢in
parakrin ve otokrin etki gosterir. Diisiik yogunluklarda gosterdigi 6zellikler sunlardir: (41,
42).

TNF, lokositler icin ICAM-I, NCAM-I, ELAM-I gibi adezyon molekiillerinin
araciligiyla damar endotel hiicrelerini daha yapiskan bir duruma getirerek, yeni hiicre
yiizey reseptorlerini ekspresse etmeleri i¢cin ortam saglar. TNF ayrica notrofilleri de
uyararak endotel hiicrelerinin yapisma kabiliyetlerini arttirir.

Notrofilleri ve diger inflamatuar kokenli 16kositleri, mikroorganizmalar1 yok
edecek sekilde uyarir.

IL-6 ile sinerjik etki yaparak, mononiikleer fagositleri, 1L-1 ve kemokinler ile
diger hiicre tiplerini uyarir.

Viriislere interferon gibi etki ederek hiicreyi korur. TNF’nin bu etkileri hiicreyi
mikroorganizmalardan korumak i¢in verilen inflamatuar cevap igin dnemlidir (40).

TNF’nin enfeksiyonlara kars1 temel sistemik etkileri agagidaki gibi siralanabilir:

1.0rganizmada atesin olusumu, TNF ve IL-1 gibi sitokinlerle uyarilmig
hipotalamus hiicreleri tarafindan arttirilan arasidonik asit metabolizmasiyla sentezlenen,
prostaglandin E2’ nin endojen-pirojen etkisiyle olur. COX inhibitérleri olarak bilinen
aspirin gibi prostaglandin sentez inhibitdrleri, TNF ya da IL-1’in etkilerini bloke ederek
atesi diisiiriirler.

2. Vaskiiler endotel hiicreleri etkileyerek ve mononiikleer fagositleri aktive ederek
IL- 6’nin ve IL-1'in dolasima salinimin1 uyarir.

3. Hepatositleri uyararak, C reaktif protein, kompleman faktor 3 haptoglobulin,
serum amiloid A ve P proteini, faktor B gibi akut faz proteinlerinin tiretimini arttirir (41,
42).
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4. TNF' nin pihtilagsma kaskadin1 aktive etmesi, damar endotelinin prokoagulan ve
antikoagulan aktiviteleri arasindaki dengeyi degistirmesiyle gerceklesir.

5. Kemik iligini baskilayip hiicre boliinmesini engellediginden tedavi maksatl
stirekli TNF verilmesi lenfopeni ve immun yetmezlik olusturur.

6. IL-1 gibi TNF de istah azalmasina yol acarak olurken kaseksiye sebep olur (41,
42).

Gram negatif bakteri kaynakli sepsiste, TNF c¢ok yiiksek miktarda sentezlenir ve
serumdaki TNF artis1 goriiliir. Yiiksek yogunluktaki TNF, dolasimda kollaps ve
dissemine intravaskiiler kanamaya (DIK) neden olur. Yiiksek diizeyde infiizyonu dliimciil
olan TNF, septik ve endotoksik sokun 6nemli bir belirtecidir ve sok benzeri bir tabloya

sebebiyet verir (39).
2.4.2.1L-1

Iki farkli alt {initeden meydana gelen IL-1a ve IL-1B 'nin sentezlenmesi iki no’lu
kromozom {izerindeki iki ayr1 gen tarafindan kontrol edilir. Monositler her iki tip IL' yi
sentezlese de daha ¢ok IL-1 iiretirler. IL-1, dncelikle makrofajlar, dendritik hiicreler,
endotel hiicreleri, keratinositler, diiz kas hiicreleri, notrofiller ve fibroblastlar ve bunlarin
disinda neredeyse biitlin hiicreler tarafindan sentezlenir. Bazi hiicrelerde IL-1 siirekli
sentezlenir. Bununla beraber hiicre, LPS, mikroorganizmalar, muramil dipeptid gibi
maddelerle uyarildiktan sonra daha fazla IL-1 sentezlemektedir. Makrofajlar tarafindan
IL-1 salgilanir ve CD4’T hiicreleri, antijen sunan hiicrelerde (ASH’de) bulunan ve MHC
sinif II molekiilii ile sunulan antijenleri tanir.

Antijenle karsilasan T hiicreleri, TNF, koloni sitlimiilan faktor (CSF) ve
interferon-y gibi ¢esitli sitokinler salgilarlar ve bu sitokinler de makrofajlar1 uyararak IL-
1 sentezlenmesine neden olur (29).

IL-1 hipotalamusu etkiler ve kortikotropin salgilatici faktoriin (Corticotropin
Releasing Factor - CRF) salinmasina neden olur, bu adrenal korteksi uyararak
kortikosteroidlerin salinimina neden olur ve sonug olarak da steroidler IL-1 ve TNF’nin
salinimini inhibe eder. Bu mekanizmalarla IL-1’in negatif geri-bildirim etkisi olusur (43).
Steroidler, B lenfositlerindeki IL-1 reseptorlerinin sayisini ¢ogaltirlar (44).

IL-1ac ve IL-1p’min her ikisi de potent pro-enflamatuvar proteinlerdir ve
immiinkompetan hiicrelerin ¢cogalmasini, farklilasmasini ve islevlerini arttirici etkilere

sahiptir (38, 45). IL-1p, potent bir ndtrofil kemoatraktani olan IL-8 gibi kemokinlerin
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sentezini indiikler (46). Ayrica IL-1pB, bircok otoimmiin ve enflamatuvar hastalikta

enflamatuvar yanitlart baslatip etkisini arttirir.
2.4.3.1L-10

IL-10, CD4+ T hiicrelerinin alt grubu olan TH2 tarafindan eksprese edilir.
Bununla birlikte nadiren bazi aktif B hiicreleri, bir grup TH1 hiicreleri, aktif makrofajlar
ve baz1 non- lenfositik hiicre tipindeki keratinositler tarafindan da sentezlenir. IL-10’un
gorevlerinden biri, makrofajlar tarafindan sentezlenen TNF, IL-1, IL-12 gibi sitokinlerin
iretimini engellemek, digeri ise makrofajlarin gorevlerini bloke etmektir. Konak
hiicrelerine zarar vermemek adina artan proinflamatuar yanitt dengelemek icin
makrofajlarin T hiicrelerini uyarirken kullandigi MHC siif II molekiillerini ve bazi ko-
stimulatorlerin ekspresyonunu azaltarak yapar. Boylece, T hiicresi ile olan baglanti
kesilir, bagisik yanit gerceklesmez. Makrofajlar lizerine inhibitdr etkisinin disinda, IL-1
lenfositlerini uyarip insanlarda IgG iiretimi i¢in araci faktor olabilecegi diisiiniilmektedir

47).
2.4.5. interferon gama

Interferon gama (IF-y) immiinomodiilatér ve antiproliferatif etkilerinin yani sira
metabolik aktivitesi yiiksek olarak belirtilebilir. Interferonunun biyolojik ¢esitliliginin
yani sira molekiiler yap1 bakimindan da birgok tiiriiniin tespiti yapilmistir. IFN-alfa (o),
beta () ve omega (w), Tip I’de yer almaktadir ve antiviral etkinlikleri fazladir. Tip II' de
ise immiin interferon olarak da adlandirilan IFN-y yer alir (48, 49).

Tiimor vakalarinda, viral hastaliklarda hiicre i¢i bakteriler de IFN-y kritik
sitokinler ~siniflandirilmasina  girmektedir. Cesitli otoimmiin ve otoinflamatuar
hastaliklarda IFN-y ekspresyonu anormal sekilde artis gosterir. Giiglii  bir
immiinstimiilator ve immiinomodiilatér olarak bilinen IFN-y viral replikasyonu direk
olarak inhibe eder. Dogal immiin yanitta, T lenfosit ve natiirel killer (NK) hiicreleri
tarafindan Uretilir. Ayrica antijen spesifik immiin yanitta, CD4 ve CDS sitotoksik T

lenfositlerden tiretilmektedir (50).

2.5. Lipopolisakkarit

Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan elde edilen, bakteriyel endotoksin
lipopolisakkarit (LPS), hayvanlarda deneysel septik sok modellerinde kullanilan,
glikolipid yapidaki maddelerdir (51, 52).
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"Endotoksin" terimi, bakteriler tarafindan tiretilen bir toksini ifade etse de, baska
bir biyokimyasal ad1, “lipopolisakkarittir”. Her iki terim de immiinolojik aktivitelerini
uygun sekilde kapsar ve bakteri hiicrelerini sert bir dig ortamdan koruyan ¢ogu gram
negatif bakterinin hiicre yiizeyi bileseni olarak islev goriir (51). LPS ve endotoksin
literatiirde ayn1 anlami verecek sekilde kullanilsalar da birtakim farklar1 vardir. LPS
saflastirilmis glikolipid yapida iken endotoksin kiiclik miktarlarda da olsa farkli olarak,
lipitler, lipoproteinler, hiicre duvari proteinleri ve polisakkarit igerir (52).

Gram negatif bakterilerin hiicre  ylizeyindeki amfifilik  6zellikteki
makromolekiiller endotoksinleri olusturur. Endotoksinler, yiiksek organizasyonlu
canlilarda fizyolojik ve ayn1 zamanda giiglii patofizyolojik etkiler gostermesi sebebiyle
gram negatif bakteriler i¢in ciddi 6neme sahip viriilans faktorlerini olustururlar (53).

LPS, Pseudomonas aeruginosa igin énemli bir viriilans faktorii olup gram-negatif
bakterilerde dis zarin dis yapraginin ana bileseni olan kompleks bir glikolipittir. Bu yapi,
bakteriyi konak savunmasindan koruyan fiziksel bir bariyer olusturur, konakgi hiicre
reseptorleri ve antibiyotiklerle dogrudan etkilesimlere girer ve aracilik eder. Endotoksin
olarak, konak doku hasarina yol agan bazi olaylar1 ve bununla iliskili patolojinin ¢cogunu
baslatan giiclii bir sinyal molekiiliidiir (54).

Onemli bir viriilans faktorii olan LPS, Pseudomonas aeruginosa’nin hiicre
yiizeyinde bulunmaktadir. LPS; Lipit A, kor polisakkarit ve O-6zgiil polisakkarit olmak
tizere li¢ kisimdan olugmaktadir. Lipit-A endotoksik 6zellikten sorumludur (55). O-6zgiil
polisakkarit Pseudomonas aeruginosa’nin serotiplerinin tanimlanmasinda 6nemlidir.
Kistik fibroz hastalarinda Pseudomonas aeruginosa’nin ¢esitli lipid-A mutantlari bulunur
ve bakterinin konaga kars1 direncinin artmasini saglar (56).

Gram negatif bakteriler, sitoplazmik bilesenleri ¢evreleyen bir i¢ zar ve hiicreyi
cevresinden ayiran dis zardan olusan ¢ift zarl bir zarf ile beraber olusmaktadir. I¢ ve dis
zar peptidoglikan hiicre duvarini barindiran, periplazma adi verilen hiicresel bolmeyi
cevrelemektedirler (57).

Cevrenin olusturacag farkli tehditlere karsi birinci savunma mekanizmasi olarak
gram negatif bakterilerde dis zar bu gorevi istlenir. Bir¢ok biyolojik zarin dis zari
fosfolipid cift tabakasindan olusurken gram negatif bakterilerin dis zar1 bu sekilde bir
olusuma sahip degildir. Dis kismim1 LPS molekiilleri olusturmaktayken i¢ zarmi
fosfolipid molekiilleri iceren asimetrik ¢ift tabaka olusturmaktadir (58). Sekil 2.1’de gram

negatif bir bakteriye ait hiicre duvari yapisi sematize edilmistir.
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Sekil 2. 1. E. coli tarafindan iretilen LPS'nin yapisi. (Rooks MG, Garrett WS.’den uyarlanarak
Tirkgelestirilmistir) (57).

LPS {i¢ yapisal kisimdan olusur; Lipid A, ¢ekirdek oligosakkarit ve O-antijenden
olusan biiyiik bir glikolipiddir (57, 58). Tiir ve sus seviyesinde meydana gelebilecek
birgok varyasyon olmasina ragmen, LPS genel itibari ile yapisini korumaktadir. Dis
etkenlerden gelen mesajlara yanit niteligi tagiyan Lipid A’ nin yapist bu sekilde
modifikasyona maruz kalir. Cekirdek oligosakkaritler, tiirler arasinda ve hatta bir tiiriin
baz1 suslar1 arasinda farklilik gostermektedir. O-antijen, bilesenler arasinda en ¢ok
cesitlilik meydana getiren LPS boliimiidiir. Bazi Gram negatif bakteriler bu kismi
sentezleyemezler. Lipid A ve oligosakkaritten olusan yap1 lipooligosakkarit (LOS) olarak
adlandirtlir (58). Sekil 2.2.°de LPS’nin molekiiler yapisinin boliimleri gosterilmistir.
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Lipit A
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Sekil 2. 2. LPS’nin Molekiiler Yapisi. (Silipo A. ve ark’dan uyarlanarak Tiirkcelestirilmistir) (59). LPS:
Liposakkarit, LOS: Lipooligosakkarit.

Bakteriler arasinda LPS ¢esitlilik gostermektedir, fakat her sartta bu glikolipid
hiicre ylizeyinin biiyiik boliimiinii kaplar ve hiicreyi antibiyotik ve safra tuzlari gibi toksik
molekiillerin girisinden koruyan bir bariyer olusturur. Konak¢i bagisiklik sistemi
tarafindan karsilasilan birincil bakteriyel bilesen oldugundan, LPS genellikle bakteriyel
patojenitede 6nemli bir rol oynar. Lipid A, LPS'nin toksik 6zelliginden sorumlu olan

kismidir (60).
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Konakta mikrobiyal patojenlere karsi olusan asiri reaksiyonun, spesifik olmayan
dogustan gelen dogal bagisiklik sisteminin verdigi reaksiyon sonucu olustugu artik
yaygin olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, konak¢i yaniti, adaptif (edinilmis)
bagisiklik sistemindeki gibi, antijen isleme ve sunumuyla veya belirli patojene karsi
spesifik olarak hedeflenen hiicrelerin klonal ¢ogalmasiyla olmamaktadir. Buna karsilik,
konakgei tarafindan degil de yalnizca mikrobiyal patojenler tarafindan kodlanan; patojenle
iliskili molekiiler motifleri veya kaliplar1 (pathogen-associated molecular patterns,
PAMP'ler) tan1yan patern tanima reseptdrleri olarak bilinen germ hatt1 kodlu reseptorler
kullanilir. PAMP'lar, gram-negatif bakterilerdeki LPS, gram-pozitif bakterilerdeki
lipoteikoik asit ve peptidoglikan gibi bakteri hiicre duvarinin bilesenlerini ve ayrica CpG
DNA'sin1 (sitozin-fosfat diesterguanozin agisindan zengin bakteri DNA's1), bakteriyel

flagellini ve viriislerdeki ¢ift sarmalli RNA’y1 igerir (61).
2.5.1. Serum Proteinlerinin Rolii

Bakterisidal gecirgenlik proteini (BPI) ve LPS baglayici protein (LBP) gibi serum
proteinleri, LPS ile ilk karsilasan ve baglananlardir. Bu proteinlerin ikisi de LPS ile
etkilesime girer ancak, bu etkilesimlerin sonucu tamamen farklidir. BPI, LPS'yi hiicresel
hedeflerine asla ulagsmayacak sekilde baglar ve notralize eder. Aksine, LBP, LPS'ye
baglanir ve daha sonra dogustan gelen bagisiklik sistemini aktive etmek i¢in onu hiicre
yiizeyi molekiilii olan CD14'e iletir (62). Baska serum proteinlerinin de LPS yanitlarina
katildig1 gosterilmistir. Apolipoprotein, LPS'ye baglanir ve proinflamatuar sitokin TNF-
o’nin tretimini azaltir (63). LPS aktivitesini nétralize eden basgka bir serum proteini
laktoferrindir; laktoferrin, LBP ile rekabet ederek CD14 ile LPS etkilesimini inhibe eder
(64).

2.5.2. LPS Kaynakh Aktivasyon Modeli

Su anda, kabul edilen LPS tanima modeli, LPS'nin serumda LBP'yi ve LPS-LBP
komplekslerinin de hiicre yiizeyinde CD14'e baglandigin1 gosteren ufuk acici kesfe
dayanmaktadir (65). CD14, monositler ve makrofajlar gibi miyeloid soyundan gelen
hiicrelerde eksprese edilen bir reseptordiir. CD14 hiicre ylizeyine bir transmembran alani
yerine glikosilfosfatidilinositol (GPI) ¢apasi ile baglandigindan, hiicre aktivasyonuna yol
acan bir sinyali iletmek i¢in Toll benzeri reseptor 4 (TLR4) ve yardimci protein MD-2 ile

bir trimolekiiler reseptor kiimesini olusturur (66, 67) .
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Hiicre aktivasyonuna, p38 MAPK, c-Jun-N-terminal kinaz/stresle aktive olan
protein kinaz (JNK/SAPK) ve transkripsiyon faktorii NF-kB dahil olmak iizere mitojen
ile aktive olan protein kinazlart (MAPK'ler) iceren yollar aracilik eder (68-70). Bu
yolaklar, bakteriye kars1 koyan IL-lo, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin
indiiklenmesi gibi bir inflamatuar yanitla sonuglanir (71). LPS ile karsilasan hiicrede LPS

tanima modeli Sekil 2.3’te gosterilmistir.
a b

TLR4 TLR4 cD11/CD18
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Sekil 2. 3. LPS tanima modelleri. (a) LPS’nin serumda LBP ardindan da LPS-LBP kompleksinin monosit
hiicre yilizeyindeki CD14’e baglandigi kabul edilen LPS tanima modeli. CD14'te bir transmembran bolgesi
yoktur ve bir sinyal iletemez; bununla birlikte, Toll benzeri reseptor 4 (TLR4) ve aksesuar protein MD-2
ile iligkisinin ardindan, sinyal iletimi tetiklenir, bu olayda (MAPK), (JINK/SAPK), p38 ve niikleer faktor
kappa beta transkripsiyon faktorii (NF-KB) gibi ¢oklu sinyal molekiillerinin aktivasyonuna yol agar. (b)
LPS'nin monosit hiicre yiizeyindeki Oriintii tamma reseptorlerine bagladigi ve bir aktivasyon kiimesi
olusturdugu, onerilen LPS tanima modeli. Coklu sinyal molekiilleri aktivasyon kiimesi i¢inde c¢oklu
reseptorlerden tetiklenir. CD14, TLR4 ve MD-2'ye ek olarak, diger olasi etkilesim molekiiller sunlardir:
CD535, kemokin reseptorii 4 (CXCR4), 1s1 soku proteinleri (Hsps) ve integrin CD11/CD18. Ancak, dogal
bagisik yanitin ¢ok ¢esitli mikrobiyal patojenlere yanit vermesine olanak saglayacak farkli kombinasyonel
reseptor iligkilerinin meydana gelmesi beklenebilir (72).

2.6. Glukokortikoidler - Deksametazon

Gosterdikleri yan etkilerden dolayr “iki ucu keskin bigak™ olarak bilinen bu
ilaclarin yan etkileri molekiiler, hiicresel ve organ bazinda olusan dogal fizyolojik etkiler
olarak kendini gosterir (73). Dogal olarak sentezlenen glukokortikokoidlerin (GK) yari
omrii 60-90 dakika kadar olup karacigerde metabolize edilerek bobreklerden atilmaktadir.
Cesitli sebeplerle olusan enflamasyon varliginda viicutta iiretilip sistemik dolasima gegen
interlokin-1(IL-1), IL-6 ve interferon gibi sitokinler hipotalamo-pituiter-adrenal aksi
uyarirlar. Sonrasinda adrenokortikotropik hormona (ACTH) duyarli diiirnal ritm
kaybolmakta ve 48 saat iginde sonlanan fizyolojik adaptasyon ile sentez kapasitesi
onlarca kat artmaktadir (74).

Klinikte en sik kullanilan formlar prednison, prednizolon, metilprednizolon ve

deksametazondur. Deksametazonun kan-beyin bariyerini hizli gegme 6zelliginin yani sira
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metabolik yan etkilerinin daha fazla olmasina ragmen hizlica kuvvetli etki istenilen
durumlarda kisa siireli tercih edilmektedir.

Deksametazon sentetik yapida bir glukokortikosteroid olup kimyasal yapis1 ise
adrenal kortikosteroidlerin genel yapisina benzer. Deksametazonun molekiiler yapisi
Sekil 2.4” te gosterilmistir. Molekiil agirligi 392,461063 gram/mol olan deksametazonun
kimyasal formiilii ise C22H29FOs seklindedir (75) .

Sekil 2. 4. Deksametazonun molekiiler yapisi (75).

Glukokortikoidler; immiinosupresif, antiinflamatuar, ve antiallerjik etkileri
sebebiyle tedavilerde siklikla kullanilan ilaglardandir (76). Glukokortikoidler; protein
katabolizmas1 ve lipolizi arttirirlar, glikoneogenezi uyarirlar, enflamatuar yaniti ve
immiiniteyi giiclii olarak baskilayabilirler (77).

Deksametazon uzun bir aniinflamatuvar etkiye sahip ve potensi hidrokortizonun
otuz kati kadardir. Ayrica antiemetik etkili bir steroiddir. Glukokortikoidler,
suprafizyolojik konsantrasyonlarda herhangi bir etkene baglhh akut ve kronik
inflamasyonu inhibe ederek antienflamatuar etki gosterirler. Antijen tarafindan duyarli
lenfositlerin aktivasyonu ya da antijen antikor birlesmesiyle olusan allerjik inflamasyon,
glukokortikoidlerce inhibe edilir (78). Prostoglandin sentezinin inhibisyonu ile olusan
antienflamatuar etki dolayisiyla inflamasyon kaynakli belirtilerin ve uyarilarin
azaltilmasina; bagirsaklardan serotonin salinimimin inhibe olmasina Ssebebiyet verir.
Merkezi sinir sistemindeki permeabilite degisikliklerine bagli olarak antiemetik etki de
gostermektedir (79, 80).

Hiicresel tepkileri indiikleyen hiicre dis1 sinyal proteinleri olan sitokinler, protein
tiretimini, antijen eckspresyonunu ve proliferasyonunu etkiler. Glukokortikoidler,
proinflamatuar sitokinleri, 6rnegin IL-1p, IFNa’y1 baskilar (81, 82).

GK’lerin immiin sistemde farkli hiicre tiplerine olan etkileri ozeldir. B
hiicrelerinde B hiicre reseptor ve Toll-benzeri reseptor (TLR) 7 sinyallerini yayan genleri
baskilarken,  antiinflamatuar sitokin reseptorlerini, Ornegin TGFBR, IL-10R’yi
indiikleyerek IL-10 salimmini artirirlar(83). T hiicrelerinde ise T hiicre reseptor

baglanmasini ve sitokin ekspresyonunu azaltirlar (84). Anti-inflamatuvar acidan en
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onemli gorevi ise damar yapisinda vazodilatasyon ve l6kosit toplanmasina sebep olan
pro-inflamatuvar sitokinleri (IL-1, TNF, IL-6), kemokinleri ve arasidonik asit

metabolitlerini (prostaglandin E2, 16kotrien, histamin) inhibe etmeleridir. (84, 85).

2.7. Timokinon

Timokinon, Ranunculaceae familyasina ait olan Nigella sativa L.nin ugucu
yaginda bulunur (86). Corek otu olarak bilinen N. sativa tohumlari, Orta Doguda insanlar
arasinda popiilerdir. N. Sativa tohumlarmnin biyolojik etkinliginin ¢ogunlugu, tohumlarin
%30-48'"ini olusturan yag bilesenine dayanmaktadir. FDA, ¢orek otu yagimi "Genel
Anlamda Giivenli Olarak Tanman" olarak etiketlemistir (87). Timokinonun anti-
konviilzan, anti-mikrobiyal, kanser Onleyici, anti-histaminik, anti-diyabetik,
antiinflamatuar, ve anti-oksidan etkilerini belirten sonuglar gosterilmistir (88).

Timokinonun anti-inflamatuar etkinligine birkag molekiiler mekanizma ve sinyal
yolu aracilik eder (8, 89). Timokinon bu etkinligi agirlikli olarak siklooksijenaz (COX)
modiilasyonu yoluyla uygular (90). Prostaglandin-endoperoksit sentaz olarak da bilinen
COX, prostaglandinler ve tromboksan gibi prostanoidlerin olusumunu katalize eder (91).
Izoenzimleri COX-1 ve COX-2'yi igerir. COX-1, iltihaplanma sirasinda asir1 eksprese
edilir ve biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan modiile edilir. Ote yandan, COX-2
asir1 ekspresyonu meme, pankreas, mide ve akciger kanserlerinde gozlenmektedir (92-
96). Asirt ifade edildiginde, COX-2 anjiyogenezi yukari regiile eder ve apoptozu azaltir
(97, 98). Alerjik hava yolu iltihab1 olan farelerde, Timokinonun COX-2 ekspresyonunu
ve ardindan gelen prostaglandin tiretimini baskiladig1 gosterilmistir (99).

Timokinon ayrica hem in vivo hem de in vitro polimorfoniikleer nétrofilleri
(PMN) aktive eder (100). PMN'ler, NADPH oksidaz tarafindan siiperoksit anyon
olusumuna ikincil patojenlere kars1 koruyucu bir role sahiptir (101).

Timokinon Nrf2 yoluyla inflamasyonu azaltir. Heme-oksijenaz 1'in (HO-1), Nrf2-
ARE'nin (antioksidan yanit elemani) aktivasyonuna sekonder olarak timokinon
tarafindan uyarildigi gésterilmistir (102). Bu mekanizma, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
uyarilan PKB/Akt ve siklik AMP ile modiile edilmis protein kinaz-alfa (AMPK alpha)
tarafindan indiiklenir (102). Ek olarak, sigan oral timokinon tedavisi, interlokin 1 beta
(IL-1P), interlokin 6 (IL-6), timor nekroz faktorii (TNFa) interferon y (IFNy) ve
prostaglandin E2 PGE(2), gibi birka¢ proinflamatuar diizenleyicide azalmaya neden olur
(103). Ayrica, sicanlarda intraperitoneal timokinon enjeksiyonu, kan 16kosit sayisindaki
artis1 ve plazma IL-6 konsantrasyonunu baskilar (103). Alerjik astimi olan farelerde,
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timokinon Th2, sitokinlerin diizeylerini azaltmistir (104). Ayrica, timokinon,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve doniistiirticii biiyiime faktorii-p1 (TGF-B1)
mRNA'larinin ekspresyonunu baskilayarak astimla iligkili inflamatuar degisiklikleri
onler (105). Inflamasyon sirasinda timokinonun hiicre i¢indeki molekiiler hedefleri Sekil

2.5°de gosterilmistir.

Oksidatif Stres flzll(ltyuine
G R R i L asm Eﬂiffk ey

" EGFR )

Sekil 2. 5. Inflamasyon: Timokinonun molekiiler hedefleri (106). Kisaltmalar: iNOS(indiiklenebilir
Nitrikoksit Sentaz), ve NF-kB, Siklooksijenaz (COX), Niikleer faktor eritroid 2 (Nrf2),Timokinon (TQ),
prostaglandin E2 (PGE2), Epitelial Biiyiime Faktorii (EGFR), MAPK

Bu galigmada LPS’nin neden oldugu septik sokta meydana gelen kontrolsiiz
inflamatuar cevaba kars1 timokinonun profilaktik etkilerinin analiz edilmesi
amaglanmistir. Bu amagcla timokinonun, LPS ile uyarilmis mononiikleer hiicrelerde
sitokin diizeyleri iizerindeki etkileri incelendi. Timokinonun olasi antiinflamatuar
etkileri, sentetik bir glukokortikoid olan ve proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini

inhibe ettigi bilinen (107) deksametazon ile de karsilastirildi.
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3. YONTEM

Calismalarimizin tamami Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Tip Fakiiltesi
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Ayrica ¢alismamiz Alanya Alaaddin Keykubat
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Kordinatdrliigiince 2021-04-02-MAP14
numarali proje olarak desteklenmistir. Calismada kan 6rneklerinin alindigi goniilliilere
bilgilendirme yapilmis ve Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulunun 30/11/2022 tarih ve 13-02 numarali karariyla onay alinmistir.

3.1. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicrelerin Elde Edilmesi

LPS ile indiiklenen periferik kan mononiikleer hiicrelerinde olas1 proinflamatuvar
sitokin degisiklikleri tizerine timokinonun etkisini analiz etmek i¢in kullanilan kanlar,
herhangi bir kronik hastalik hikayesi olmayan ve son 3 ayda bulasict bir hastalik
gecirmeyen saglikli ve yetiskin kadin ve erkek goniilliilerden temin edildi. Kanlar dahil
edilme kriterlerini tasiyan saglikli 5 kadin ve 5 erkekten K2EDTA antikoagiilant tiiplere
20 ml alinarak bekletilmeden mononiikleer hiicrelerine ayrildi.

Mononiikleer hiicreler (MNH), yogunluk-kademeli santrifiigasyon yontemi ile
izole edildi. Alinan kan ornekleri 1:1 oraninda DPBS (kalsiyum veya magnezyum
icermeyen Dulbecco's PBS) ile diliie edildi ve daha sonra 1:3 oraninda Ficoll/Histopaq
soliisyonu (Sigma, Ingiltere) iizerine yayildi. Hazirlanan &rnek 400 g’de 23°C de 30
dakika santrifiij edildi. Plazmanin hemen altindaki ara fazda (bulutsu tabaka) biriken
mononiikleer hiicreler pipet yardimi ile alinarak taze besiyeri ile yikama islemine maruz
birakildi. Yikama islemi i¢in mononiikler hiicrelerin hacminin yaklasik 5 kat1 kadar
besiyeri eklendi ve 400 g hizda 18 °C 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilarak hiicreler %10 fetal bovine serum (FBS) (Sigma, Almanya), 2 mM
glutamin (Sigma, Almanya) ve 100 unit/mL penisilin-streptomisin igeren RPMI1640
(Sigma, Almanya) besiyeri kullanilarak resiispanse edildi. Tripan mavisi kullanilarak
otomatik hiicre sayim cihazinda (Bio-Rad TC20, ABD) hiicre sayimi1 yapildi ve kuyucuk
basina 1x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara dagitildi. Hiicreler, 37 °C sicaklik,
%35 CO2 ve %95 nemli ortam saglayan inkiibatdrde (Thermo Scientific, ABD) inkiibe
edildi.
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3.2. Hiicre Proliferasyon Analizi ve Etken Madde Dozlarimin Belirlenmesi

Hiicre proliferasyon analizi dimetil tiazol difenil tetrazolyum (3-(4,5-
dimethyltiazol-2—-yl)-2,5diphentyltetrazolium bromide - MTT) ile yapildi. MTT yontemi
mitokondriyal aktivitesi devam eden canli hiicrelerin kantitatif saptanmasinda kullanilan
kolorimetrik bir yontemdir (108). Canli hiicrenin mitokondrisindeki enzimatik
reaksiyonlar sonucu tetrazolyum halkasi kirilarak renk degisimi meydana gelir. Aktif
olmayan hiicrenin mitokondrisi bu reaksiyonu ger¢eklestiremediginden herhangi bir renk
degisimine sebep olmaz (109). Yontemin temel prensibi, MTT boyasindaki agik renkli
tetrazolyum tuzunun, spektrofotometrik olarak Olgiilebilen yogun mor-mavi renkli
formazon kristallerine enzimatik indirgenmesine dayanir (108). Buna bagli olarak olusan
mor formazon kristallerinin yogunlugu, ortamda bulunan hiicrelerin canlilig1 ve hiicresel
aktivitesi hakkinda bilgi verir. Bu yontemle kullanilacak olan herhangi bir terapotik
ajanin hiicre tizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri belirlenebilmektedir.

Calismada kullanilan LPS, timokinon ve deksametazon dozlarinin belirlenmesi
amaciyla ti¢ ayr1 donérden alinan kan orneklerinden elde edilen MNH'ler ile artan
dozlarda etken madde kullanilarak kiiltiir yapildi. LPS i¢in 0,1-0.5-1-5-10-25-50-100-
200-500 ng/ml konsantrasyonlar, timokinon ve deksametazon i¢in 0,1-0,5-1-5-10-25-50-
100-200-500 uM konsantrasyonlar uygulandi. MTT yontemini uygulamak i¢in hiicre
sayis1 ve canlilik oranlari, tripan mavisi, (Sigma-Aldrich, T6146) boyamasi kullanilarak
hiicre sayimu ile belirlendi. Calismada kiiltiir kab1 olarak 96 kuyucuklu plak kullanildi ve
her kuyuda 1x10* sayida canli hiicre ile ¢alisildi. Ekimi yapilan hiicrelere etken madde
uygulamalar1 yapildiktan sonra hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) soliisyonundan (0,5
mg/mL) 10 pl ilave edilerek 37°C ve %5 CO2 igeren ortamda 4 saat daha inkiibe edildi.
Bunun ardindan plaklar santrifiij edildi ve besiyeri bir pipet ile dikkatli bir sekilde alinarak
¢oOziicii olarak 100 ul DMSO ilave edildi. Formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in 20 dk
daha inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin, mikroplak okuyucu
spektrofotometre (Synergy H1, Biotek, Vermont, ABD) ile 570-630 nm absorbans
degerinde Olclimleri yapildi. Bu g¢alisma sonucunda doz etkileri saptandi ve

proliferasyonu negatif etkilemeyen bir doz ile ¢aligma organize edildi.
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3.3. Deney Gruplar1 ve Calisma Plani

MTT testi ile saptanan uygun dozlar literatiirde yer alan c¢alismalarla
karsilastirilarak etkin timokinon ve deksametazon konsantrasyonu secilerek asagidaki
Tablo 3.1.’de yer alan calisma gruplar1 olusturuldu. 1x108 hiicre/ml/kuyucuk olacak
sekilde 2,5 mL ig¢inde 6 kuyucuklu plaklara dagitilan hiicreler, 4 saat ve 24 saat olmak
iizere iki farkli inkiibasyon siiresi boyunca ilag etkisine maruz birakildi. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra deney gruplarindan bir kaziyici (scraper) yardimi ile toplanan
hiicreler 1200g de 4-8 °C araliginda 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernant
uzaklastirilarak RT-qPCR c¢aligmalari igin peletler -80 °C de saklandi. ELISA analizleri
icin ise yine ayn1 protokoliin sonunda hiicreler, sivi ortamda ¢dziinebilir formda bulunan
sitokinleri tespit edebilmek amaciyla kiiltiir sivisi ile birlikte toplanarak -20 °C de

muhafaza edildi.
Tablo 3. 1. Deney Gruplari

I KONTROL Besiyeri herhangi bir madde igermiyor.
11 LPS Besiyeri sadece 100 ng/mL LPS igeriyor.
I TIMOKINON 1.DOZ (T1) Besiyeri yiiksek konsantrasyonda,100 pM

timokinon igeriyor.
v TIMOKINON 2.DOZ (T2) Besiyeri diisiik konsantrasyonda, 10 pM
timokinon igeriyor.
\% DEKSAMETAZON (D) Besiyeri sadece 1 uM deksametazon igeriyor.
VI LPS + TIMOKINON 1. DOZ Besiyeri LPS ve yiiksek konsantrasyonda
(LT1) timokinon igeriyor.

viI LPS + TIMOKINON 2. DOZ Besiyeri LPS ve diisiik konsantrasyonda
(LT2) timokinon igeriyor.

VIII LPS + DEKSAMETAZON (LD) Besiyeri LPS ve deksametazon igeriyor.

3.4. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time gPCR) Analizleri
3.4.1. RNA Ekstraksiyonu

PCR galigmasi igin -80 °C de saklanan pellet numunelerinden, RNA ekstraksiyon
kiti (Roche, Almanya) kullanilarak, RNA elde edildi. Oncelikle kit igerigi kullanim
kilavuzuna gore hazir hale getirildi. Peletlerin istine 200 pL PBS ve 400 pL
lizis/baglama tamponu (Lysis/Binding buffer) eklendi ve 15 saniye vorteks yapildi.
Falkon tiip igerisinde bulunan bu karisim, i¢inde filtre bulunan toplama tiipiine aktarildi.
Daha sonra 8000 g’ de 15 sn santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi filtre kaldirilarak tiipte
biriken siipernatant atildi ve filtre tekrar tiipe yerlestirildi. DNA’nin uzaklastirilmasi
amaciyla her bir 6rmek icin 90 pL DNAaz inkiibasyon tamponu, 10 uL. DNAaz ile
karistirllip DNAaz karisimi olusturuldu ve tiiplere pipetaj ile eklendi. 15 dakika oda

sicakliginda bekletilen 6rneklerin {izerine iizerine 500 puL yikama tamponu I eklendi ve
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(Wash Buffer I) ve 8000 g’ de 15 sn santrifiij edildi. Filtre kaldirilarak yine tiipteki
siipernatant dokiildii ve tekrar filtre yerlestirildikten sonra iizerine 500 puL yikama
tamponu II (Wash Buffer II) eklendi. Tekrar 8000 g hiza 15 sn santrifiij edildi ve filtrenin
altinda kalan siipernatant dokiildii. Daha sonra {izerine 200 pL yikama tamponu II tekrar
eklendi ve 13000 g hizda 2 dk santrifiij edildi. Her basamakta oldugu gibi, filtrenin alt
kisminda kalan siipernatant dokiildii. Fitreler, bu asamalarda kullanilan tiiplerden alinarak
etiketlendirilmis steril yeni 1,5 mL eppendorflara yerlestirildi ve {izerlerine 50 pL
ayristirma tamponu (Elution Buffer) eklendi ve son olarak 8000 g hizda 1 dk santrifiij
edildi. Orneklerdeki toplam RNA konsantrasyonlarinin saptanmasi icin 2 pL 6rnek
kullanilarak multimod okuyucu ile dl¢timler yapildi. Elde edilen RNA &rnekleri, cDNA

eldesi i¢in -80 °C dondurucuda saklandi.
3.4.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezlemek i¢in hazir kit (ABM, ABD)
kullanildi. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan sentez tiiplerine, RNA ekstraksiyonlarindan
toplam 1 pg RNA icerecek hacimde 6rnek miktart aktarildi. Tiiplere daha sonra kit
iceriginde bulunan RT buffer 4 pL ve Reverse Transcriptase, dNTP, oligo primer ve
random primerlerden 1pL eklendi. Her bir tiipte toplam hacim 20 pL olacak sekilde kalan
miktar nukleaz free su ile tamamlandi. Tipler termal dongii cihazina (Applied
Biosystems, SimpliAmp, Singapur) yerlestirilerek asagida verilen dongii ile cDNA

sentezi gerceklestirildi.

- Reverse transcriptionl 25°C, 10 dk
- Reverse transcription 2 50°C, 60 dk
- Inaktivasyon 85°C, 5 dk

- Sogutma 4°C, siiresiz

3.4.3. RT- gPCR Analizleri

RT-qPCR ile gruplar arasinda TNFa, IFy, IL1B, IL-10 mRNA ekspresyonlarinda
olusabilecek degisikliklerin saptanmasi hedeflenmistir. Bu islem i¢in 6zgiil primerler
(Macrogen, Almanya) kullanilmis olup baz dizileri Tablo 3.2°de verilmistir. Bu 6zgiil
primerlerin her biri ile elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak analiz gergeklestirildi. Bu
analizin gegeklestirilmesinde her bir 6rnekte kullanilan soliisyonlarin ve reaktiflerin

miktarlar1 Tablo 3.1°de verilmistir. Buna gore tliplerde hazirlanan 6rnekler Light cycler
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96 cihazinda 40 dongiide amplifiye edildi. Amplifikasyon dongiisiic Tablo 3.4°te

verilmisgtir.
Tablo 3. 2. Kullanilan primerler
Primerler ve baz dizileri
F | 5-CTCTTCTGCCTGCACTTTG-3'
TNF-a Timor Nekroz Faktor alfa
R | 5-ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC-3'
F | 5-GAGTGTGGAGACCATCAAGGAAG-3'
IF-y Interferon gama
R | 5-TGCTTTGCGTTGGACATTCAAGTC-3'
F | 5-CCACAGACCTTCCAGGAGAATG-3'
IL-1B Interlokin 1 beta
R | 5-GTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG-3'
F | 5-GCCTAACATGCTTCGAGATC-3'
IL-10 Interlokin 10
R | 5-TGATGTCTGGGTCTTGGTTC-3'
. ) F | 5-CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3'
B-Actin Actin, beta
(Housekeeping) R | 5-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-3'

Tablo 3. 3. Primer Mikslerinin Hazirlamak i¢in Gereken Soliisyon ve Reaktif Miktarlar

Soliisyon / Materyal Miktar

Syber Green master mix 12,5 pl
Ozgiil Primer 1 ul
cDNA 1ul

Su 10,5 pl

Toplam 25 ul

Tablo 3. 4. RT-qPCR Amplifikasyon Dongiisii

Dongii sayist Siire Sicaklik Dongii Nedeni
1 15 dakika 95 °C Taq pohm_erazm sicaklikla
aktivasyonu
15 saniye 95 °C Saptanan florokrom prob Sybr
i Green verilerinin toplanmast
40 20 saniye 60 °C
20 saniye 72 °C
Melting 10 saniye 95 °C Spesifik baglanmanin teyidi i¢in
i erime egrisi analizi
60 saniye 60 °C
stiresiz 97 °C

MNH’lerde proinflamatuvar TNF-o, IL-18 ve IFN-y sitokinlerinin mRNA
diizeyinde ekspresyon seviyeleri LightCycler 96 Probes Master qPCR Sistemi (Roche
Applied Science) kullanilarak degerlendirildi. Boya olarak, ¢ift iplikli DNA'ya
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baglanabilen SYBR Green kullanildi. Reaksiyon final konsantrasyonu, iiretici firmanin
belirttigi protokole uygun olarak hazirlandi ve reaksiyon, steril 8’li PCR stripleri i¢inde
gergeklestirildi.

qPCR’da optik analiz sonucu elde edilen veriler (Ct) olarak kaydedildi ve hedef
proteinlerin ekspresyon seviyeleri house keeping gen olarak belirlenen B-actin (ACTB)
ile normalize edildi. Gen ekspresyonu;

AACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin) tedavi grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)
kontrol grubu

Formiilii kullanilarak 2-AACT metodu ile mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak
azalma ya da artis seklinde hesaplandi (110).

3.5. ELISA Analizleri

TNF-a, IL-1B ve IF-y seviyeleri kat1 faz sandvi¢ ELISA testi (Elabscience) kitleri
kullanilarak yapildi. Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢alismaktadir. Kit icinde
bulunan 96 kuyucuklu plaklar TNF-a, IL-1pB ve IFy’ya 6zgii bir monoklonal antikorlarla
kaplanmistir. Standartlar veya numuneler mikro ELISA plaka kuyucuklarina eklenir ve
spesifik antikor ile birlestirilir. Daha sonra TNF-a, IL-1B, IF-y ve avidin-yaban turpu
peroksidaz (HRP) konjugatina 6zgili biyotinlenmis bir tespit antikoru, her mikro plaka
kuyusuna art arda ilave edilir ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler yikanarak uzaklastirilir.
Her kuyucuga substrat ¢ozeltisi ilave edilir. Sadece TNF-a, IL-1p veya IF-y, biyotinli
tespit antikoru ve avidin-HRP konjugati igeren kuyucuklar mavi renkte goriinecektir.
Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek sona erdirilir ve renk sararir.
Optik yogunluk 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak o6lgiiliir. Optik
yogunluk degeri, TNF-a, IL-1p, IF-y konsantrasyonlari ile orantilidir. Numunelerin optik
yogunlugu standart egri ile karsilagtirarak numunelerdeki TNF-a, IL-1p veya IF-y
konsantrasyonlari hesaplanir.

Dondurucuda saklanan ornekler, 3 kez dondurma-¢ozme dongiisiine maruz
birakarak hiicrelerin tamamen parcalanmasi saglandi. Bu islem oda 1sisina maruz
birakmadan buza gomiilii bir ortamda ivedi bir sekilde yapildi. 2-8°C'de 1500xg'de 10
dakika santrifiij edilerek silipernatant toplandi. Elde edilen siipernatantlar yeni bir
ependorfa alinarak analizler yapilana kadar -20°C’de saklandi. Her bir Ornege ait
Olgtimler 3 kere tekrarlandi.

1. Standart calisma ¢ozeltisi ilk iki kolona eklendi: Cozeltinin her konsantrasyonu,
her bir kuyucuga, yan yana (her kuyucuk i¢in 100 uL) cift olarak eklendi. Ornekler diger
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kuyucuklara eklendi (her kuyucuk i¢in 100 uL). Plaka, kitte verilen sizdirmazlik filmi ile
kapatildi. 37 © C'de 90 dakika inkiibe edildi.

2. Sivilar kuyucuklardan yikama yapmadan uzaklastirildi. 100 puL Biyotinli tespit
antikoru c¢alisma soliisyonu eklendi. Plaka sizdirmazlik filmi ile kapatildi. Yavasca
karistirildi. 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi.

3. Swvilar kuyucuklardan aspire edildi, 350 uL yikama tamponu eklendi. 1 ~ 2
dakika bekletildi ve her kuyudan soliisyon aspire edildi ve temiz emici kagida hafifce
vurarak kurulandi. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlandi.

4. Her kuyucuga 100 pL HRP Konjugat c¢alisma soliisyonu eklendi. Plaka
sizdirmazlik filmi ile kapatildi. 37 © C'de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Swvilar kuyucuklardan aspire edildi, yikama islemi adim 3'te gosterildigi gibi
bes kez tekrarlandi.

6. Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. Yeni bir plaka sizdirmazlik filmi
ile kaplandi. 37 © C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi. Plaka 1s1ktan korundu. Reaksiyon
stiresi gercek renk degisikligine gore kisaltildi veya uzatildi, ancak 30 dakikadan fazla
beklenmedi.

7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi. Durdurma ¢ozeltisinin
eklenmesi, substrat ¢ozeltisindeki ayni sirayla yapildi.

8. Her bir kuyucugun optik yogunlugu, dalga boyu 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikro plaka okuyucu ile bir kerede belirlendi.

Her standart ve numune igin yinelenen okumalarin ortalamasini alindi, ardindan
ortalama sifir standart optik yogunlugu ¢ikarildi. Microsoft Excel’de bulunan log-log

algoritmasi kullanilarak standart egri elde edildi. Sonuglar pg/ml olarak ifade edildi.

3.6. istatistiksel Analiz

MTT analizleri sonucunda gruplarda tiim Orneklerden elde edilen absorbans
degerleri kontrol grubu 100 olacak sekilde % degerlere ¢evrildi. RT-gPCR ile elde edilen
Threshold cycle (CT) degerlerinin ise referans gen (housekeeping gen, HKG) B-Actine
gore normalizasyonu ve fold change (katli degisim) i¢in 2(—AACT) hesaplamalar1 yapildi.
Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro Wilk testi ile analiz edildi. MTT
analizleri ile elde edilen sonuglarin karsilagtirilmasi ve RT-qPCR ile elde edilen rolatif
MRNA ekspresyonlarinin kat degisim degerleri ve ELISA sonuglar1 Kruskal-Wallis ile
Dunn’s ¢oklu karsilastirma kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Analizler igin
GraphPad Prism versiyon 9.0.0 programi kullanildi.

27



4. BULGULAR

4.1. MTT Bulgulan

Timokinon, LPS ve deksametazonun hiicrelerin proliferasyonu ve canlihig
tizerine etkilerini analiz etmek amaciyla MTT testi yapildi. Analizler 24 saat ve 4 saatlik
maruziyette etkiler olarak degerlendirildi. Ayrica mikroskobik analizlerde de hiicrelerin
proliferasyonuna etkisi degerlendirildi. Inkiibatorde 24 saatlik analizlerde &zellikle
yiiksek konsantrasyonlarda etken maddelerin olumsuz etkileri goriildii. Kiiltiir sonrasi,
tripan blue ile hiicrelerin canlilig1 ve sayist kontrol edildi. mRNA sitokin ekspresyon
diizeyleri analiz edildi, RNA konsantrasyonlarin diisiik saptandi. Ozellikle timokinon
bulunan gruplarda 40 dongii igerisinde ekspresyon degerleri elde edilemedi. Bununla
beraber kontrol ama¢li ELISA da bakildi. Siire uzadik¢a timokinonun hiicre
aktivitelerinin baskilandig1 gosterildi.

Bu nedenle 24 saatlik ¢alisma protokolii yerine 4 saatlik inkiibasyona maruz
birakilan gruplarda mRNA ekspresyon ve ELISA sonuglar1 degerlendirildi. Calismada 4
saatlik maruziyette kor disinda tiim kuyucuklarda formazon kristallerinin olustugu
gozlendi. Bu konsantrasyonlar arasinda literatiir destegi ile de timokinon igin 10 uM ve
100 pM, deksametazon i¢in 1 pM konsantrasyonlar1 kullanilarak ekspresyon analizleri
icin gruplar olusturuldu. LPS etkisi i¢in ise 100 ng/mL konsantrasyon kullanildi.

Timokinon oldukg¢a yiliksek konsantrasyonlara kadar sitotoksik etki gdstermedi.
Bununla beraber 200 pM konsantrasyonda proliferasyonda anlamli azalma tespit edildi.
Ek olarak konsantrasyonlarin higbirinde 4 saatlik maruziyette mikroskobik olarak
morfolojik degisiklikler saptanmadi fakat 24 saatlik maruziyette hiicrelerde morfolojik
olarak degisiklik gézlendi. Hiicrelerin mikroskobik goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

200 uM konsantrasyon ve sonrasinda kontrole gore hiicreler iizerinde anlamli
sitotoksik etkilere neden olarak proliferasyonun durdugu tespit edildi. Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Timokinon MTT sonucu elde edilen edilen % proliferasyon ve ortalama
standart hata (SEM) sonuglar1 Tablo 4.1. de verilmistir.
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Sekil 4. 1.Timokinonun 100 pM konsantrasyonunda hiicrelerin mikroskobik goriintimleri.A 4 saat
maruziyet, B 24 saat maruziyet
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Sekil 4. 2. Timokinonun artan konsantrasyonlarinda hiicre kiiltiirinde MNH’ler iizerine
proliferatif/sitotoksik etkileri. MTT analizlerine gore 200 ve 500 uM konsantrasyonlarda anlamli derecede
inhibisyon. Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilagtirma. *p<0.05, **p<0.01

Tablo 4. 1. Timokinonun artan konsantrasyon gruplarinda MNH’ler iizerine % proliferasyon/sitotoksisite
ortalama, SD ve kontrole gore anlamli farklarda p degerleri

Timokinon
Konsantrasyonu (uM)| Kont | 0,1 | 0,5 1 5 10 25 50 | 100 | 200 | 500

Ortalama %

Proliferasyon 100,0 | 102,2 | 100,7 | 98,76 | 99,42 | 97,66 | 95,13 | 94,16 | 70,91 | 27,99 | 6,600

Std. Error of Mean |1,563|2,003|1,118|0,940|1,013|0,928|1,281|1,319|1,481 0,890 | 0,695
Timokinon proliferasyon/sitotoksisite — Kontrol grubuna gore anlaml farklar

Konsantrasyon p degeri
200 uM 0,0252
500 uM 0,0029

Kont: Kontrol
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Deksametazon 50 uM konsantrasyondan itibaren hiicreler iizerinde
sitotoksik/antiproliferatif etkilere neden oldu. Deksametazonun MTT sonucu elde edilen
% proliferasyon ve ortalama standart hata (SEM) sonuglar1 Tablo 4.2. ve Sekil 4.3°de

verilmistir.
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Sekil 4. 3. Deksametazonun artan konsantrasyonlarinda hiicre kiiltiirinde MNH’ler {izerine
proliferatif/sitotoksik etkileri. Mtt analizlerine gore 50 ve 500 pM arasinda konsantrasyonlarda anlaml
derecede inhibisyon. Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001

Tablo 4. 2. Deksametazonun artan konsantrasyon gruplarinda MNH’ler lzerine %
proliferasyon/sitotoksisite ortalama, SD ve kontrole gore anlaml: farklarda p degerleri

Deksametazon
Konsantrasyonu
(uM) Kontr| 0,1 | 0,5 1 5 10 25 50 | 100 | 200 | 500
Ortalama %
Proliferasyon 100,0 | 97,60 | 96,84 | 96,89 | 95,74 | 93,08 | 92,31 | 75,66 | 48,91 | 45,31 | 37,06
Std. Error of Mean | 0,636 1,101 |0,951|1,088|1,142|0,892 | 1,203 1,483 |1,225|1,082 | 1,566
Deksametazon proliferasyon/sitotoksisite — Kontrol grubuna gére anlamli farklar

Konsantrasyon p degeri
50 uM 0,0282
100 uM 0,0021
200 uM 0,0004
500 uM <0,0001

LPS’nin yiiksek konsantrasyonlarda etkisi timokinon ve deksametazona gore
sayisal olarak daha az degerlerde kaldi. Bununla beraber 200 ve 500 uM konsantrasyonlar
anlamli bir sitotoksik etki gosterdi. LPS’nin MTT sonucu elde edilen edilen %
proliferasyon ve ortalama standart hata (SEM) sonuglart Tablo 4.3. ve Sekil 4.4°te

verilmistir.
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Sekil 4. 4. LPS’nin artan konsantrasyonlarinda hiicre kiiltiirinde MNH’ler {izerine proliferatif/sitotoksik
etkileri. MTT analizlerine gore 200 ve 500 uM konsantrasyonlarda anlamli derecede inhibisyon. Kruskal
Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01

Tablo 4. 3. LPS’nin artan konsantrasyon gruplarinda MNH’ler {izerine % proliferasyon/sitotoksisite
ortalama, SD ve kontrole gore anlamli farklarda p degerleri

LPS Konsantrasyonu

(ng/mL) Kontr| 0,1 | 05 1 5 10 25 50 | 100 | 200 | 500

Ortalama %

Proliferasyon 100,0 | 103,4 | 99,06 | 99,75 | 101,4 | 97,58 | 95,69 | 94,53 | 93,37 | 87,92 | 73,97

Std. Error of Mean | 0,624 1,264 |1,015]0,952 | 1,083 | 0,940 | 0,895 | 1,402 | 1,462 | 1,423 | 1,698
LPS proliferasyon/sitotoksisite — Kontrol grubuna gore anlaml farklar

Konsantrasyon p degeri
200 ng/mL 0,0439
500 ng/mL 0,0037

4.2. Hedef sitokinlerin rolatif mRNA ekspresyon bulgulari
4.2.1. Rolatif TNF-a mRNA Ekspresyonlari

Calismamizda elde edilen sonuglara gore timokinon artan konsantrasyonlarinin
bulundugu tiim gruplarda TNF-o mRNA ekspresyonunu oldukca siddetli bir sekilde
azaltmistir. Bu azalmalar, kontrol grubuna ve LPS gruplarina gére anlamlidir EK olarak
deksametazon da ekspresyonu baskilamistir. LPS tek basina TNF-o ekspresyonu iizerine
anlamli bir degisiklik yapmadi fakat kontrole gore biraz artis gostermistir. Yalniz
timokinonun ve deksametazonun baskilayict etkisi LPS’den bagimsiz goriilmektedir.
Ciinkii sadece timokinonun ve deksametazonun kullanildig1 gruplar ile beraberinde bu

etken maddelerin ayni
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konsantrasyonlarini igeren LPS gruplar1 arasinda da (LT1, LT2, LD) fark tespit edilmedi.
Rolatif TNF-a mRNA ekspresyonlari Sekil 4.1°te gosterilmistir.
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Sekil 4. 5. TNF-a mRNA ekspresyonlari. Kontrol ve LPS gruplarina karst diger gruplarin
ekspresyonlarinda anlamli azalmalar. Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01,

****p<0.0001

TNF-a mRNA ekspresyonunda gruplarda elde edilen ortalama katsay1 degisimi
(fold change), SD degerleri Tablo 4. 4’te verilmistir.

Tablo 4. 4. TNF-a mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda ortalama katsay1 degisimi (fold change), ve
Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 gruplar arasi anlamli

farklarda p degerleri

TNF-o - Gruplar  |[Kontr| LPS T1 T2 D LT1 LT2 LD
Ortalama
Fold Change 1,000] 1,204 |0,03335] 0,1890 | 0,2828 |0,04031| 0,1995 | 0,3373
Ortalama Standart Hata |0,000/0,1949|0,02138|0,07413|0,05268)0,02792|0,06415| 0,055
TNF-a mMRNA ekspresyonunda gruplar arast anlamli farklar
Gruplar arasi karsilagtirma p degeri
T1 vs. Kontrol <0,0001
T2 vs. Kontrol 0,0069
LT1 vs. Kontrol <0,0001
LT2 vs. Kontrol 0,0272
T1vs. LPS <0,0001
T2 vs. LPS 0,0054
LT1vs. LPS <0,0001
LT2 vs. LPS 0,0217
LDvs. T1 0,0394

4.2.2. Rolatif IFy mRNA Ekspresyonlar:

LPS burada da anlamli bir ekspresyon artisina neden olmadi. Bununla beraber

timokinon ve deksametazonun etkileri TNF-a’da oldugu gibi IFy mRNA ekspresyonlarini
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baskilamigtir. [Fy’da da LPS etkisinden bagimsiz bir azalma goriilmektedir. Gruplardaki
ekspresyon diisiisleri yine TNF-o’da oldugu gibi LPS grubuna gore de anlamlidir. Ek
olarak Ozellikle timokinonun yiiksek ve diisiik konsantrasyonu deksametazondan daha
siddetli ve anlamli etki gostermistir. Rolatif IFy mRNA ekspresyonlar1 Sekil 4.6.’da
gosterilmistir. IFy mRNA ekspresyonunda gruplarda elde edilen ortalama katsay1
degisimi (fold change), SD degerleri Tablo 4.5.’te verilmistir.
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Sekil 4. 6. Rolatif [Fy mRNA ekspresyonlart. Kontrol ve LPS gruplarina karsi diger gruplarin

ekspresyonlarinda anlamli azalmalar. Ayrica T1’de D ve LD; LT1’de ise LD’ye gore anlamli azalma.
Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilagtirma. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001
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Tablo 4. 5. IFy mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda ortalama katsay1 degisimi (fold change), SD
Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 degerleri ve gruplar arasi
anlamli farklarda p degerleri

IFy - Gruplar Kontr| LPS Tl T2 D LT1 LT2 LD
Ortalama
Fold Change 1,000| 1,072 |0,01973| 0,1479 | 0,3570 |0,02251| 0,1538 0,4687
Std. Error of Mean |0,000(0,2434]0,01261]0,07190/0,08474/0,01418|0,05719 0,09109
IFy mRNA ekspresyonunda gruplar arast anlamli farklar

Gruplar aras: karsilagtirma p degeri

T1 vs. Kontrol <0,0001

T2 vs. Kontrol 0,0024

LT1 vs. Kontrol <0,0001

LT2 vs. Kontrol 0,0068

T1lvs. LPS <0,0001

T2vs. LPS 0,0137

LT1vs. LPS <0,0001

LT2 vs. LPS 0,0350

Dvs. T1 0,0369

LDvs. T1 0,0065

LDvs. LT1 0,0108

4.2.3. Rolatif IL-1p mRNA Ekspresyonlari

LPS etkisi ile en yliksek ekspresyon artis1 IL13’de elde edildi. Bununla beraber
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildi fakat 2 kata yakin bu artig
fizyolojik olarak anlamli kabul edilebilir. Bununla beraber etken maddeler ile maruziyette
mRNA ekspresyonlarinda diger analiz edilen sitokinlere benzer sonuglar elde edildi.
Burada da timokinonun yiiksek konsantrasyonlardaki etkisi deksametazonun etkisine
gore anlamli bazi sonuglara sahipti. Rolatif IL-1f mRNA ekspresyonlar1 Sekil 4.7°de
gosterilmigtir. IL-13 mRNA ekspresyonunda gruplarda elde edilen ortalama katsayi
degisimi (fold change), SD degerleri Tablo 4.6.’da verilmistir.
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Sekil 4. 7. Rolatif IL1p mRNA ekspresyonlari. Kontrol ve LPS gruplarina karsi diger gruplarin
ekspresyonlarinda anlamli azalmalar. Ayrica LD’ye gore T1 ve LT1 gruplarinda anlaml azalma. Kruskal
Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilagtirma. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.000

Tablo 4. 6. IL1p mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda ortalama katsayr degisimi (fold change), SD
Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 degerleri ve gruplar arasi
anlamli farklarda p degerleri

IL1b - Gruplar Kontr| LPS T1 T2 D LT1 LT2 LD
Ortalama

Fold Change 1,000{1,938| 0,01157 | 0,1989 | 0,2685 |0,01245| 0,1678 0,4696
Ortalama Standart Hata|0,000/0,467|0,008911|0,05187{0,07171|0,01026|0,03574| 0,08136

IL1b mRNA ekspresyonunda gruplar arasi anlamli farklar

Gruplar arasi kargilagtirma p degeri

T1 vs. Kontrol <0,0001

LT1 vs. Kontrol <0,0001

LT2 vs. Kontrol 0,0401

T1vs. LPS <0,0001

T2 vs. LPS 0,0092

D vs. LPS 0,0317

LT1vs. LPS <0,0001

LT2 vs. LPS 0,0048

LDvs. T1 0,0049

LD vs. LT1 0,0031
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4.2.4. Rolatif IL-10 mRNA Ekspresyonlari
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Sekil 4. 8. Rolatif IL-10 mRNA ekspresyonlart. Kontrol grubuna karsgi timokinon igeren gruplarin
ekspresyonlarinda anlamli artig. Ayrica LT1 grubunda LD’ye gore anlamli artis. Kruskal Wallis ve Dunn’s
¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001

IL10 proinflamatuvar sitokinleri inhibe eden dnemli bir sitokin olmas1 nedeniyle
calismamizda mRNA ekspresyonu ile degerlendirildi. Sonuglarimiza gore
deksametazonda da ekspresyon indiiklenmis olsa da farkli olarak timokinon igeren tiim
gruplarda artiglar anlamli derecedeydi. Ayrica LT1 grubunda meydana gelen artis LD
grubuna gore de anlamli sonuglandi. Buna gore timokinon IL10 mRNA ekspresyonunu
artirmaktadir. Rolatif IL-10 mRNA ekspresyonlar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir. IL-10
mRNA ekspresyonunda gruplarda elde edilen ortalama katsay1r degisimi (fold change),

SD degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4. 7. IL10- mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda ortalama katsay1 degisimi (fold change), SD
Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 degerleri
ve gruplar arasi anlamli farklarda p degerleri

IL10 - Gruplar Kontr| LPS T1 T2 D LT1 | LT2 LD
Ortalama
Fold Change 1,000| 1,428 | 2,377 | 2,210 | 1,416 | 2,606 | 2,466 1,414
Ortalama Standart Hata |{0,000|0,1569|0,25390,2006 |0,1406|0,2735|0,3593| 0,1896

IL10 mRNA ekspresyonunda gruplar arast anlamli farklar

Gruplar arasi karsilagtirma p degeri
T1 vs. Kontrol 0,0003

T2 vs. Kontrol 0,0011

LT1 vs. Kontrol <0,0001

LT2 vs. Kontrol 0,0007

LDvs. LT1 0,0363
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4.3. Hedef sitokinlerin ELISA bulgulari

Calismamizda IFy da ELISA ile analiz edilmis fakat sonug elde edilememistir.
Olasilikla lizat icerisinde calisilan kit i¢in yeterli miktarda protein bulunamadi. Bununla
beraber gruplardan elde edilen lizatlarda bulunan TNF-o ve IL-1p konsantrasyonlari
ELISA ile analiz edildi. Sonuglarimizda TNF-a i¢in kontrol grubumuzda 13,55+3,32
pg/mL konsantrasyon elde edildi. Gruplar arasinda bu konsantrasyona gore anlamli bir
fark bulunmadi. TNF-oo mRNA ELISA bulgular1 Sekil 4.9 ve Tablo 4.8’de gosterilmistir.
IL-1B°de ise kontrol grubunda 174,1+29,94 pg/mL konsantrasyon elde edildi.. IL-1B
konsantrasyonlar1 Sekil 4.10. ve Tablo 4.9°da gosterilmistir. Ayrica IL-1f icin mRNA
ekspresyonundaki artis da ELISA sonuglarina yansimadi. Calismada etken madde
maruziyeti 4 saat ile sinirliydi bu nedenle protein ekspresyonu gergeklesmemis olabilir.
Son olarak her iki sitokin i¢in timokinonun yiiksek konsantrasyonlarinda anlamli olmasa

da azalmalar saptandi.
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Sekil 4. 9. Hiicre kiiltiiriinden elde edilen lizatlarda TNF-a konsantrasyonlari. Kruskal Wallis ve Dunn’s
¢oklu karsilastirma

Tablo 4. 8. TNF-a igin gruplar arasinda ortalama konsantrasyonlar, SD degerleri

TNF-o - Gruplar ELISA | Kontr | LPS | T1 T2 D LT1 LT2 LD

Ortalama
Konsantrasyon pg/ML | 13,55 | 11,00 | 10,58 | 12,18 | 13,02 | 9,985 | 12,54 | 9,158
Std. Deviation 3,320 | 4,598 | 3,438 | 2,853 | 4,236 | 1,897 | 2,948 | 2,534

Ortalama Standart Hata | 1,050 | 1,454 | 1,087 | 0,9023 | 1,340 | 0,6000 | 0,9321 | 0,8013
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Sekil 4. 10. Hiicre kiiltiiriinden elde edilen lizatlarda IL1J konsantrasyonlari. LD grubunda LPS, T1, LT1
ve LT2 gruplarina gore anlamli artig. Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma. *p<0.05, **p<0.01,

**%p<0,001 ****p<0.0001

Tablo 4. 9. IL-1B mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda ortalama katsay1 degisimi (fold change), SD
Kruskal Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilagtirma. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ****p<0.0001 degerleri ve

gruplar arasi anlamli farklarda p degerleri
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Gruplar

& o

IL-1B- Gruplar ELISA Kontr| LPS | T1 T2 D LT1 | LT2 LD
Ortalama Konsantrasyon pg/ML | 174,1|174,1|146,9|177,7|184,6 | 143,1|160,8 276,1
Ortalama Standart Hata 9,467 19,049]9,741]12,14 8,982 | 8,527 | 7,754 13,57
IL-1B-konsantrasyonunda gruplar arasi anlaml farklar

Gruplar arasi kargilagtirma p degeri

LD vs. LPS 0,0470

LDwvs. T1 <0,0001

LDvs. LT1 <0,0001

LD vs. LT2 0,0028
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5. TARTISMA ve SONUC

Timokinon iizerine yapilan caligmalarda antikanserojenik (95), antihiperlipidemik
(111) antitiimoral (112) antimikrobiyal (113) etkileri yaninda ¢esitli mekanizmalarla
antiinflamatuvar (114) etkileri de tespit edilmistir. Eski ¢aglardan beri timokinon kaynagi
Nigella Sativa en c¢ok antiinflamatuvar o6zelliginden dolayr kullanilmistir (106).
Calismamizda giindemde olan timokinonun LPS ile indiiklenen ve indiiklenmeyen
mononiikleer hiicrelerde proinflamatuvar sitokinlerin sentez ve salinimina etkileri
degerlendirildi ve inhibe ettigi bulundu. Calismamizin baslangicinda 6ncelikle
timokinon, deksam etazon ve LPS’nin hiicreler {izerine etkisi ii¢ ayr1 6rnekte tekrarli
analiz edildi ve ekspresyonlarin analiz edilecegi gruplarda kullanilacak
konsantrasyonlara karar verildi. Mezenkimal kok hiicre, pankreatik kanser hiicre hatt1 ve
MNH’ler ile 0,1-100 pM arasinda artan konsantrasyonlar1 ile yapilan bir ¢alismada
timokinonun sitotoksik etkileri analiz edilmistir. Timokinonun mezenkimal kok hiicre ve
kanser hiicreleri ile 100 uM konsantrasyonda 24 saatlik maaruziyette sitotoksik oldugu
bildirilmistir. . Bunun aksine hi¢bir konsantrasyonun 24 saatten daha uzun siireler i¢in
dahi MNH’ler igin sitotoksik bir etki gostermedigi hatta diisiik konsantrasyonlarda
proliferasyona katki sagladigi gosterilmistir (115). Ek olarak farkli bir calismada 10 uM
konsantrasyonun rat mikroglia hiicrelerinin, 25 pM’1n ise bazi hiicre hatlar1 ve peritonel
makrofajlarin canliligint olumsuz etkilemedigi saptanmistir (116). Sistemik skleroz ve
romatoid artritte MNH’ler ve lenfositlerde sitokinlerin ekspresyonunun deksametazon ile
nasil etkilendigini tespit etmek amaciyla etken maddenin 1 pM konsantrasyonu
kullanilmigtir (107, 117). Cesitli hiicre gruplar ile yapilan arastirmalarda LPS farkli
konsantrasyonlarda  kullanilmigtir.  Bununla  beraber genellikle 100 ng/ml
konsantrasyonun etkileri sonrasi sitokin tespitine gidilmistir (118-121). LPS’nin artan
konsantrasyonlari ile yaptigimiz ¢aligmalara gore 100 ng/ml konsantrasyonun iistiinde bu
hiicreler tizerine olumsuz etkilerini tespit ettik. Bu nedenle diger birgok ¢alismada oldugu
gibi calismamizda da stimiilasyon i¢in 100 ng/ml LPS kullanilmaistir.

LPS ozellikle proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu tesvik etmekte ve
bunun sonucu olarak sepsisin gelismesine katki saglamaktadir (122, 123). Bununla
beraber deksametazonun da i¢inde bulundugu steroid grubu ilaglar proinflamatuvar
yanitin  sondiiriilmesi amaciyla deneysel olarak da kullanilmaktadir (107, 117).
Calisgmamizda LPS ile uyarilan ve uyarilmayan MNH hiicrelerinin timokinona kars1

verdigi yanitlar, deksametazona kars1 verdigi yanitlarla karsilastirilmistir. Bu konuda
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yapilan kiiltiir temelli ¢aligmalar genellikle bu sekilde karsilastirilmamistir. Bu durum
timokinonun sepsiste erken donemde immiin yanitt modiile edebilmesinin 6nemini
gostermektedir.

Timokinon, LPS ve deksametazonun sitotoksik etkilerinin analizi, 24 saatlik LPS
maruziyeti ile hiicrelerin zarar gordiigiinii gosterdi ve hiicre canliliginda dramatik bir
diisiise yol agtr. Buna ragmen kontrol amagli bu hiicrelerdeki mRNA sitokin ekspresyon
diizeyleri analiz edildi, bununla beraber ELISA testi de ¢alisildi. Ancak yeterli sonuglar
elde edilemedi. Yapilan c¢alismalarda en basta eclde edilen RNA konsantrasyonlar1 da
oldukga diisiiktii. Ozellikle timokinon bulunan gruplarda 40 dongii icerisinde ekspresyon
degerleri elde edilemedi. Bu nedenle 24 saatlik ¢alisma protokolii yerine 4 saatlik
inkiibasyona maruz birakilan gruplarda mRNA ekspresyon ve ELISA sonuglari
degerlendirildi.

Timokinonun, inflamasyon yolaginda bulunan siklooksijenaz, prostaglandin ve
l6kotrienlerin ~ yaninda  proinflamatuvar  sitokinlerin  biyosentezini  dnledigi
immiinomodiilator ve antiinflamatuvar etkileri tizerine ¢alismalar bulunmaktadir (124).
Calisgmamizda LPS ile uyarilan hiicrelere ayni zamanda timokinon uygulanmis ve
profilaktik etkiler analiz edilmistir.

Timokinonun immiinomodiilatuvar ve antiinflamatuvar etkilerinin analiz edildigi
arastirmalarin derlendigi bir ¢alismada birka¢ deney hayvani ve hiicre hattlar1 ile yapilan
caligmalarin 6zeti sunulmustur. Bu ¢aligmalara gore otoimmiin hastaliklar ve astimda
timokinonun olumlu etkileri saptanmistir. Ek olarak hiicresel ve humoral bagisiklik
yanitlarinda sitokin ve hiicre tipleri iizerine etkileri oldugu aktarilmistir (124).
Aragtirmalarin bir kismi hastalik modelleri {izerine tasarlanmistir. Bununla beraber
calismalar arasinda insan bagisiklik sistemine ait bir calisma bulunmaktadir ve
timokinonun lipooksijenaz yolagini ve dolayisiyla 16kotrienlerin sentezini bloke ettigini
bildirmektedir (125). Calismamizda farkli olarak saglikli goniillillerden alinan kan
orneklerinden elde edilen, lenfosit ve monosit gruplarimi iceren mononiikleer hiicreler
kullanilmistir.

Ucgan S.U. ve ark.(126) yaptig1 ¢alismada 0,02 pg/mL, 0,1 pg/mL, 2.5 pg/mL,
12.5 pg/mL, 50 pg/mL, 72.5 pg/mL ve 1087.5 ug/mL son konsantrasyonlarinda
kullanilan timokinon yogunluklarinin hi¢ biri MTT testi ile sigir MNH kiiltiirlerinde 24
ve 38 saatlik inkiibasyon sonrasi sitotoksik bulunmamistir. Ek olarak timokinon yalniz
(50 pg/mL) veya mitojen ile beraber bulundugu tiim kiiltiirlerde kontrole gore anlamli

Olclide mitojenik bulunmus ve proliferasyonu, kontrole gore anlamli derecede artmis
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olarak saptamiglardir. Sigir periferik monontikleer hiicreleri uzun siireli inkiibasyonda ve
yiiksek konsantrasyonda timokinona toleransli iken bizim yaptigimiz ¢alismada insan
MNH lerinde ise 200 uM konsantrasyondan itibaren kontrole gore anlamli derecede
sitotoksik etki gosterdi. Sigir kani hiicreleri ile insan kan hiicrelerinin dayanikliliginin
farkli olmasi sitotoksik profillerinin farkli olabilecegini dusiindirmiistiir. MTT
sonuglarina ve literatiire gore timokinonun 10 uM diisiik doz ve 100 uM yiiksek doz
olmak tizere 2 farkli dozu calismaya dahil edildi. Sonuglarimiz kontrole gore hiicre
canliliginin timokinonun 100 uM olarak uygulanan konsantrasyonunda % 30 kadar
azaldigin1 gostermektedir. Olasilikla bu konsantrasyon hiicrenin canliligr ile birlikte
metabolizmasini da olumsuz etkilemekte ve ek olarak ekspresyonu dramatik sekilde
baskilamaktadir. Bununla birlikte yukaridaki calisma gibi cesitli hiicre gruplarinda
olduk¢a  yiiksek  konsantrasyonlar = da  kullanilmistir. Bunun  aksine
10 uM timokinon herhangi bir sitotoksitite gostermemistir, ayrica 100 uM kadar kuvvetli
olmasa da ekspresyonu da baskilamistir.

De Almeida A R. ve ark. sistemik sklerosisli hastalarin MNH’lerinde
deksametazonun sitokinlerin inhibisyonu {iizerindeki etkisine baktiklar1 ¢alismada,
deksametazonun konsantrasyonunu 1 uM olarak kullanmislardir (107). Petersen A. ve
ark. insan lens epitel hiicre kiiltiirii tizerinde deksametzonun etkisini inceledikleri
calismada 0.1 uM, 1 uM, 10 pM, and 100 uM konsantrasyonlarina bakmis ve 100 uM
da peroksit tiretiminde artis sonucu sitotoksik etki tespit etmiglerdir (127). Bizim
calismamizda ise deksametazon literatiir bilgileri ve MTT sonuglarina gore 1 uM dozda
kullanilmis ve 4 saat sonra degerlendirilmistir. Deksametazonun 100 uM konsantrasyonu
MTT analizine gore ve kontrole gore sitotoksik etki gosterdi. Deksametazonun 50 ve 500
uM arasindaki konsantrasyonlar1 proliferasyonu anlamli derecede inhibe ettigi
goriliirken, timokinonda bu sinir 200-500 uM diizeyindedir. Dolayisiyla immiinsiipresif
etkisi oldugu da bilinen timokinonun bu agidan deksametazonla karsilastirildiginda
yiiksek konsantrasyonlarinin hiicreye daha az zarar veriyor olusu da onu degerli kilan
faktorlerden biridir.

Xu, J ve ark.nin yaptigi c¢alismada (128) LPS ile uyarilan RAW264.7
makrofajlarda, nar ¢i¢egi ekstraktinin antiinflamatuar etkisine bakmak igin yapilan MTT
testi sonrast 1 pug/mL LPS kullanmiglardir. Grebovska A. ve ark. yaptigi Helicobacter
pylori LPS’sinin anti-fagositik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar ¢alismada
H. pylori LPS’sinden 10-100 ng/ml kullanmiglardir (129). LPS’nin literatiirdeki genel
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kullanimia ve MTT sonuglarina dayanarak biz de ¢alismamizda 100 ng/mL olarak
kullandik.

Calismalarda hematopoietik sisteme ait cogunlukla monosit ve monosit kaynakli
olmak tizere tek tip hiicre analiz edilmistir (8, 130). Calismamiz farkli olarak kandan elde
edilen ve kiiltiire alinan mononiikleer hiicrelerin biitiinii ile tasarlanmig ayrica LPS ve
timokinon es zamanli uygulanmistir. LPS’nin neden oldugu septik sokta meydana gelen
sitokin artisina karsit timokinonun profilaktik etkilerinin sitokinler iizerinden analiz
edilmesi hedeflenmistir. Benzer sekilde profilaktik etki ile ilgili deney hayvanlariyla
yapilan bir ¢alismada timokinon uygulamasindan birka¢ saat sonra LPS ve E. coli
kullanilarak sepsis modeli olusturulmustur. Tedavi edilen gruplarda biyokimyasal,
bobrek ve karaciger fonksiyonlart ile iliskili degerleri korumasinin yaninda 6zellikle 0,75
mg/kg timokinon uygulamasi IL1-a ve IL10 serum seviyelerinde azalmaya neden
olmustur. Ek olarak TNF-a ve IL2 seviyesi azalma egilimi gostermistir (131). Tiim bu
sonugclar ile karsilagtirildiginda ¢alismamizda timokinon uygulamasi ile elde edilen pro-
inflamatuvar sitokin seviyeleri diger c¢alismalarla uyumludur. Bunun aksine anti-
inflamatuvar sitokin olan IL10 artis yOniinde egilim gostermistir (131). LPS ile
olusturdugumuz inflamasyon modelinde goniillii dondrlerden alinan kanlardan
ayirdigimiz. MNH’ler bulunmaktadir. Ancak in vivo ortamda LPS ye karsi olusan
inflamasyonda, bizim modelimizde bulunmayan immiin sistemin makrofaj, notrofil gibi
pek ¢ok hiicresi ile immiin sistem digindaki epitelyal hiicreler de etkin rol almaktadir.
Bizim deneyimizde bu hiicrelerin bulunmamasi, LPS’nin siddetli bir inflamasyon
olusturamamasini, buna bagli olarak da mMRNA artisini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yiiksek bulamamizin bir nedeni olabilir.

Timokinonun birgok inflamatuvar mediat6rii inhibe ederek antiinflamatuvar
ozellikler gosterdigi in vivo ve in vitro galismalarda gosterilmistir (8). Ornegin; sicanlarla
yapilan bir ¢alismada, timokinonun TNF-a ve IL-6 seviyelerini azaltarak ve ¢esitli
genlerin regiilasyonu araciligiyla, T lenfositlerini gama-i1sinlamasina bagli apoptozdan
korudugu gosterilmistir (132).

Hossen J.M. ve ark. in vivo ve in vitro ortamda sitokin mRNA ekspresyon
seviyelerini belirlemek i¢in RAW264.7 (fare makrofaj hiicre hatti1) hiicreleri, (12,5-25
uM) 30 dakika ve U937(insan monosit hiicre hatt1) 3 saat siireyle timokinon ile 6n isleme
tabi tutup, ardindan LPS RAW?264.7 hiicreleri i¢in 1 pg/mL eklenip 6 saat inkiibe ederken
U937 hiicrelerine 10 pg/mL eklenip 12 saat tekrar inkiibe etmigler. Ayrica in vivo olarak

da hepatitit ve gastrit fare modelleri {izerinde yaptiklar1 ¢alismada, mMRNA ekspresyon
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diizeyleri, IRAK1 enziminin lusiferaz dogrulama deneyleri ve western blotla nitrik oksit
tiretimini, inhibe edilmis NO sentaz (iNOS), tiimor nekroz faktorii (TNF)-a, interlokin
(IL)—6 ve IL-1B ifadesini siklooksijenaz (COX)—2 sinyal yolagmi, gii¢lii bir sekilde
inhibe ettigini gostermislerdir (8). Calismamizda insan monosit ve lenfositleri kisa siireli
(4 saat) inkiibasyonda timokinonun diisiik ve yiiksek dozunun bulundugu tiim gruplarda
TNF-oo mRNA ekspresyonunu oldukg¢a siddetli bir sekilde azalttigi goriilmektedir. EK
olarak deksametazon da ekspresyonu baskilamistir. Bununla beraber bu azalmalar,
kontrol grubuna ve LPS gruplarina gére anlamlidir. LPS tek basina ekspresyon iizerine
anlamli bir degisiklik yapmadi fakat kontrole gore biraz artis gosterdi. Bunun sebebinin,
deneyimizde LPS yi 0,1 pg/mL (100ng /mL) kullanip daha kisa siire inkiibe etmis
olmamiz olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla beraber timokinon nun LPS deki
artistan bagimsiz olarak, LPS ile etkilesime girmeden TNF-a' y1 olduk¢a anlamli bir
sekilde baskiladigi goriilmiistiir.

IF y THP-1 hiicreleri tarafindan salinarak makrofajlar1 fagositoz i¢in uyaran
proinflamatuar sitokinlerden biridir (133). Makini K. Cobourne ve ark. LPS/IFNy ile
aktive olan BV-2 mikroglial hiicrelerinin timokinon tedavisinin, noéroprotektif
proteinlerin ekspresyonunda 6nemli bir artisa, inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunda
onemli bir azalmaya ve NF«kB yolagiin hedef genlerinin ekspresyonunda bir azalmaya
neden oldugunu ELISA ve RT-gPCR ile gostermislerdir (118). Huwait E.ve ark.
timokinon tedavisinin hiicre canliligi tizerinde higbir etkisinin olmadigimni ve IFN-y 'ya
yanit olarak monosit kemoatraktan protein (MCP-1) ve hiicreler arasi adezyon
molekiiliiniin (ICAM-1) ekspresyonunu azalttigin1 gostermis ek olarak, THP-1 hiicre
gociiniin, MCP-1'in yoklugunda veya varliginda timokinon tarafindan inhibe edildigini
de belirlemislerdir (134). insan monosit hiicrelerinde yaptigimiz ¢calismada da TNF-a’da
oldugu gibi IFy mRNA ekspresyonlarmi baskilamistir. [Fy’da da LPS etkisinden
bagimsiz bir azalma goriilmektedir. Gruplardaki ekspresyon diisiisleri yine TNF-a’da
oldugu gibi LPS grubuna gore de anlamlidir. Timokinonun diisiik ve yiiksek
konsantrasyonlarinin deksametazona gore daha siddetli ve anlaml etki gostermistir.

IL-1B dogustan gelen bagisiklik sisteminin hiicreleri tarafindan iiretilen giiclii bir
proinflamatuar sitokindir (135). Bir sinyal sekans1 olmadan iretilir ve geleneksel diye
tabir ettigimiz ER- golgi protein salgilama yolunu izlemez, bunun yerine enflamasyonun
siddetine uzakligina ve inflamatuar etkenin siddetine bagli olarak farkli salgilanma
yollarmi kullanir. Salinan IL-1p, lizozomlarla birleserek hiicre disina giinderilebilir veya

muhtemelen uzaktaki bir yangisal bolgeye gondermek icin  minik vezikiillerle
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ekzozozomlar olusturarak gonderilir ya da kaspaz-1 e bagli olusan plazma porlarindan
direk hiicre digina ¢ikabilir (136). Burada kullanilan salgilama yollari, enflamatuar
uyaranin giicii ve IL-1B'nin cogunun dogrudan elde edilebilir gibi gériinmesi ve IL-1B'nin
plazmada ¢ok kisa bir yar1 6mre sahip olmasi, gerekli olan IL-1p seviyelerini saptamayi1
zorlagtirabilir. IL-1B'y1 diisiik konsantrasyon timokinon ¢ok ciddi baskilamistir.Ayrica
deksametazon da TNFa ve IFy’dan ¢ok daha siddetli bir sekilde IL-1B' y1 baskilamistir.
Digerlerinden farkli olarak LPS IL-1p' nin kontrole gore yaklaisk 2 kat daha fazla artisina
neden olmus, yalmiz yine de kontrolle LPS arasinda istatistiksel anlamda artis
gozlenmemistir.

IL-10' da LPS tek basina da bir artisa neden olmustur. inflamatuvar uyarana bagl
olarak immiin sistem koruyucu olarak IL-10 sentezini artirmis olabilir. Bununla birlikte
timokinon baskilanmamis bir miktar artisa neden olmus goriiniiyor.

ELISA bulgularina baktigimizda TNF- o degerlerinde kontrole gore, biraz azalma
mevcuttur. Ayn1 zamanda mRNA sonuglarinda LPS etkisyle TNF'de yiikselme
saptanmigken bu olagan durum ELISA sonuglarinda saptanmamistir. Timokinon
kullanilan gruplarda bir miktar azalma mevcut ancak, en fazla azalma yiiksek doz
timokinon kullanilan grupta mevcut ancak bu da yiiksek dozun hiicre proliferasyonu
lizerine % 30 azalma yapmasindan kaynaklaniyor olabilir. Inkiibasyon siiremizin 4 saatle
sinirlanmis olmasindan dolay1, bu siire zarfinda hiicre i¢cinde bu proteinlerin korunup
korunmadigini, ytkiminin gergeklesip ger¢eklesmedigini bilemiyoruz. Mevcut durumda
daha uzun inkiibasyon zamanlarinda (24 saat) testin tekrarlanmasi durumunda kiiltiir
negatif yonde etkilendi. 4 saatlik inkiibasyonda, LPS nin daha diisiik dozunda, daha
yilksek  konsantrasyonlarda timokinon ile veya timokinonun daha diisik
konsantrasyonlarinda inkiibasyon siiresini daha da uzatarak denemek de miimkiin
goriinmektedir.

Tek basina LPS nin oldugu grupta ve deksametazonun oldugu grupta herhangi bir
artis goriilmezken LD grubunda, deksametazonun etkisiyle IL- 1B'nin artis1 saptanmistir.
Bu sonu¢ mRNA ekspresyonlarinda goriilen azalmanin aksine bir durum olusturmaktadir.
Retrospektif olarak c¢aligmamiz manipiilasyon hatasi agisindan analiz edildi fakat
herhangi bir neden tespit edilemedi. Bununla beraber ELISA sonuglarimizda
goniillillerden alinan tiim Orneklerde bu gruba ait degerler digerlerine gore yiiksek
saptand1. Protein liretiminin mekanizmasi ¢ok yonlii ve karmasik oldugu diisiiniildiigiinde

bu sonuglarin elde edilmesi bir ¢ok nedene bagl olabilir. [Fy ELISA ile analiz edilmis
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fakat sonug elde edilememistir. Olasilikla lizat igerisinde ¢aligilan kit i¢in yeterli miktarda
protein bulunamadi.

COVID-19’un sebep oldugu sitokin firtinast ile olusan inflamatuvar yanit,
konagin bagisiklik tepkisinin ve bunun sonucunda olusan tahribatin Onemini ve
biiyiikliigiinii bir kez daha gostermistir (137). Ortoloni C.ve ark.tiim diinyadan katilan 60
hastanenin verileriyle yaptig1 randomize kontrollii ¢aligmada; sitokin firmasini kontrol
altina almak i¢in uygulanan hidroksiklorokin tedavisinin COVID-19 ile hastaneye
yatirilan hastalarda, higbir fayda saglamadigini, deksametazon tedavisinin ise mekanik
ventilasyon uygulanan COVID-19 hastalarin 6liimlerini ancak ii¢te bir oraninda
azalttigini gostermistir (138). NF-«kB, proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin (TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-8 ve MCP-1) ekspresyonunu regiile ettigi i¢in sitokin firtinasina neden
olmasi bakimindan ¢ok 6nemlidir (137, 139, 140). Hossen J.M. ve ark. timokinonun hiicre
ici hedefinin COX-2 sinyal yolag: iizerinden NF-kB'y1 inhibe ettigini gostermislerdir
(8). Bu baglamda NF-kB'nin inhibisyonuna yonelik bir terapotik miidahale “sitokin
firtinasim1"  kontrol edebilmesi agisindan  timokinonu bir potansiyel olarak
diistindiirmektedir.

Yapilan daha onceki caligsmalarla birlikte, ¢aligmamizda LPS ile indiiklenen
inflamasyonda proinflamatuvar sitokin seviyelerinin timokinon ile azaltilabilecegi
goriilmektedir. Buna karsin antiinflamatuvar yanitin desteklenebilecegine dair kanitlar
elde edilmistir. Bununla beraber LPS disinda hastalik kaynakli inflamatuvar yanitlarin
tedavisinde de faydali olabilecegine dair kanitlar da bulunmaktadir (106). Ayrica etkileri
nedeniyle koronaviriis ile meydana gelen asir1 immiin cevabin dindirilmesinde
potansiyeli olduguna dair ¢esitli varsayimlar 6ne siiriilmiistiir (141).

Bu ¢alismada deney gruplar1 bagimsiz gruplar olarak tasarlandi. Hiicrelerin 6nce
LPS’ye maruz birakilip daha sonra timokinonun etkilerinin degerlendirildigi
calismalardan farkli olarak timokinon ve LPS aymi anda konularak etkileri
degerlendirildi. Bununla timokinonun profilaktik etkilerinin gosterilmesi amaglandi.
Yaptigimiz bu ¢alisma, sadece monositler ya da tek tip hiicre hatti ile degil immiin yanitin
onemli faktorleri olan insan mononiikleer hiicrelerinin tamamu ile in vitro olarak yapildi.
Bu sayede hiicre-hiicre etkilesimleri kismi olarak saglanarak immiin sistem uyarimi
acisindan simiilasyon olusturan bir model kullanilmaya ¢aligildi.

Halk arasinda ¢orekotu yagmin kontrolsiizce, inflamasyon olmaksizin
kullanilmasi, tipki deksametazonda oldugu gibi, immiinsiipressyon gosterdiginden

hastaliklara acik kapi birakabilir. Buna ragmen sentetik glukokortikoidlerin hiicresel ve
45



organ bazinda verdigi zarar diisliniildiigiinde timokinon daha giivenli bir alternatif
olabilir.
Timokinonun, etkilerinin daha giivenilir bir sekilde degerlendirmek icin yapilacak

in vivo ¢alismalara gereksinim vardir.
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