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OZET

P2-Adrenoseptor Agonisti Formoterol’iin N9 Fare Mikroglial Hiicrelerinde

NLRP3 inflamazomunun Aktivasyonu ve Piroptoz Uzerine Etkisi

Mikroglialar, merkezi sinir sisteminde dogustan gelen bagisiklik yanitinin
olusumunda 6nemli rol oynayan bagisiklik hiicreleridir. NOD-benzeri reseptor ailesi pirin
domain i¢eren 3 (NLRP3) inflamazomu dogustan gelen bagisiklik i¢in ¢ok dnemli olan ¢oklu
proteinli bir yapidir ve ¢esitli tehlike sinyalleriyle aktive olur. NLRP3 inflamazomunun asir1
aktivasyonu, kaspaz-1 aracilifiyla interlokin-1B (IL-1B) ve interlokin-18 (IL-18) gibi
sitokinlerin salinimini ve piroptotik hiicre 6liimiinii tesvik eder. Bu durum noérodejeneratif
hastaliklar (NH) 1n patogenezine katkida bulunur. Dolayistyla, inflamazom aktivasyonunun
regiilasyonu ve inhibisyonu NH’nin tedavisinde ve 6nlenmesinde faydali bir yol olabilir. .-
agonistler, Bz-adrenoseptorleri aktive eden ilaglardir ve klinikte kronik obstriiktif akciger
hastaligt ve astim ve gibi solunum yolu hastaliklar1 tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. B2-adrenoseptor beyinde ¢ok fazla sentezlenmektedir ve Br-adrenoseptor
agonistlerinin NH’de terapotik bir yaklagim olarak kullanildigi caligmalarda giiclii anti-
inflamatuar ve norokoruyucu etkileri gosterdigi rapor edilmistir. Ancak, literatiirde P»-
adrenoseptor agonisti Formoterol’iin, mikroglia hiicrelerinde NLRP3 inflamazom
aktivasyonunu ve piroptozu degerlendiren bir ¢alisma mevcut degildir. Bu c¢alismada,
Formoterol’tin N9 mikroglial hiicrelerinde inflamazom aktivasyonu ve piroptoza etkisinin
incelenmesi amagclandi. N9 mikroglia hiicrelerine LPS ve ATP uygulanarak NLRP3
inflamazom aktivasyonu saglandi. Sonrasinda Formoterol’iin N9 mikroglia hiicrelerinde
inflamazom aktivasyonu ve piroptoz lizerine etkisi incelendi. Hiicre canlilii CCK-8§,
sitotoksisite ve piroptoz ise LDH testi ile belirlendi. Inflamazom aktivasyonu ve piroptozu
belirlemek i¢in; IL-1B ve IL-18 diizeyleri ELISA ile, piroptotik 6liim aktif kaspaz-1 ve PI
boyamayla ve NLRP3 inflamazomu ve piroptoz ile iliskili proteinlerin seviyeleri Western
blot ile belirlendi. Formoterol’iin, NLRP3 inflamazom modelinde kaspaz-1 aktivitesini, IL-
1B ve IL-18 sitokin salinimini baskiladigi; NLRP3 inflamazomu ve piroptoz ile iliskili
proteinlerin seviyelerini azalttigi ve tiim bunlar1 IkBo/NF-xB yoluyla inhibe ettii ve

piroptotik hiicre 6liimiinii engelledigi ortaya koyuldu.

Anahtar Sozciikler: B2-Adrenoseptor, Mikroglia, NLRP3 inflamazomu, Noroinflamasyon,

Piroptoz
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ABSTRACT

The Effect of f2-Adrenoceptor Agonist Formoterol on Activation of NLRP3

Inflammasome and Pyroptosis in N9 Mouse Microglial Cells

Microglia are immune cells that play an important role in the development of innate
immune responses in the central nervous system. The NOD-like receptor family pyrin
domain-containing 3 (NLRP3) inflammasome is a multi-protein structure crucial for innate
immunity, activated by various danger signals. Overactivation of the NLRP3 inflammasome
prompts the release of cytokines like interleukin-1p (IL-1PB) and interleukin-18 (IL-18) via
caspase-1 and stimulates pyroptotic cell death, contributing to the pathogenesis of
neurodegenerative diseases (NDs). Therefore, regulation and inhibition of inflammasome
activation may be a beneficial approach in the treatment and prevention of NDs. 2-agonists
are drugs that activate P2-adrenoceptors, and they are widely used in the clinic for the
treatment of respiratory diseases such as chronic obstructive pulmonary disease and asthma.
B2-adrenoceptors are highly expressed in the brain, and studies in which B2-adrenoceptor
agonists have been used as a therapeutic approach in NDs have reported that they have potent
anti-inflammatory and neuroprotective effects. However, there is no study in the literature
that evaluates the effects of the [r-adrenoceptor agonist Formoterol on NLRP3
inflammasome activation and pyroptosis in microglial cells. This study aimed to investigate
the impact of Formoterol on inflammasome activation and pyroptosis in N9 microglial cells.
Activation of the NLRP3 inflammasome in N9 microglia cells was induced by LPS and
ATP. Afterwards, the effect of formoterol on inflammasome activation and pyroptosis in N9
microglia cells was investigated. Cell viability was determined by CCK-8, cytotoxicity and
pyroptosis by LDH assay. To determine inflammasome activation and pyroptosis; IL-1f and
IL-18 levels were measured with ELISA, pyroptotic death by active caspase-1 and PI
staining, and the levels of proteins associated with NLRP3 inflammasome and pyroptosis by
Western blot. The study revealed that Formoterol suppressed caspase-1 activity, IL-13, and
IL-18 cytokine release in the NLRP3 inflammasome model, reduced levels of NLRP3
inflammasome-related proteins, inhibited these processes through the IkBo/NF-kB pathway,
and prevented pyroptotic cell death.

Keywords: [>-Adrenoceptor, Microglia, NLRP3 inflammasome, Neuroinflammation,

Pyroptosis
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1. GIRIS ve AMAC

Noroinflamasyon, merkezi sinir sistemi (MSS)’nde enfeksiyonlarla miicadele etmeyi
ve zararlt maddeleri temizlemeyi amaglayan dogustan gelen bagisiklik yanitidir. Bu yanit,
astrositler, mikroglia ve oligodendrositler de dahil olmak tizere glia hiicreleri tarafindan
diizenlenir ve MSS'nin patolojik kosullara karsi ilk savunma hatt1 olarak hareket eder. Bu
hiicreler arasinda mikroglialar, MSS mikrogevresindeki tehditlere hizli bir sekilde tepki
veren baglica dogustan gelen bagisiklik hiicreleri olarak 6nemli gorevler iistlenirler (1).

MSS'de mikroglia hiicreleri, inflamazomlarin ana iireticileri olarak one ¢ikarlar (2).

Inflamazomlar, cesitli patojenik veya fizyolojik uyarilarla aktive edilen, dogustan
gelen bagisiklik yanitinda 6nemli bir rol oynayan multi-protein komplekslerdir (3, 4). Asir
inflamazom aktivasyonu, siddetli ve siirekli inflamasyona yol acabilir; kanser, metabolik
bozukluklar ve norodejeneratif hastaliklar (NH) gibi cesitli hastaliklarin patogenezine
katkida bulunabilir (5). Inflamazomlar arasinda, NLRP3 inflamazomu, bilimsel
arastirmalarda en kapsamli sekilde incelenen inflamatuar sensor molekiiliidiir (6). NLRP3
inflamazom aktivasyonu mekanizmasi, priming ve aktivasyon sinyali olmak iizere iki
asamali bir siirectir. Priming sinyali, patojen tanima reseptor (PRR)’lerinin bir tiirli olan
Toll-benzeri reseptor (TLR)’ler tarafindan indiiklenir. TLR'ler, lipopolisakkarit (LPS) gibi
patojen iliskili molekiiler yap1 (PAMP)’lar tarafindan aktive edilir. Bu sinyal, niikleer faktor-
kB (NF-«B) aktivasyonunu uyarir (7, 8). NF-xB genellikle, NF-«B inhibitorleri (IxkB) ile
baglanma yoluyla sitoplazmada tutulur. Bununla birlikte, PRR veya sitokin aracili
sinyalleme kaskadlar1, daha sonra NF-kB aktivitesini inhibe etmekten sorumlu olan kritik
bir protein olan IkBa'y1 fosforile eden IkB kinaz (IKK) kompleksini aktive eder. Bu
fosforilasyon, [kBa'nin ubiquitinasyonuna ve proteozom yoluyla degradasyonuna yol acar.
Sonug olarak, NF-«B ¢ekirdege taginir ve NLRP3, pro-IL-18 ve pro-IL-18 transkripsiyonunu
uyarir (9, 10). Aktivasyon sinyalinde, NLRP3 inflamazom molekiili, PAMP'ler veya
amiloid beta (A), a-sinliklein (a-syn), adenozin 5'-trifosfat (ATP) gibi hasarla iliskili
molekiiler yapt (DAMP)’lar yoluyla aktive edilir. Aktive NLRP3 inflamzom kompleksi
kaspaz-1'in aktivasyonuna, aktif kaspaz-1 de plazma membraninda por olusumunu tesvik
eden bir protein olan Gasdermin D (GSDMD)'nin olgunlasmasina ve proteolitik
boliinmesine neden olur. GSDMD’nin hiicre membraninda por olusturmasiin ardindan
“piroptoz” olarak adlandirilan hiicre 6liimii meydana gelir ve pro-inflamatuar molekiillerin

hiicre disina ¢ikmasiyla inflamasyon MSS boyunca yayilir (11). Mikroglial NLRP3



inflamazomunun asir1 aktivasyonu, noroinflamasyona ve dolayisiyla nérodejenerasyon
stirecine dnemli bir katki sagladig1 ortaya koyulmustur (12). Alzheimer hastaligi (AH) ve
Parkinson hastaligi (PH) patogenezinde goriilen AP ve a-syn gibi patolojik protein
agregatlari, mikroglial NLRP3 aktivasyonunu tetikleyerek norodejenerasyona sebep
olmaktadir (13). Mikroglial NLRP3 inflamazomunun bu aktivasyonu kronik hale
doniistiigiinde ise, patoloji siddetlenerek NH’nin ilerlemesinin hizlanmasina sebebiyet verir

(14).

Adrenoseptorler, cogu hiicre tiiriinde eksprese edilen, viicut homeostazini saglamada
¢ok 6nemli rolleri olan transmembran proteinlerdir (15). Ayrica, B2-adrenoseptorler, MSS’de
noronlarda, mikroglia ve astrosit hiicrelerinde yogun bir sekilde bulunur. Periferik bolgede
B2-adrenoseptorlerinin  uyarilmasi, akcigerlerde diiz kaslarin gevsemesini saglar,
bronkodilatasyonu tesvik eder ve kan damarlarinda vazodilatasyonu artirir (16-18). B2-
adrenoseptor agonist ilaglar, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve astim gibi solunum
durumlarinin temel tedaviside kullanilmaktadir (19-20). MSS'de p:-adrenoseptorlerin
onemli Olcilide sentezlendigi goz Oniine alindiginda, B2-adrenoseptér agonistlerinin klinik
kullanimlarinin yaninda giiclii anti-inflamatuar etkileri nedeniyle 6zellikle NH’de terapotik
bir yaklagim olarak kullanimina dair ¢alismalara olan ilginin arttig1 goriilmektedir (21-29).
Yiiksek secicilige sahip bir B2-adrenoseptor agonisti olan Formoterol, insanlarda uzun siireli
kullanim i¢in giivenligini saglayan minimal yan etki profiline sahiptir (30-31). FDA onayli,
hizli ve uzun siireli etkili olan bu ilag, anti-inflamatuar etkilere sahiptir. Ayrica, kan-beyin
bariyerini gecebilir ve lipofilik bir yapiya sahiptir. Bu nedenle, Formoterol’iin,
inflamasyonun bulundugu hastaliklar1 degistirebilecek potansiyele sahip olan glial
hiicrelerde giiglii bir immiinomodiilator etki gosterebileceginden bahsedilmektedir (29). B2-
adrenoseptor agonistlerinin MSS’deki etkilerinini konu alan ¢alismalarin sayist her gecen
giin artmasina ragmen, heniiz P2-adrenoseptdr agonisti Formoterol’iin, mikroglia
hiicrelerinde NLRP3 inflamazomuna ve NLRP3 inflamazomu aktivasyonuyla tesvik edilen
programli hiicre 6liimii olan piroptoza olan etkisini arastiran herhangi bir ¢alisma mevcut
degildir.

Bu tez calismasinda, P2-adrenoseptor agonisti Formoterol’iin N9 mikroglia
hiicrelerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonuna ve NLRP3 inflamazomu aracil1 piroptotik

hiicre 6ltimiine etkisinin in vitro kosullarda incelenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mikroglia

Mikroglia, MSS ana bagisiklik hiicresidir; saglikli beyin ve omurilikte MSS
hiicrelerinin yaklasik % 10'unu olusturur. Mikroglia, embriyonik olarak tiiretilmis ve kendi
kendini yenileyen bir doku fagositik makrofajidir. Mikroglial hiicreler, hareket kabiliyeti
yiiksek ve yapist oldukg¢a dallanmis hiicrelerdir (32, 33). Bu hiicreler, MSS’nin gelisimi ve
homeostazi siireclerinin yaninda, MSS’de olusan neredeyse tiim patolojik durumlarda rol
alir (34). Mikroglia, kapsamli hareket yetenegi sayesinde beyin parankimini siirekli olarak
arastirir. Mikroglial hiicreler, noronal aktivitedeki degisiklikler, DAMP’lar ve patojen
sinyalleri dahil olmak {izere mikro ortamlardaki herhangi bir tehlikenin etkin bir sekilde
tespit edilmesini saglar (35). Mikroglial hiicreler, bir tehlike saptadiklar1 anda tipki
makrofajlar gibi fagositik ve sitotoksik mekanizmalar vasitasiyla bu tehlikeyi ortadan
kaldirirlar. Ek olarak, sitokin salinimi ve antijen sunumu 6zelliklerinden dolay1 inflamasyon

ve homeostatik mekanizmalarina katki saglarlar (36).
2.1.1. Mikroglianin Tarihg¢esi ve Kokeni

1856'da Rudolf Virchow, noronal unsurlardan farkli bir varligi ifade etmek i¢in
"noroglia" ifadesini kullanmigtir. Noroglia terimi, eski Yunanca’dan tiiretilmistir ve
"yapistiric1" veya "siva" anlamina gelir. 19. ylizyilin sonuna kadar néroglianin hangi hiicre
tiplerini temsil ettigi tam olarak acik degildi. Carl Weigert 1895'te glial liflerin bir matriks
oldugunu ve ¢ekirdeklerin bu kiitleye gdmiilii oldugunu iddia etti. Ayn1 yil, Michael von
Lenhossek "astrosit" terimini ortaya atmisti, ancak bu yapiyr noroglianin hiicresel bir
bileseni olarak adlandirdi. Noroglianin néronal unsurlarin gémiilii oldugu amorf bir yap1
oldugu goriisiine karsi1 ¢ikti. Yeni terim olan "astrosit" ile Lenhossek, glianin adindan da
anlasilacagi gibi sadece bir yapistiricidan ziyade bunun bir hiicre oldugunu agikga belirtmek
niyetindeydi. Santiago Ramoén y Cajal, beyinde noronlar ve astrositlerin yani sira daha fazla
hiicre tipi oldugunu fark etti. Cajal, néroglia ¢alismasini daha da siirdiirdii ve astrositleri
giizel bir sekilde etiketleyen {inlii altin kloriir siiblimasyon yontemini gelistirdi. Ek olarak,
“liglincii element” olarak adlandirdigi, ancak 6zelliklerini tanimlayamadig ve belirsiz kalan
bazi1 kotii boyanmais, goriiniiste apolar olan hiicreler gdzlemledi. Cajal’in 6grencisi olan Pio
del Rio Hortega, ¢alismalarini bu anlayis {izerine insa etti ve amonyak giimiis karbonat

yontemi gibi yeni boyama tekniklerini tanitti. Hortega, bu yeni boyama teknigi ile Cajal’in



“Uiglincti element” diye bahsettigi hiicrelerin fagositik islevlerini, plastisitelerini, bolgesel
dagilimlarin1 ve heterojenliklerini tanimlamay1 basardi ve bu hiicreyi "mikroglia" olarak

adlandird1 (34, 37, 38).

Mikroglial hiicreler, diger dokularda makrofajlarin olusmasini saglayan embriyonik
yolk kesesinden koken alir ve embriyogenez sirasinda MSS’ye go¢ ederler. MSS boyunca

heterojen olmayan bir sekilde yayilir ve dagilirlar (39, 40).
2.1.2. Mikroglianin Fenotipleri

Mikroglia aktivasyonunun travma, koma, felg, noéroinflamasyon ve NH dahil olmak
tizere norolojik bozukluklarin patogenezinde ¢ok Onemli bir rol oynadig1 gdsterilmistir.
Aktive edilmis mikroglia, farkli mikro-gevresel bozukluklara yanit olarak farkli ve hatta zit
fonksiyonlara sahip iki hiicre popiilasyonundan olusur. Bu mikroglia fenotipleri, pro-
inflamatuar M1 (klasik olarak aktive edilmis) ve anti-inflamatuar M2 (alternatif olarak
aktive edilmis) fenotipleri olarak adlandirilir (41). M1 mikroglia, tiimor nekroz faktorii alfa
(TNF-a), interlokin-6 (IL-6), IL-18, interlokin-12 (IL-12) ve kemokin ligand1 2 (CCL2) gibi
inflamatuar sitokinler ve kemokinler iiretir. Ayrica nikotinamit adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) oksidaz, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), major doku uyumluluk
kompleksi-II (MHC-II), integrinler (CD11b, CDl1c), kostimiilator molekiiller (CD36,
CD45, CDA47) ve Fc reseptorlerinin ekspresyonunu saglayarak nodronal hasara katkida

bulunur (42).

M2 mikroglia aktivasyonu, interlokin-4 (IL-4) ve interlokin-13 (IL-13) gibi anti-
inflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenir. M2 mikroglia, anti-inflamatuar sitokinler
(interlokin-10 (IL-10), doniistiiriicii biiyime faktorii beta (TGF-B), biiylime faktorleri
(insiilin benzeri bliylime faktorii-1 (IGF-1), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), koloni uyarici
faktor (CSF)) ve norotrofik biiylime faktorleri (sinir biiylime faktorii (NGF), glial hiicre
kaynakli norotrofik faktér (GDNF), beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) ve
norotrofinler) iiretir. Ayrica pro-survival faktdr prograniilini serbest birakir ve mannoz
reseptoriinii (CD206) indiikler. (43). M2 mikroglia, hiicre kalintilarinin ve yanlis katlanmig
proteinlerin fagositozunu, hiicre dis1 matris yeniden yapilandirmasin1 ve doku onarimini

destekler ve norotrofik faktorlerle néronun hayatta kalmasini saglar (44).

Genel olarak, M1 mikroglia inflamasyon ve norotoksisiteyi indiiklerken, M2

mikroglia anti-inflamatuar yanit1 ve iyilesmeyi indiikler (43).



2.1.3. Mikroglianin Fonksiyonlari

Mikroglianin beyindeki ana iglevleri olan bagisiklik gozetimi, bagisiklik savunmasi
ve fagositozun yaninda, doku onariminmi saglamasi ve MSS'de homeostazi korumak i¢in
trofik destek saglamasi gibi gorevleri de vardir (45, 46). Mikroglia, MSS’nin gelisimi
sirasinda beyinde optimal sayida sinaps olusumu ve noronal devrelerin kurulmasinda kritik
gorevleri olan hiicredir. Beynin gelisimi sirasinda mikroglia islevindeki kusurlar beyin
olgunlagmasinm1 geciktirir (47, 48). Mikroglia ndronal Oncii hiicrelerin ¢ogalmasini,
farklilasmasin1 ve sagkalimini modiile ederek noronal igerigi kontrol eder (49-52).
Mikroglia, gelisen 6n beyin subventrikiiler bolgesinde néron ve oligodendrosit iiretimini
uyarir (53, 54). Mikroglia saglikli beyinde sinaptik yeniden sekillenme ve nérodejeneratif
hastalik patogenezi i¢in 6nemli olan sinaptik budamada goérev alir (55, 56). Mikroglia
miyelinizasyonda, beynin ve retinanin normal vaskiilarizasyonunun saglanmasinda gorev
alir (57). Mikroglia, BDNF sinyal iletimi yoluyla 6grenme ile ilgili sinapslarin olusumunu

tesvik ederek 6grenme ve hafiza gibi daha yiiksek bilissel iglevlerle de iliskilidir (58).
2.1.4. Norodejeneratif Hastahiklarda Mikroglia

Norodejenerasyon, beyin ve omurilikte kronik ve ilerleyici ndron kaybi olarak ifade
edilir. Spesifik olarak, AH, hafiza kaybina ve biligsel gerilemeye neden olan amiloid beta
AP plaklar1 ve hiicre i¢i hiperfosforile tau proteini i¢eren norofibriler yumaklar ile (59); PH
substantia nigra pars kompaktadaki (SNpc) dopaminerjik néronlarin segici 6liimii ile (60);
amyotrofik lateral skleroz (ALS) motor néronlarin dejenerasyonu ile (61, 62); Huntington
hastaligi (HH) striatum ve kortekste bulunan belirli bir néron tipinin ilerleyici kayb ile

karakterize edilir (63, 64).

Bu hastaliklarda mikroglianin aktive oldugu ve IL-1p3, TNF-a, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve nitrik oksit (NO) gibi bagisiklikta gorev alan mediatorleri irettigi ortaya
koyulmustur (65-67).

Bu bagisiklik mediatorleri bazal diizeyde, ndronlarin homeostazinin saglanmasinda
ve nekrotik ndronlarin enkazinin temizlemesinde rol alirlar. Ancak NH’de kronik olarak
aktive olan mikroglia, bu mediatorleri ¢ok fazla {iretir ve durumu daha da kétiilestirebilir
(68). AH'de AP birikiminin, tau hiperfosforilasyonunu ve ndrofibriler yumaklarin
olusumunu tesvik eden, nérodejenerasyon ve bilissel bozulmaya yol acan bir mikroglial

yanita yol actig1 gosterilmistir. Burada AP birikimleri, mikroglia tarafindan verimli bir



sekilde uzaklastirilmak yerine bu hiicrelerin reseptorlerine baglanir ve hiicrelerden pro-
inflamatuar sitokinler salgilamasini tetikler. Bu da ndronlara daha fazla zarar verir. Bu

ylizden mikroglia AH’de “iki ucu keskin kili¢” olarak ifade edilmektedir (37).

Parkinson hastaligina sahip kisilerin pozitron emisyon tomografisi (PET) sonuglar1
incelendiginde, bu kisilerin SNpc’sinde bol miktarda reaktif mikroglianin bulundugu tespit
edilmistir. Ancak bu durum klinik siddet ile dogru orantili degildir. Bu da bu durumun
hastaligin erken doneminde ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir (69, 70). Mikroglianin PH'de
dahil oldugu mekanizmalarin AH'dekine benzer olabilecegi ifade edilmektedir. Mikroglia,
muhtemelen a-syn’yi ortadan kaldirmaya galisir ve onun yapisint bozar. Bu siirecteki bir

kusur, AB'ye benzer hiicre dist a-syn birikimine sebebiyet verir (71).

Mikroglia, a-syn birikintilerinin yakininda birikir; cluster of differentiation 36
(CD36) ve toll-benzeri reseptor 2 (TLR2) gibi AB'yi de baglayan reseptorlere bagli olarak
pro-inflamatuar hale gelir. AH ve PH'nin benzer patojenik yollara sahip oldugu goz oniine
alindiginda, mikroglianin PH'de de iki ucu keskin bir kili¢ oldugu ifade edilmektedir (72-
74).

Pro-inflamatuar belirtegleri eksprese eden mikroglianin, ALS hastalig1 olan kisilerin
otopsilerinde hasarli néronlarin yakininda yogun bir sekilde bulundugu saptanmustir (75).
Ayrica hayatta olan ALS hastalarinin beyinleri PET ile incelendiginde yine hasarl
noronlarin etrafinda aktif mikroglianin fazlaca bulundugu goriilmiistiir (76). Pro-inflamatuar
mikroglia, HH nin erken sathalarinda PET ile tespit edilebilir (77). Ayrica HH olan kisilerde
pro-inflamatuar mikroglia varligit HH siddeti ile iliskilidir (78, 79).

2.2. inflamazomlar
2.2.1. Bagisiklik Sistemi ve inflamasyon

Bagisiklik sisteminin doku homeostazindaki degisiklikleri tespit etmek ve bu
degisikliklere bagli olarak yanit olusturmak gibi hayati bir gorevi vardir. Bagisiklik hiicreleri
bu gorevi yapabilmek i¢in Ozellikle bariyer bélgelerinde bulunurlar; “patojen tanima
reseptorleri” (PRR'ler) olarak adlandirilan ve Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler), C-tipi lektin
reseptorleri (CLR'ler), NOD-benzeri reseptorler (NLR'ler) ve RIG-benzeri reseptorler
(RLR'ler) gibi ¢ok c¢esitli reseptorii ifade ederler. Bu reseptorler, patojen istilasina,
DAMP’lara ve PAMP’lara duyarlidir ve bu uyarilar tespit eder. Bu uyarilarin mevcut

oldugu durumlarda PRR'lerden elde edilen sinyaller, doku homeostazini saglamak i¢in bir



bagisiklik yanitin1 baslatan inflamatuar yanit iiretmek {izere islenir ve entegre edilir (80).
Bir¢ok hastaligin patogenezinde rol alan inflamasyon siireci, evrimsel olarak korunmus ve
Olii hiicreler, toksik maddeler veya patojenler gibi zararli uyaranlara yanit olarak aktive olan
koruyucu bir reaksiyondur (81). Inflamasyon siirecinin molekiiler mekanizmasi1 baslica

inflamazom yolunu igermektedir ve inflamazom aktivasyonu ana bilesendir (82-84).
2.2.2. inflamazom

Inflamazomlar, gesitli fizyolojik veya patojenik uyaranlarla aktive edilen polimorfik
komplekslerdir. Inflamazomlar, patojenleri ve hasarli hiicreleri temizleme yetenegi
sayesinde dogustan gelen immiin yanitin dnemli bir bilesenidir (3, 4). Inflamazomlar,
DAMP ve PAMP gibi gesitli uyaranlar1 taniyan multiprotein kompleksleridir (85, 86).
Inflamazomlar ayn1 zamanda, enfeksiyon durumuna sebebiyet veren mikroorganizmalara ve
konak proteinlerinden olusan molekiillere karsi inflamasyon siirecinin baglatilmasi ile
kaspaz-1 aktivasyonu diizenlenmesi siirecinde gorev alan dogustan gelen bagisiklik sistemi
elemanidir (87). Bugiine kadar, NOD-like receptor (NLR) family pyrin domain-containing
1 (NLRPI), NLRP3, NLR-family caspase recruitment domain (CARD)-containing 4
(NLRC4), NLR family pyrin domain-containing 6 (NLRP6) ve absent in melanoma 2
(AIM2) inflamazomlar1 dahil olmak iizere ¢esitli tipte inflamazomlar tanimlanmigtir. Bunlar
arasinda NLRP3 inflamazomu, en iyi karakterize edilen ve bilimsel ¢alismalara en fazla

konu olan inflamatuar sensér molekiiliidiir (6).
2.2.3. NLRP3 inflamazomu

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin dnemli bir pargast olan NLRP3 inflamazomu;
innate immiin reseptor proteini NLRP3, adaptor protein apoptosis-associated speck-like
protein containing a CARD (ASC, ayrica PYCARD olarak da bilinir) ve inflamatuar proteaz
kaspaz-1'den olusan sitozolik multiprotein kompleksidir (88). NLRP3, ii¢c ana bilesenden
(domain) olusmaktadir. Bu bilesenler, karboksi ucunda losince zengin tekrar domaini
(LRR), merkezde niikleotid baglama domaini (NACHT) ve amino ucunda pirin domainidir
(PYD). LRR, sinyal tanima kapasitesine ve oto-inhibitér fonksiyonlara sahiptir. Adenozin
trifosfataz  (ATPaz) aktivitesine sahip olan NACHT domaini kendi kendine
oligomerizasyonuna aracilik eder. PYD domaini ise inflamazom olusturmak i¢in ASC ile bir
araya gelir (89). NLRP3 aracili inflamazom aktivasyonunu saglayan PAMP ve DAMP dabhil

olmak {iizere gesitli uyaranlara yanit olarak NLRP3 bir sensor gorevi goriir ve homotipik



NACHT domaininin etkilesimleri yoluyla kendi kendine oligomerizasyona ugrar.
Oligomerize NLRP3, adaptor protein ASC’nin amino ucunda bulunan homotipik PYD-PYD
domainlerinin etkilesimleriyle bir araya gelerek ASC speck makromolekiilii olusur (90, 91).
Sonrasinda bu yapi, homotipik CARD-CARD domainlerinin etkilesimleri yoluyla
inflamazom efektor kaspaz-1'in olgunlasmamis formu (pro-kaspaz-1) ile bir araya gelerek
NLRP3 inflamazom kompleksi olusur (3). ASC filamenti {izerinde pro-kaspaz-1’in
oligomerizasyonu kaspaz-1’e olgunlagsmasini saglar. Ayrilmis kaspaz-1, sirastyla pro-IL-13
ve pro-IL-18'1 proteolitik olarak keser ve onlarin aktif formlar1 olan IL-1B ve IL-18'e
doniigiimiinii saglayarak salgilanmasini uyarir (86, 92-94). NRLP3 inflamozom bilesenleri

ve kompleksi Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. NRLP3 inflamozom bilesenleri ve kompleksi (Otlu’dan, 95)



2.2.4. NLRP3 inflamazom Aktivasyonu ve Aktivatorleri

PAMP’lar ve DAMP’lar aracilifiyla NLRP3 inflamazom aktivasyon mekanizmasi,
priming ve aktivasyon sinyalinden olusan iki asamali bir siirectir. ilk sinyal olan priming
asamasi iki fonksiyona sahiptir. Ik fonksiyonu, NLRP3, pro-IL-1p ve pro-IL-18 inflamazom
bilesenlerinin ekspresyonunu uyarmaktir. Priming asamasi sirasinda, endojen sitokinler (IL-
1, TNF-q, interferon (IFN)) veya PRR’ler (nucleotide-binding oligomerization domains-
containing protein 2 (NOD2), TLR’ler veya sitokin reseptorleri (IL-1R ve TNFR)) NF-
«B’nin aktivasyonunu uyarir (7, 9, 82). NF-xB, normalde [kB’ye baglanarak sitoplazmada
tutulur. Ancak PRR veya sitokin aracili sinyal kaskadlart IKK kompleksini aktive eder.
Sonrasinda NF-kB aktivitesinin inhibisyonundan sorumlu temel bir protein olan IkBa’y1
fosforiller. Bu fosforilasyon, IkBa ubikitinasyonunu ve proteazom aracili degredasyonu ile
sonuglanir. Boylece NF-kB, ¢ekirdege transloke olur ve NLRP3, pro-IL-1 ve pro-IL-18’in
transkripsiyonunu uyarir (9, 10). NF-kB yolagiin diizenlenmesi Sekil 2’de gosterilmistir.
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Sekil 2. NF-kB yolaginin diizenlenmesi (Liu’dan, 10)



Priming agsamasinin ikinci fonksiyonu ise, NLRP3'iin fosforilasyon/defosforilasyon,
sumolasyon, ubikitinasyon/deubikitinasyon, asetilasyon/deasetilasyon ve nitrosilasyon gibi
post-translasyonel modifikasyonlarin1 (PTM’ler) saglamaktir. Kisaca, priming asamasi hem
transkripsiyonel diizenleme ve hem de PTM'ler araciligiyla NLRP3 inflamazom aktivasyonu

icin ¢cok onemlidir (88, 90, 96, 97).

Ikinci asama olan “aktivasyon” asamasinda, NLRP3 inflamazom aktivasyonu i¢in
eksojen/patojen tiirevli veya endojen tehlike sinyalinden olusan bir sinyal gerekmektedir.
NLRP3 inflamazomunu aktive eden sinyaller; konakg¢idan tiiretilen molekiiller,
amiloidojenik proteinler, a-syn, metabolik stres kaynakli molekiiller, ¢evresel tahris edici
maddeler, bakteriyel por olusturan toksinler, cildi tahris edici maddeler ve tiim patojenlerdir

(90, 96). NLRP3 inflamazom aktivatdrleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. NLRP3 inflamazom aktivatdrleri (Paik’ten, 82; Zangiabadi’den, 96)

DAMP Viicut-kaynakli ATP, kolesterol kristalleri, palmitat, ¢oziiniir iirik asit, o-
syn, AP, serum amiloid A, prion proteini, hiyaliironan,
okside mitokondriyal DNA, siklik GMP-AMP ve
seramidler

Yabanci-kaynakli  Silika, aliiminyum hidroksit, nanoparg¢aciklar, karbon

nanotiipler, sap ve palmitat

PAMP Bakteriyel LPS, peptidoglikan, bakteriyel RNA, RNA-DNA hibridi
ve toksinler (nigerisin)

Viral Cift ve tek sarmalli RNA

Aktivasyon asamasinda, mitokondriyal disfonksiyon, ROS iiretimi, iyon akisi
(K*/CI" akis1 ve Ca?"/Na" girisi), Ca>" homeostazinin bozulmasi, lizozomal hasar, golgi
fragmentasyonu ve metabolik degisiklikler gibi bir¢cok sayida molekiiler veya hiicresel
olaylarda (sinyaller) da NLRP3 inflamazom kompleksinin olusmasina katkida bulunabilir

(8, 82,90, 97, 98). NLRP3 inflamazom aktivasyonu Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3. NLRP3 inflamazom aktivasyonu (McKee’den, 99)

2.3. Piroptoz: inflamasyonun Ana Diizenleyicisi
2.3.1. Hiicre Oliimii

Hiicrelerin hayatta kalmas1 ve 6liimii, ¢esitli sinyaller ve molekiiller tarafindan siki
bir sekilde kontrol edilir. Fizyolojik hiicre 6liimii normal fonksiyon ve doku gelisimi i¢in
cok oOnemlidir. Ancak patolojik hiicre oliimii saglimizi tehdit eden yan etkilere ve
inflamasyona neden olabilir (100). Hiicre éliimii siniflandirmasi, Hiicre Oliimii Adlandirma
Komitesi (Cell Death Nomenclature Committee, HOAK) tarafindan formiile edilmis ve
Onerilmistir.  Genel olarak hiicre o6limii, hiicre 0lim siirecinin  diizenlenip
diizenlenemeyecegine bagh olarak, “kazara hiicre 6limii” ve “diizenlenmis hiicre 6limii”
olarak ikiye ayrilir. Kazara hiicre 6liimii, asir1 pH degisimleri, yiiksek basing, yiiksek sicaklik
ve anormal ozmotik stres gibi kimyasal, fiziksel veya mekanik stres tarafindan tetiklenen
kontrolsiiz bir hiicre 6liimii tiirtidiir. Diizenlenmis hiicre 6liimii ise karmasik molekiiler

mekanizmalar tarafindan indiiklenen siki bir sekilde diizenlenmis bir hiicre 6liimii formudur.
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Kazara hiicre oliimi pasif bir siiregken, diizenlenmis hiicre Oliimii, bir¢ok hastaligin
patogenezinde énemli bir rol oynayan aktif bir siirectir (88, 101). HOAK son yillarda
ferroptoz, otofaji, nekroptoz, entotik, netotik ve lizozom bagimli hiicre 6liimii, alkaliptoz ve

piroptoz gibi bir¢ok yeni diizenlenmis hiicre 6liimii modeli tanimlamistir (102).
2.3.2. Piroptoz

NLRP3 inflamazom aktivasyonu siklikla piroptoz olarak bilinen kaspaz-1 bagiml
pro-inflamatuar diizenlenmis hiicre dliimiine de yol agmaktadir. Inflamazom kompleksi
kaspaz-1'in otoproteolitik aktivasyonuna yol acar (103). Olgun kaspaz-1’in, inflamazom
aracilt inflamatuar hiicre 6liimiinden sorumlu oligomerik membran porlarinin olusumunu
saglayan GSDMD’nin proteolitik bdliinmesine aracilik ettigi kesfedilmistir (94, 104). Bu
nedenle, piroptoz 2015 yilinda gasdermin aracili programli 6liim olarak tanimlanmistir
(105). GSDMD proteini, N-terminal por olusturucu domain ve C-terminal baskilayici
domain olmak tizere iki korunmus domainden olusur (106). N-terminal domaini muhtemelen
por olusumundan dolay1 sitotoksik aktiviteye sahipken, C-terminal domaini oto-inhibitdrdiir
ve bu sitotoksisiteye karsi koruma saglar (107). GSDMD'nin N-terminal domaini araciligryla
piroptoz uyarilmaktadir. NLRP3 inflamazom aktivasyonunu takiben, inflamatuar kaspazlar
(farelerde kaspaz-1 ve -11; insanlarda kaspaz-1, -4 ve -5), ozellikle kaspaz-1, sitozolik bir
protein olan GSDMD'nin proteolitik olarak boliinmesini indiikler. Kaspaz-1, N-terminal
domainini C-terminal oto-inhibitér domaininden ayrilmasini saglayarak GSDMD’nin aktif
formunu olusturur (108). Inflamatuar kaspazlara ek olarak, diger proteazlarin da (nétrofil
elastaz veya katepsin G) GSDMD'nin proteolitik olarak boliinmesini (N-terminal fragmenti
(p30) ve C-terminal fragmenti (p20)) sagladigi bulunmustur. Bu durum, GSDMD'nin birgok
sinyal yoluyla hem piroptotik hiicre Oliimiiniin bir substrati ve yiiriitiiciisii olarak
kullanilabilecegini hem de IL-1p ve IL-18’in hiicre disina sekresyonu i¢in gerekli oldugunu
diistindiirmektedir (108, 109). Bu aktivasyon neticesinde GSDMD'nin N-terminal domaini
(p30), fostatidilinositol fosfatlar, fosfatidilserin ve kardiyolipin dahil olmak {izere membran
lipitlerine dogrudan baglanabilir. Plazma membrani tizerinde lipit baglanmasini takiben, por
olusumu i¢cin GSDMD'nin N terminal domaininin oligomerizasyonu gereklidir. GSDMD'nin
N terminal domaini (tahmini 16 PFD monomeri) yay seklindeki oligomerleri olusturur ve
sonrasinda halka seklindeki oligomerlere doniisiir. Boylece plazma membrani iizerinde 10-
15 nm'lik ¢apta sitoplazmik oligomerik porlar olusur (108, 110). Bu porlar hiicre membran

biitiinliiglinlin bozulmasina, hiicre i¢i ozmotik basincin artmasina; IL-1 (4.5 nm), IL-18 (5.0
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nm), su (0.275 nm), Na* (0.277 nm), glisin (0.97 nm), laktat dehidrogenez (9.6 nm), yiiksek
mobilite grubu protein 1 (HMGB-1) ve 1s1 sok proteini (HSP) gibi molekiillerin
sekresyonunu saglayarak inflamasyonun yayilmasina katki saglar (6, 104, 110-112).
GSDMD poru ve piroptoz Sekil 4’te gosterilmistir.

IL-1p IL-18

. ’ Hiicre a
7\ $i$mesi\
’

Membran

Sitozol yirtilmasi

W
A

Ekstraseliiler .
bolge [
1
: % Propidyum
' - Na*
® Glisin - H,O

Sekil 4. Gasdermin poru ve piroptoz (Kovacs’tan, 110)

GSDMD'nin aktivasyonu plazma membran biitlinliigli kaybina neden oldugu i¢in
piroptoz siirecini baslatir. Diger hiicre 6liim tiirlerinden farkli olarak piroptozda, plazma
membran biitlinliigiinlin bozulmasi, hiicreye su girisi, hiicresel sisme, ozmotik lizis ve pro-
inflamatuar hiicresel igerigin salinmasi goriiliir (88). Piroptozun temel 6zellikleri Tablo 2’de

verilmistir.

13



Tablo 2. Piroptozun temel 6zellikleri (Huang’dan, 88)
Baslaticilar: DAMP’lar ve PAMP’lar

Efektorleri Kaspaz-1, -11 (veya insanda kaspaz-4, -5) ve

cogunlukla gasdermin ailesi iiyeleri

Morfolojik 6zellikleri Kromatin yogunlasir.
Cekirdek bozulmadan kalir.

Hiicresel sisme ve plazma membrani yirtilmasi

gortliir.

Inflamatuar yanit: Pro-inflamatuar

Salinan ic¢erikler IL-1B, [IL-18, IL-la, HMGBI1 ve laktat
dehidrogenaz (LDH)

Piroptozun diizenlenmesi tam olarak tanimlanmamakla birlikte bu alandaki
calismalar giin gectikge atmaktadir. Piroptozun derecesi, artan inflamazom aktivasonuyla
artmaktadir (6, 113). Yiiksek diizeyde piroptoz, inflamatuar semptomlarin siddetlenmesine,
hiicre oliimiine ve ciddi doku/organ yetmezligine neden olabilir (114). Ayrica birgok
organelin ve plazma membraninin sitozole bakan i¢ ylizii benzer lipitlerden
(fosfatidilinositol ~ fosfat, fosfatidilserin ve kardiyolipin) olusmaktadir. Ornegin,
endoplazmik retikulumda GSDMD poru olusursa, sitozole kalsiyum depolarindan kalsiyum
akis1 saglanabilir (110).

2.4. NLRP3 inflamazomunun Nérodejeneratif Hastaliklar ve Mikroglia ile Tliskisi
2.4.1. Norodejeneratif Hastaliklarda NLRP3 inflamazomu

NLRP3 inflamazomunun anormal/asir1 aktivasyonu AH, PH, HH, ALS, multipl
skleroz (MS), prion hastalig1 gibi NH’nin patogenezi ile iligkilidir (14, 115, 116). Yanls
katlanmis protein agregatlar1 ve hastaliklara eslik eden belirli metabolitler, bu hastaliklarin

baslamasinda ve ilerlemesinde kritik bir rol oynayan NLRP3 inflamazomunun dogrudan

aktivatorleri oldugu kanitlanmis olan endojen DAMP'lardir (117).

Alzheimer hastalifinin patogenezinde rol alan ve beynin hipokampiis ve korteks
bolgelerinde biriken amiloid plaklar ve hiicre dis1 (ekstraseliiler) tau proteinleri, beynin en

onemli bagisiklik hiicreleri olan mikroglialar tarafindan ¢evrelenir ve AP ve tau agregatlarina
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bagl olarak mikroglial aktivasyon gerceklesir. Bu aktivasyon da dogal immiin yanit olan
NLRP3 inflamazom aktivasyonunu uyarmaktadir. Aktif mikroglialar tarafindan olusturulan
inflamatuar hasarin hastaligin erken asamalarinda ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir. Kalici
mikroglial NLRP3 inflamazom sinyali, asir1 Ap ve tau birikimine, mikroglialarin Ap ve tau
agregatlarini temizleme kapasitesinin azalmasina ve mikroglial islev bozukluguna yol agar.
Gergekten de son zamanlarda yapilan ¢alismalar, siddetli AH'nin artan mikroglial islev
bozuklugu ile iliskili oldugunu gostermektedir (82, 118). Bu nedenle AP ve tau agregatlari,
beyinde ciddi seviyede NLRP3 inflamazom sinyal yolunun aktivasyonuna yol agarak AH

patofizyolojisine, hastaligin ilerlemesine ve bilissel azalmaya neden olur (82-84).

Beyinde striatum/SNpc’de bulunan dopaminerjik noronlarin dejenerasyonu/6limii,
a-syn proteinini igeren anormal protein kiimeleri olan Lewy cisimciklerinin varligi ve
mikroglioz (aktive mikroglial hiicrelerin birikmesi), PH nin en 6nemli ndropatolojik ayirt
edici ozellikleridir (119, 120). PH’ nin patogenezi ¢ok karmasiktir ve hastaligin gelisimi
birgok faktoriin kombinasyonunun bir sonucudur. Yogun arastirmalara ragmen,
dopaminerjik néronlarin 6liim nedenini agiklayan birlesik bir teori bulunmamaktadir (121).
Noronal dejenerasyona neden olan mekanizmalar tam olarak aciklanamamasina ragmen
noronal dejenerasyonda, a-syn proteostazinin bozulmasi, mitokondriyal disfonksiyon,
oksidatif stres, kalsiyum homeostazi, aksonal tasima, eksitotoksisite, norotrofik faktorlerin
eksikligi, ubikitin-proteazom sistemin bozulmasi ve néroinflamasyon gibi ¢cok sayida yolun
ve mekanizmanin rol aldig: diistiniilmektedir (122, 123). Noronal dejenerasyona neden olan
tim bu mekanizmalar aracilifiyla NLRP3 inflamazom aktivasyonu gergeklesmektedir

(119).
2.4.2. Mikrogliada NLRP3 Inflamazomu

Mikroglialar, PAMP'lar ve DAMP'larin algilanmasin1 saglayan PRR’leri (TLR,
NLR, CLR, RLR) biinyesinde bulunduran MSS’nin yerlesik bagisiklik hiicreleridir.
PAMP'lar ve/veya DAMP'lar ile uyarilan PRR’ler, NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
saglayarak dogustan gelen bagisiklik yanitina kritik bir sekilde katkida bulunur (124). Ayrica
oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, bozulmus mitofaji gibi bircok patofizyolojik
faktor NLRP3 inflamatuar kompleksini aktive etmede ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir
(125). Mikroglial NLRP3 inflamazom aktivasyonunun, néroinflamasyon siirecine 6nemli bir

katki sagladig1 ortaya koyulmustur. AB ve a-syn gibi patolojik protein agregatlar: mikroglial
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NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikleyerek nérodejenerasyona sebep olmaktadir (13).
Mikroglial NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu kronik hale doniistiigiinde patoloji

siddetlenir. Bu durum NH’nin ilerlemesinin hizlanmasina sebep olur (14).
2.5. Adrenoseptorler, Cesitleri, Agonistleri, Norokoruyucu Etkileri ve Formoterol
2.5.1. Adrenoseptorler

Adrenerjik reseptorler veya adrenoseptorler, bircok hiicre tipinde eksprese edilen,
hem dinlenme hem de stresli kosullarda sempatik sinir sistemi aracilifiyla tiim viicut
homeostazin1  korumada merkezi bir rol oynayan transmembran proteinlerdir.
Adrenoseptorler, ai-, ax- ve B-adrenoseptorler olmak tizere ii¢ farkl aileye ayrilir. Ek olarak,
her aile ti¢ alt tipe ayrilir. Bunlar, a1 A, 0B ve 1D (aj-adrenoseptorler); axA, 02B ve 02C
(az-adrenoseptorler); Bi, P2 ve P3’tiir (B-adrenoseptorler) (15). Adrenoseptorlerin doku

dagilimi, fizyolojik etkileri ve agonistleri Tablo 3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 3. Adrenoseptorlerin doku dagilimi, fizyolojik etkileri ve agonistleri (Sharma’dan,

126)
Reseptor Doku dagilimi Fizyolojik etkileri Agonist
) Diiz kas kasilmasi, Norepinefrin,
Vaskiiler ve viseral diiz o
o1 glukoneogenez, Fenilefrin,
kaslar ‘ .
vazokonstriiksiyon Methoxamine
Pre-sinaptik terminaller, . o
) Norotransmitter saliniminin Clonidine,
o2 pankreas, trombosit, o o
inhibisyonu Monoxidine
tiikiiriik bezleri
_ Isoproterenol,
Kalp, bobrek ve bazi pre-  Kalp atis hizinin ve renin o
1 - . Norepinefrin,
sinaptik terminaller sekresyonunun artmast )
Dobutamine
‘ ‘ . _ Formoterol,
Beyin, bronsiyoller viseral Vazodilatasyon,
: ‘ h Salbutamol,
B2 diiz kaslar, karaciger, bronkodilatasyon, insulin
) o Salmeterol,
iskelet kaslar1 saliniminin inhibisyonu )
Terbutaline
Isoproterenol,
B3 Adipoz doku Lipolizin artmasi Amibegron,
Solabegron

2.5.2. p2-Adrenoseptor

B2-adrenoseptdr noron, mikroglia ve astrosit hiicrelerinin yiizeylerinde fazlaca
eksprese edilen G protein-kenetli bir reseptordiir (16-18). Periferde, P2-adrenoseptorlerin
aktivasyonu akcigerlerdeki diiz kaslarin gevsemesine, kan damarlarinda bronkodilatasyona
ve vazodilatasyona yol agar (127, 128). B2-adrenoseptoriin uyarilmasi sirasiyla, (a) adenilat
siklaz1 aktive ederek hiicre i¢i siklik AMP (cAMP)'yi artirir (b) cAMP-yanit elemani
baglayici proteini fosforilleyen protein kinaz A (PKA)min aktivasyonuna yol agar, (c) NF-
kB’yi inhibe eden protein olan I kappa Ba (IkBa)'nin de novo sentezini uyarir, boylece (d)

NF-«B'nin ¢ekirdege translokasyonu onlenir ve transkripsiyonel olarak sentezlenmesini
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inhibe eder ve son olarak (e) pro-inflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunu azaltir. -
adrenoseptorler yoluyla asagi akis sinyali, mikroglial aktivasyonu inhibe eder ve pro-

inflamatuar sitokin tiretimini azaltir (29).
2.5.3. p2-Adrenoseptor Agonistleri

B2-agonistler, epinefrin, norepinefrin ve dopamin gibi endojen katekolaminlerin
etkilerini taklit eden bir grup farmasotik bilesik veya sempatomimetik ilagtir. Bu ilaglar
katekolaminlere benzer bir yapiya sahip degildir, ancak yine de dogrudan ya da dolayli
olarak B2-adrenerjik reseptorii aktive ederler (129). Klinik uygulamalarda kisa (Salbutamol,
Metaproterenol), uzun (Formoterol, Clenbuterol ve Salmeterol) ve ultra uzun (Indacaterol)
etkili olmak iizere farkli Bz-adrenoseptdr agonistleri gelistirilmistir ve bu ilaglar astim ve
kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi solunum yolu hastaliklarinin tedavisi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. (19, 20). Bu ilaglar, Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. B>-adrenoseptor agonistleri (Magistrelli’den, 19)

Kisa etkili Uzun etkili Ultra uzun etkili
Salbutamol Formoterol Indacaterol
Levosalbutamol Salmeterol
Terbutaline Bambuterol
Pirbuterol Clenbuterol
Precaterol
Metaprotenerol
Fenoterol

Bitolterol mesylate
Ritodrine

Isoproterenol

2.5.4. p2-Adrenoseptor Agonistlerinin Norokoruyucu Etkileri

B>-adrenoseptor, beyinde ¢ok fazla sentezlendiginden, >-adrenoseptor agonistlerinin
klinik kullanimlariin yaninda giiclii anti-inflamatuar etkileri nedeniyle NH’de terapdtik bir

yaklagim olarak kullanimina dair calismalara olan ilgi artmaktadir (21, 22). Mittal ve
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arkadaglari, Norve¢ Regete Veritabani’na kayith 4.5 milyondan fazla Norvegli’yi 11 yillik
bir zaman periyodunda incelemis ve [2-adrenoseptdr agonisti Salbutamol’iin a-syn
seviyelerini diislirerek PH gelisme riskini % 40’a kadar azalttigini bulmuslardir (23).
Gronich ve arkadaslari, Israil popiilasyonundan elde edilen verileri kullanmislar ve [»-
adrenoseptor agonistleri ile tedavi edilen kisilerde daha diisiik PH riski oldugunu
gostermislerdir (24). Alzheimer fare modeli olusturulan bir ¢alismada, B2-adrenoseptor
aktivasyonunun, hipokampal norogenezi artirdigi, biligsel azalmayzi iyilestirdigi ve sinaptik
protein seviyelerinin up-regiilasyonu ile birlikte dendritik dallar1 ve omurga yogunlugunu
artirdigt bulunmustur (25). P2-adrenoseptér agonisti Salbutamol’iin, MS hastalarinda
glatiramer asetat tedavisine ek tedavi olarak uygulanmasindan sonra, MS hastaliginda
seviyeleri artan IL-12’yi azalttig1 ve MS’in klinik sonuclarini iyilestirdigi tespit edilmistir
(26). P2-adrenoseptdr agonistlerinin  uygulanmasiyla hem 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridinin (MPTP) hem de LPS fare modellerinde toksik mikroglianin inhibe
edildigi ve farelerde 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA)nin beyin ekstraksiyonunu
arttirdigr bulunmustur (27). Clenbuterol’iin, kainik asit eksitotoksisite modelinde pro-
inflamatuar molekiiller IL-1p, interferon-gama (IFN-y) ve iNOS ekspresyonunu azalttigi;
glial hiicrelerde norotrofik faktorlerin ekspresyonunu arttirdigr ve anti-inflamatuar fenotipi
tesvik ettigi bulunmustur (28). Yine Clenbuterol’iin glial hiicrelerindeki 32-adrenoseptorleri
uyararak, norotrofik faktorlerin iiretimini, anti-inflamatuar ve ndrokoruyucu etkileri artirdigt

saptanmigtir (130).
2.5.5. Formoterol (C19H24N204)

Formoterol, klinikte KOAH ve astim tedavisi i¢in kullanilmaktadir. FDA tarafindan
onayli, hizli ve uzun etkili, anti-inflamatuar etkileri olan ve oldukg¢a se¢ici bir [»-
adrenoseptor agonistidir (31). Formoterol, minimal yan etki profiline sahiptir ve insanlarda
uzun siireli kullanim i¢in gilivenlidir (30). Lipofiliktir ve kan-beyin bariyerini gegebilir.

Formoterol’tin molekiil yapis1 Sekil 5’te gosterilmistir (131).
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Sekil 5. Formoterol (C19H24N204)’{in molekiil yapis1 (Hostrup’tan, 131)

Sistemik ve intranigral LPS ile olusturulan ndroinflamasyonda Formoterol’iin
mikroglial aktivasyonu azalttigi, substantia nigra ve striatumdaki dopaminerjik hiicre
kaybin1 Onledigi, orta beyin/striatum dopamin konsantrasyonlarin1 arttirdigi  ve
merkezi/sistemik inflamasyonun neden oldugu motor bozukluklarini azalttigi bulunmustur.
Glial hiicrelerin dahil oldugu inflamasyon siirecinde, MSS parankimine girerek glial

hiicreler iizerinde gli¢lii immiinomodiilator etkiler olusturabilir (29).
2.6. Western Blot

Tek bir hiicrede binlerce farkli protein bulunmaktadir. Bu proteinlerin her biri hiicrede
belli bir biyokimyasal siirece dahil olmaktadir. Bilim insanlar1 proteinlerin gdrevlerini,
yapilarim1 ve 6zelliklerini belirlemek adina bilimsel ¢alismalar yapmaktadir. Bu baglamda
belirli bir proteinin tespitinin yaninda miktarinin belirlenmesine de ihtiya¢ duyulmaktadir.
[lk olarak 1979'da proteinlerin membranlara elektroforetik ve elektroforetik olmayan sekilde
transferi (protein blotlama) ile temelleri atilan western blot yontemi, giiniimiize kadar biiyiik
Olclide gelisim gostermistir. Western blot, hiicrelerden elde edilen protein karistmindan
spesifik bir proteinin tayin edilmesini saglayan yliksek hassasiyetli ve yar1 kantitatif bir
yontemdir ve bilimsel ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde ilk olarak
hiicreler, i¢indeki proteinlerin ortaya ¢ikabilmesi i¢in parcalanir ve bir hiicre lizat1 elde edilir.
Ardindan bu protein karisimi, “jel elektroforezi” adi verilen bir yontem kullanilarak bir jel
tizerinde proteinin boyutuna gore birbirinden ayrilir. Sonrasinda jelde birbirinden ayrilan
proteinler, jel ortammin kirllgan olmasi ve antikorlarin proteinlere kolayca erigebilmesi
sebebiyle bir membrana aktarilir. Bu islemin ardindan membran bloklanir ve uygun primer

ve sekonder antikorlar kullanilarak hedef protein goriiniir hale getirilir. Son asamada ise

20



hedef protein, kemiliiminesans, floresans veya kolorimetrik yontemler ile belirlenir (132,
133).

Farkli 6rneklerde protein seviyelerinin giivenilir bir sekilde belirlemek i¢in dikkat
edilmesi gereken iki faktor vardir. Bunlar, elektroforetik ayirmada her bir kuyucuga

yiiklenen toplam protein miktar1 ve blotlama asamasinda verimli bir aktarimin saglanmasidir

(134).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Sarf Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihaz, alet ve sarf malzemeler Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan cihaz, alet ve sarf malzemelerinin 6zellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Sarf Malzemeler

Uretici Firma / Model

Hiicre kiiltiirii kabini
Ters faz mikroskop
COgz inkiibatorii
Etiiv (37 °C)

Buzdolabi (4 °C ve -20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)

Hassas analitik terazi
Sogutmali santrifiij
Santrifiij
Mikrosantrifiij

Vorteks

Vorteks

Mikropleyt okuyucu
pH-metre

Calkalayicili 1s1 blogu
Calkalayicili inkiibator
Orbital karistirict
Shaker cihazi

Otoklav

Kuru hava sterilizatorii
Manyetik karistirict
Sonikator

Floresan mikroskop

Metisafe BSC-11A-120

Nikon Eclipse TS100

Heraeus Heracell 240+KS-12
Heraeus B12

Beko

New Brunswick Scientific U410-86
Mettler Toledo AB204-S
Beckman-Coulter Allegra 64R
Eppendorf Centrifuge 5804
Thermo IEC Micromax

Ika Genius 3

Ika Vortex 4 basic

Molecular Devices Versa Max
Hanna Instruments HI 9321
Eppendorf Thermo Mixer Comfort
ShelLab/Sheldon S14-2

Niive SL 350

Bio-Rad UltraRocker
Tuttnauer 3150 ELV
Memmert INE 500

Ikamag RH

Sonics-Vibracell VCX500
Zeiss Axio Vert. Al
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Tablo 5. Calismada kullanilan cihaz, alet ve sarf malzemelerinin 6zellikleri (Devami)

Kullanmilan Cihaz, Alet ve Sarf Malzemeler

Uretici Firma / Model

Flow sitometre

Buz makinasi

S1v1 azot tanki

Western blot jel goriintiileme cihazi
Distile su cihazi

Ultra saf su cihaz1

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 volt)
Pipet pompasi

Farkli hacimlerde otomatik pipetler
Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi
T-25 ve T-75 hiicre kiiltiirii flasklar

6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirli plaka
96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plaka
5, 10 ve 25 mL’lik steril serolojik pipetler
3 mL’lik steril pastor pipet

15 ve 50 mL’lik steril falkon tiipler
Cesitli hacimlerde steril pipet uglar

1.5 mL’lik Eppendorf tiip
Mikrosantrifiij tiipii

Membran filtresi (0.2 pum)

Cesitli cam malzemeler

Parafilm

Cryo tiip

Steril hiicre kaldirici

Nitroseliiloz membran (0.45 pm)

Whatman kagidi 3 mm

Becton Dickinson Accuri C6
Hoshizaki FM-80KE

Thermo Biocane 47

Bio-Rad Chemidoc MP Imaging Syst.

Gf1 2004

Elga Purelab DV25
Thermo EC250-90
Vitlab Pipeo
Eppendorf
Bio-Rad

Nest

Nest

Nest

Nest

Isolab

Isolab

Nest

Kirgen

Kirgen

Gvs Abluo

Isolab

Pechiney Plastic Packaging
Nest

Greiner Bio-One
Bio-Rad, 1620115
Ge-Healthcares, 3030-861
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3.1.2. Kullamlan Ticari Kitler, Antikorlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan kitler, antikorlar ve kimyasallar {iretici firmalari ile birlikte

Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Calismada kullanilan kitler, antikorlar ve kimyasallar ile {iretici firmalar1

Kullanilan kitler, antikorlar ve kimyasallar

Uretici Firma / Kod

Cell Counting Kit-8 (CCK-8)
LDH Cytotoxicity Detection Kit
Mouse IL-13 ELISA kiti

Mouse IL-18 ELISA kiti
Propidyum iyodiir (PI)
FAM-FLICA® Caspase-1 (YVAD) Assay
BCA protein miktar tayini kiti
ClarityTM Western ECL Substrate
Anti-IkBa, Policlonal
Anti-p-IxBa, Policlonal
Anti-NF-xB p65, Policlonal
Anti-NLRP3, Monoclonal
Anti-pro-Kaspaz-1, Monoclonal
Anti-Kaspaz-1 (p20), Monoclonal
Anti-GSDMD-N, Monoclonal
Anti-GSDMD, Monoclonal
Anti-B-Actin, Monoclonal

Goat Anti-Rabbit HRP

Goat Anti-Mouse HRP

Formoterol

LPS

ATP

Dimetil stilfoksit (DMSO), cell culture grade
RPMI 1640 besiyeri

Sigma Aldrich, 96992

Roche, 4744926001

Thermo Scientific, 88-7013-22
Thermo Scientific, 88-50618-22
Abcam, ab219935

Abcam, ab219935

Thermo Scientific, 23225
Bio-Rad, 170-5060

Santa Cruz, sc-371

Santa Cruz, sc-101713

Santa Cruz, sc-8008

Abcam, ab263899

AdipoGen, AG-20B-0042
AdipoGen, AG-20B-0042
Abcam, ab219800

Abcam, ab219800

Cell Signaling Technology, 3700S
Bio-Rad, 170-5046

Bio-Rad, 170-5047

Cayman Chemical, 15584
InvivoGen, tlrl-3pelps
Sigma-Aldrich, A26209
Genaxxon Bioscience, M6323.0100
Capricorn Scientific, RPMI-XA
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Tablo 6. Calismada kullanilan kitler, antikorlar ve kimyasallar ile iiretici firmalar1 (Devami)

Kullanilan Kkitler, antikorlar ve kimyasallar

Uretici Firma / Kod

L-glutamin

Penisilin (100 U/mL)/Streptomisin (100
pg/mL)

Tripsin/EDTA % 0.25 ¢dzeltisi

Fetal bovine serum (FBS)

Proteaz inhibitor kokteyli

Phosphate buffered saline (PBS) tablet
Etanol (C.HsOH)

Amonyumpersiilfat (APS) (NH4)2S203)

Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting

Standards

Glisin

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

% 40 Akrilamid/Bis Soliisyonu (29:1)
Dithiothreitol (DTT- C4H1002S>)
RIPA Lysis and Extraction Buffer
Tris-baz

Gliserol

Bromfenol blue

[zopropanol

Trikloro asetik asit (TCA)

Coomassie Brillant Blue R-250
Metanol

Asetik asit (CH3COOH)
N,N,N,N-Tetrametil etilen diamin (TEMED)
Sodyum kloriir (NaCl)

Tween-20

Fosforik asit (H3PO4)

Yagsiz siit tozu

Capricorn Scientific, GLN-B
Capricorn Scientific, PS-B

Wisent Bio Products, 325-043-EL
Capricorn Scientific, FBS-11A

Serva, SE3910201

Thermo Scientific Oxoid™, BR0014G
Sigma, 34870

Serva, 13375.05

Bio-Rad, 1610374

Serva, 23390.04
Serva, 20765.01
Serva, SE1068001
Sigma, D0632

Serva, 39244.01
Sigma, T1503
Sigma, 49770
Merck, 1.08122.005
Labkim, P.0428.01.21
Merck, 1.00810.1000
Sigma, 27816
Merck, 1.06009.2511
Sigma, 2722

Serva, 35925.01
Merck, 1.06400.5000
Merck, 8.22184.0500
Sigma, 04102
Bagdat Baharat, 2495
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicrelerin Temin Edilmesi, Calismalarin Gerceklestirilecegi Yer, Sterilizasyon

ve Hiicre Kiiltiirii

N9 fare mikroglial hiicre serisi, Dr. Paola Ricciardi-Castagnoli’nin (Cellular
Pharmacology Center, Milano, Italya) izmir Biyotip ve Genom Merkezi (IBG) Geng
Norodejenerasyon ve Noroproteksiyon Labortauvari’na sagladigi hiicrelerden temin edildi.
Bu baglamda, N9 fare mikroglia hiicreleri IBG’den uygun kosullarda (kuru buz igerisinde)
iki cryo tiip olarak tarafimiza ulastirildi. Ulagsmasimin akabinde, cryo tiipler hemen azot
buharina konuldu ve ¢alisma baglayana kadar azot tankinda muhafaza edildi (135). N9 fare
mikroglial hiicre serisi, fare beyninden tiiretilmistir ve primer fare mikroglia hiicreleri ile

bir¢ok yonden benzerlik gdstermektedir (136).

Tiim hiicre kiiltiirii uygulamalari, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Ana Bilim Dali hiicre kiiltiirii laboratuvarindaki hiicre kiiltiirii kabininde (air flow
kabin) steril ¢calisma ortami saglanarak yapildi. Hiicre kiiltiirii ¢calismalarina baglamadan
once hiicre kiiltiirii kabini ve deneyde kullanilacak geregler % 70°lik etil alkol ile temizlendi.
Ayrica, ultraviyole (UV) 1s1iktan etkilenmeyen ve kabin i¢inde kullanilacak olan malzemeler
kabin igine koyularak 15 dakika (dk) UV 1s1ga maruz birakildi. Calisma tamamlandiktan
sonra kabin % 70’lik etil alkol ile tekrar temizlendi. Kabinin kapagi kapatildiktan sonra,
hiicre kiiltiirii kabini ve hiicre kiiltiirii odas1 yeniden kullanima hazir olmasi i¢in 1 saat UV

1518a maruz birakilarak sterilizasyon saglandi.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda % 10 FBS, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL
streptomisin, 2 mM L-glutamin iceren RPMI 1640 besiyeri (tam besiyeri) kullanildi.

Tam besiyerinin hazirlamisi: Tam besiyeri, 50 mL’lik steril falkon tiipler icerisinde
hazirlandi. Falkon tiipe ilk olarak belirli miktarda RPMI 1640 besiyeri ilave edildi. Ardindan,
tiipe yine belirli miktarlarda FBS, penisilin, streptomisin ve L-Glutamin eklendi. Hazirlanan
tam besiyeri, vorteks cihazi kullanilarak homojen bir sekilde karistirildi. Homojen tam

besiyeri hazirlandig1 falkon tiip parafilm ile sarildi ve 4 °C’ye kaldirildi.

0.01 M PBS (pH 7.4) hazirlamisi: Bir behere yaklagik 800 mL saf su koyuldu. Beherin
icerisine 10 adet PBS tableti eklendi ve tabletler ¢oziildiikten sonra ¢ozeltinin pH’si, pH

metre ile 7.4’e ayarlandi. Cozeltinin pH’si ayarlandiktan sonra hacmi balon joje ile 1 L’ye
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tamamlandi. Son olarak ¢ozelti otoklavlandi ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalarina hazir hale
getirildi.

Formoterol, LPS+ATP ile yapilan deneylerde igerisinde FBS olmayan, 100 U/mL
penisilin, 100 pg/mL streptomisin ve 2 mM L-Glutamin olan RPMI 1640 hiicre kiiltiirti
ortami kullanildi. Hiicreler, deneye gére 75 cm?lik flasklara (pasajlama), 6 veya 96
kuyucuklu plakalara (in vitro deneyler) ekildi; 37 °C ve % 5 COz kosullarindaki inkiibatorde
inkiibe edildi.

Deneylerin baglangicinda, cryo tiip i¢inde bulunan N9 fare mikroglia hiicreleri azot
buharindan ¢ikarilmasinin ardindan 37 °C su banyosunda 5 dk bekletildi ve hiicrelerin
tamaminin ¢Oziilmesi saglandi. Sonrasinda cryo tiip, 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve
igerisindeki DMSO uzaklastirildi. Hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve hiicrelerin
lizerine 5 mL tam besiyeri ilave edildi. Hiicre siispansiyonlar1 1500 rpm’de 5 dk santrifijj
edildi. Santrifiijiin ardindan siipernatan atildi; tiipe 1 mL taze besiyeri eklendi ve hafif bir
pipetaj islemi ile hiicre ¢okelekleri ¢oziildii. Coziilen hiicrelerin lizerine 10 mL tam besiyeri
eklendi ve hiicreler T-75 Kkiiltiir flasklarinda 37 °C sicaklikta, % 5 CO. igeren steril
inkiibatorde cogaltildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayillmasi ve Saklanmasi

Ekimi yapilan N9 fare mikroglia hiicreleri, pasajlama islemi Oncesinde ters faz
mikroskopla kontrol edildi. Cogalan saglikli hiicreler flask yiizeyinin % 70-80’lik boliimiinii
kaplamasinin ardindan hiicre pasajlamasi yapildi. Pasajlama isleminde, flask yiizeyine
tutunan hiicrelerin lizerindeki besiyeri serolojik pipetle hiicrelerin tutundugu yiizey goéz
Oniine alinarak dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Ardindan, kalintilar1 temizlemek igin flask
5 mL PBS ile yikand1 ve PBS flasktan serolojik pipet ile uzaklastirildi. Daha sonra ise
hiicreleri flask yiizeyinden ayirmak icin 2 mL % 0.25 Tripsin-EDTA ¢6zeltisi, hiicreler
tizerine eklenerek flask 37 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Hiicreler ters faz mikroskopta kontrol
edildi; hiicreler ylizeyden ayrildiktan sonra tripsinizasyonu durdurmak i¢in 5 mL tam
besiyeri ilave edildi. Flasktan toplanan hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe alinarak 1500 rpm’de
5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatan kismi uzaklastirildi. Hiicreler 10 mL tam
besiyerinde siispanse edildi. Ardindan hiicre sayimi igin hiicre siispansiyonundan 100 pL
mikrosantrifiij tlipline aktarildi ve hiicreler flow sitometre cihazi kullanilarak sayildi.

Hiicreler sayildiktan sonra gerekli hesaplamalar yapildi ve gerekli yogunluktaki (sayidaki)
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hiicre, yapilacak deneydeki hiicre miktarin1 icerecek sekilde ekildi. Eger deney
planlanmadiysa belirli miktarda hiicre tekrar pasajlandi. Tiim pasajlamalarda hiicre serisi,

pasaj numarasi ve tarih bilgileri flaskin lizerine yazildi ve flask inkiibatore koyuldu.
3.2.2. Formoterol’iin Efektif Dozunun Bulunmas

Deneyin baslangicinda Formoterol, DMSO ile ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandr ve
belirli miktarlarda alikotlandi. Alikotlanan Formoterol, literatiirdeki dozlar gbz oniine
almarak, icerisinde FBS olmayan besiyeri ile seyreltildi ve 103-1071° M dozlar arasinda

Formoterol ¢ozeltileri hazirland1 (137-140).

Formoterol’lin farkli dozlarinin hiicre canlili1 tizerine olan bazal etkisi CCK-8 testi
ile degerlendirildi. Akabinde, farkli dozlardaki Formoterol’iin hiicreler iizerinde sitotoksisite
gostermedigi dozu bulabilmek i¢in LDH testi uygulandi. Son olarak, Formoterol’lin toksik
olmayan uygun dozlar1 belirlendikten sonra, NLRP3 inflamazomunun aktif hale geldigini
belirten en 6nemli biyobelirteclerden biri olan IL-1f"nin seviyeleri ELISA ile tespit edildi.
Bu dogrultuda, sitotoksisite gdstermeyen dozlar hiicrelere uygulandr ve IL-1f diizeylerini
kontrol grubuna (bazal) en yakin hale getiren doz “efektif doz” olarak belirlendi. Sonraki

tiim deneyler Formoterol’iin bu dozu kullanilarak gerceklestirildi.
3.2.2.1. Hiicre Canlihigimin Belirlenmesi

Hiicre canliligi, bir 6rnekteki saglikli hiicrelerin sayisi olarak tanimlanir. Hiicre
canliliginin belirlenmesi, tiim hiicre kiiltiirii caligmalar1 i¢in olduk¢a onemli bir asamadir.
Hiicre canlili1 deneyleri esas olarak, hiicrelerin bir ilaca veya bir kimyasal maddeye kars1
tepkisini belirlemek i¢in kullanilir. Aragtirmacilar, hiicreleri hedef alan bir terap6tigin hiicre
canliligt sonucunu belirlemek icin ¢esitli testler kullanmaktadir. Bu baglamda,
Formoterol’lin farkli dozlarinin hiicre canliligina etkisinin dl¢tilmesinde Cell Counting Kit-
8 (CCK-8) testi kullanildi. CCK-8 testi, suda yliksek oranda ¢6ziiniir bir tuz olan 2-(2-
metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum, = monosodyum
tuzunun indirgenmesiyle turuncu renkte ve suda ¢oziiniir bir formazan boyas1 liretmesi
esasina dayanir. Bu reaksiyon, hiicresel dehidrojenazlar vasitasiyla gergeklestirilir.
Hiicrelerde dehidrojenazlarin aktivitesi ile olusan formazan boya miktari canli hiicre sayisi

ile dogru orantilidir (141).

Deney baslangic giiniinde (0. giin), pasajlama yapmak i¢in uygun hale gelen

hiicrelere, “3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayilmas: ve Saklanmasi” bagligindaki
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islemler uygulandi. Saymmi yapilan hiicreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1 x 10°
hiicre olacak sekilde 200 pL tam besiyeri i¢inde ekildi. Her grup i¢in 5 kuyucuga hiicre ekimi
yapildi.

Deney baslangicindan bir giin sonra (1. giin) ilk olarak tam besiyeri hazirlandi; 37
°C’ye ayarlanan su banyosu i¢inde 1sitildi ve deneye hazir duruma getirildi. Sonrasinda 96
kuyucuklu plaka inkiibatérden alindi ve biitiin besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirildi.

Hemen ardindan, asagida verilen islemler gruplara uygulandi.

Kontrol grubu: Hiicrelere 200 pLL FBS igcermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 6 saat

inkiibasyona birakild.

Formoterol grubu: Hiicrelere FBS icermeyen besiyeri i¢inde farkli dozlarda (103-1071° M)

Formoterol eklendi ve hiicreler 6 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan 96 kuyucuklu plaka inkiibatérden alindi; kuyucuklardan 100
uL siipernatan LDH testi (3.2.3.1.Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi) i¢in alind1 ve farkl bir
96 kuyucuklu plakaya aktarilarak deney yapilana kadar 4 °C’de saklandi. Deneye ilk 96
kuyucuklu plakayla devam edildi ve hiicre canliligi kitin asagidaki protokoliine gore

belirlendi:

» Her kuyucuga 10 pL. CCK-8 soliisyonu eklendi ve 2 saat inkiibatorde inkiibe edildi.
» Inkiibasyonun ardindan absorbans okuma islemine gecildi ve absorbanslar mikropleyt
okuyucuda 450 nm’de ve 620 nm referans dalga boylar1 kullanilarak okundu. Yiizde

hiicre canliliklar1 agsagidaki formiil ile hesaplandi:
% Hiicre canlilig1 = (Saptanan absorbans / Maksimum absorbans) x 100

Bu formiilde “Saptanan absorbans™ her bir 6rnek icin Olgiilen absorbansi temsil
ederken, “maksimum absorbans’’® kontrol grubunda olciilen absorbanslarin (5 adet)

ortalamasini ifade etmektedir.
3.2.2.2. Sitotoksisitenin Belirlenmesi

LDH, piroptoz ve diger bazi hiicre 6liim tiirlerinin tipik bir 6zelligi olan membran
biitlinliigiiniin kayb1 nedeniyle hiicre kiiltiiri ortamina salinan kararli bir sitoplazmik
enzimdir. Dolayisiyla LDH testi, hiicrelerde sitotoksisiteyi ve piroptozu saptamak icin

yapilan caligmalarda yaygin olarak kullanilan bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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LDH testinin ¢alisma prensibi iki asamadan olusmaktadir. Ik asamada, hiicre siipernatanina
salman laktat1 LDH piruvata yiikseltger ve NAD™1 NADH'/H"a indirger. Ikinci asamada
ise, 2 hidrojen bir katalizor (diaforaz) tarafindan NADH/H™'dan sar1 tetrazolyum tuzu
INT'ye (2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolyum kloriir) aktarilir. Bu aktarimin
sonucunda kirmizi renkli formazan tuzu olusur. Siipernatandaki formazan miktari, 490
nm'de dlgiilen absorbans degerleri ile belirlenir ve bu degerler LDH miktarini temsil eder.
LDH miktar1 hiicre hasar1 ile dogru orantilidir (142, 143). Formoterol’iin farkli dozlarinin

hiicreler lizerinde gosterdigi sitotoksisiteyi belirlemek i¢in LDH testi kullanildi.

Deney baslangi¢ giiniinde (0. giin), pasajlama yapmak i¢cin uygun hale gelen
hiicrelere, “3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayilmasi ve Saklanmasi” bagligindaki
islemler uygulandi. Saymmi yapilan hiicreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1 x 10°
hiicre olacak sekilde 200 puL tam besiyeri i¢cinde ekildi. Her grup i¢in 5 kuyucuga hiicre ekimi
yapildi. Ug farkli kuyucuga ise kontrolii temsil etmesi i¢in tam besiyeri eklendi. Ekimi

yapilan 96 kuyucuklu plak inkiibatore kaldirildu.

Deney baslangicindan bir giin sonra (1. giin) ilk olarak tam besiyeri hazirlandi; 37
°C’ye ayarlanan su banyosu iginde 1s1t1ld1 ve deneye hazir duruma getirildi. Sonrasinda 96
kuyucuklu plaka inkiibatérden alindi ve biitiin besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirildu.

Hemen ardindan, asagida verilen islemler gruplara uygulandi.

Kontrol grubu: Hiicrelere 200 pL. FBS icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 6 saat

inkiibasyona birakild1.

Formoterol grubu: Hiicrelere FBS icermeyen besiyeri i¢inde farkli dozlarda (103-1071° M)

Formoterol eklendi ve hiicreler 6 saat inkiibasyona birakildi.

Maksimal salinim grubu: Kontrol grubundaki tiim islemler bu gruba da uygulandi. Kontrol
grubundan farkli olarak, hiicreler deneyin sonuna dogru (son bir saat) lizis tamponu ile lizis

edildi ve LDH testi i¢in “maksimal 6liim” grubu olusturuldu.

LDH salinimu i¢in, kontrol grubu ve maksimal salinim gruplar1 kullanildi. Kontrol
grubu yalnizca tam besiyerinden olusturulurken, maksimal salinim grubunda hiicreler deney
sonunda (son bir saat) lizis tamponu ile lizis edildi ve LDH testi i¢in maksimal 6liim grubu
olusturuldu. Kontrol grubu ve maksimal salinim gruplar1, Formoterol’tin hiicreler lizerinde

ne kadar sitotoksisite gosterdiginin hesaplanmasinda kullanildi.
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Inkiibasyon bitiminden sonra hiicrelerden elde edilen siipernatanlardaki LDH

miktarlari, kitin agagidaki protokoliine gore belirlendi:

= Her bir 6rnekten 100 pL siipernatan 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii plagina ytiklendi
(“3.2.2.1. Hiicre Canliliginin Belirlenmesi” kisminda yapildi).

» Kitin i¢inde bulunan LDH deteksiyon soliisyonundan her kuyucuga 100 pL eklendi; oda
sicaklig1 ve karanlik ortamda 15 dk inkiibasyona birakildi.

» Inkiibasyon sonras1 drneklerin absorbanslar1 490 nm’de ve referans olarak da 620 nm
dalga boylarinda okundu. Tim gruplar i¢in ylizde sitotoksisite asagidaki formiil ile

hesaplandi:

% Sitotoksisite = (Bulunan absorbans - Kontrol absorbans) / (Maksimal Salinim

Absorbansi- Kontrol absorbansi) x 100

3.2.2.3. IL-1P Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Formoterol’tin farkli dozlarimin IL-1p sitokin seviyelerine etkisi ticari sandwich

ELISA kiti kullanilarak belirlendi.

Deney baslangi¢ giiniinde (0. giin), pasajlama yapmak i¢in uygun hale gelen
hiicrelere, “3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayilmasi ve Saklanmasi” baslhigindaki
islemler uygulandi. Sayim1 yapilan hiicreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 5 x 10*
hiicre olacak sekilde 200 pL tam besiyeri i¢cinde ekildi. Her grup i¢in 5 kuyucuga hiicre ekimi
yapildi.

Deney baslangicindan bir giin sonra (1. giin) ilk olarak tam besiyeri hazirlandi; 37
°C’ye ayarlanan su banyosu i¢inde 1sitildi ve deneye hazir duruma getirildi. Sonrasinda 96
kuyucuklu plaka inkiibatorden alindi ve biitiin besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirildi.

Hemen ardindan, asagida verilen islemler gruplara uygulandi.

Kontrol grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS igermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 1
saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL FBS
icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon
ardindan, hiicrelere 50 pL FBS icermeyen besiyeri konuldu ve hiicreler 1 saat inkiibasyona

birakaldi.
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LPS + ATP grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler
1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL hacminde
FBS igermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 pug/mL) verildi ve
hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uL
hacminde FBS icermeyen besiyeri iginde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1
pug/mL LPS verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.

Formoterol + LPS + ATP grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS i¢ermeyen besiyeri
icinde farkli dozlarda (103-107'° M) Formoterol eklendi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona
birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL hacminde FBS icermeyen
besiyeri i¢inde 3 pg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 ug/mL) ve farkli dozlarda (1073-1071% M)
Formoterol verildi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan,
hiicrelere 50 uL hacminde FBS i¢ermeyen besiyeri icinde 20 mM ATP (son konsantrasyon:
5mM), 1 ug/mL LPS ve farkli dozlarda (103-10'° M) Formoterol verildi ve hiicreler 1 saat

inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon isleminin hemen ardindan, hiicre kiiltiirii siipernatanlar1 alind1 ve
¢ozlinmeyen materyali uzaklastirmak i¢in 10.000 g'de, 4 °C'de 5 dk santrifiij edildi. Olusan

siipernatanlarindaki IL-10 seviyeleri agagida belirtilen sekilde saptandi:

IL-1B Deneyi
1. Corning™ Costar™ 9018 ELISA plakast 100 uL Capture Antibody ile kaplandi. Plaka

membran ile kapatilarak gece boyunca 4 °C'de inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
3 kez yikama islemi yapildi.

3. Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga bloklama i¢in 200 pL ELISA/ELISPOT
Diluent (1X) eklendi ve plaka bir membranla kaplanarak oda sicakliginda ¢alkalayici
cihazda 1 saat inkiibe edildi.

4. Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
en az 1 kez yikama islemi yapildi.

5. IL-1p standartlar kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi. Standart kuyucuklarina 100
uL standart, kor kuyucuguna 100 pL ELISA/ELISPOT Diluent (1X) ve numune
kuyucuklaria 100 pL. numune eklendi. Plaka bir membran ile kapatilarak gece boyunca

4 °C'de inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

13.

Inkiibasyon sonrasinda plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
5 kez yikama islemi gerceklestirildi.

Yikama isleminin sonrasinda tiim kuyucuklara 100 pL Detection Antibody ¢ozeltisi
ileve edildi ve plaka bir membranla kaplanarak oda sicakliginda c¢alkalayici cihazda 1
saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
5 kez yikama islemi yapildi.

Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 pL Streptavidin-HRP c¢ozeltisi
eklendi. Plaka, tekrar membranla kaplandi ve oda sicakliginda g¢alkalayicida 30 dk
inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonrasinda plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
7 kez yikama islemi yapildi.

Her bir kuyucuga 100 pL. 1X TMB Solution ¢ozeltisi eklendi ve plaka bir membran ile
kapatilarak oda sicaklifinda calkalayicida 1siktan korunarak 15 dakika inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 100 uL renklenmeyi durdurma ¢ozeltisi (stop
solution) eklendi ve numunelerin renginin sariya dondiigii gézlendi.

Omneklerin absorbanslar1 450 nm dalga boyuna ayarlanan mikroplate okuyucu ile
belirlendi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.

ELISA kitinin i¢indeki 1000 pg/mL konsantrasyonundaki IL-1f stok standardindan

kitin tavsiyeleri dogrultusunda seri diliisyon ile eppendorf tiiplerde 500, 250, 125, 62.5,

31.25 ve 15.625 pg/mL’lik standart ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler (stok standart dahil)

calismada kullanildi. Standart ¢ozeltilerinden elde edilen verilerle standart grafigi

olusturuldu. Bu grafik kullanilarak IL-1f miktarlar1 pg/mL olarak belirlendi. IL-1p standart

grafigi Sekil 6’da verilmistir.
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Sekil 6. IL-1p standart grafigi

3.2.3. Formoterol’iin NLRP3 inflamazomu ve Piroptoz Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Formoterol’lin efektif dozunun NLRP3 inflamazomu ve piroptoz {izerine etkisinin
belirlenmesi i¢in farkli yontemler kullanilarak deneyler yapildi. Bu baglamda ilk olarak
piroptotik hiicre Oliimiinii belirlemek icin CCK-8 ve LDH testlerinden faydalanildi.
Ardindan yine piroptotik hiicre ¢liimiiniin belirlenmesi i¢in aktif kaspaz-1 ve propidyum
iyodiir (PI) boyama yontemleri kullanildi. Sonrasinda NLRP3 inflamazom aktivasyonu
sonucunda seviyeleri artan IL-1 ve IL-18 diizeyleri ELISA ile belirlendi. Son olarak
NLRP3 inflamazomu ve piroptoz yolaginda gérev alan proteinlerin seviyeleri western blot
yontemiyle saptandu. Ilgili deneylerde uygulanan islemler ve gerceklestirilen analizler Sekil
7°de verilmigtir. Ayrica deneylerin yapilis amaclar1 ve kullanilan yontemler Sekil 8’de

Ozetlenmistir.
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Sekil 8. Deneylerin yapilis amaclari ve kullanilan yontemler
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3.2.3.1. Piroptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

Formoterol’iin piroptotik hiicre Oliimiine etkisinin belirlenmesi i¢in, hiicrelerde
LPS+ATP ile olusturulan NLRP3 inflamazomu aktivasyonundan sonra, CCK-8 ve LDH

testleri kullanildi.
CCK-8 Testi

“3.2.2.1. Hiicre Canliliginin Belirlenmesi” basliginda belirtilen tiim islemler ve

hesaplamalar ayn1 sekilde asagida belirtilen gruplara uygulandi:

Kontrol grubu: ilk olarak hiicrelere 100 pL FBS igermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 1
saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL FBS
icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon

ardindan, hiicrelere 50 pL FBS i¢ermeyen besiyeri konuldu ve hiicreler 1 saat inkiibasyona

birakaldi.

LPS + ATP grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler
1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uLL hacminde
FBS i¢ermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) verildi ve
hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL
hacminde FBS icermeyen besiyeri iginde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1
pg/mL LPS verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakilda.

Formoterol + LPS + ATP grubu: Ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS icermeyen besiyeri
icinde 300 pM Formoterol eklendi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik
inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uL. hacminde FBS icermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL
LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) ve 300 uM Formoterol verildi ve hiicreler 4 saat
inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL hacminde FBS
icermeyen besiyeri i¢cinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 pg/mL LPS ve 300

uM Formoterol verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.

100 pL siipernatan LDH testi (Piroptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi) i¢in alindi

ve farkli bir 96 kuyucuklu plakaya aktarilarak deney yapilana kadar 4 °C’de saklandi.
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LDH Testi

“3.2.2.2. Sitotoksisitenin Belirlenmesi” bagliginda belirtilen tiim islemler ve
hesaplamalar ayn1 sekilde asagida belirtilen gruplara uygulandi:
Kontrol grubu: ilk olarak hiicrelere 100 pL FBS igermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 1
saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL FBS
icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon
ardindan, hiicrelere 50 pL FBS icermeyen besiyeri konuldu ve hiicreler 1 saat inkiibasyona

birakildi.

LPS + ATP grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler
1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uL hacminde
FBS i¢ermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) verildi ve
hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL
hacminde FBS icermeyen besiyeri iginde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1
pug/mL LPS verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.

Formoterol + LPS + ATP grubu: Ilk olarak hiicrelere 100 uL. FBS igermeyen besiyeri
icinde 300 uM Formoterol eklendi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik
inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uL. hacminde FBS i¢cermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL
LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) ve 300 uM Formoterol verildi ve hiicreler 4 saat
inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL hacminde FBS
icermeyen besiyeri i¢cinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 pg/mL LPS ve 300

uM Formoterol verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.

Maksimal salinim grubu: Kontrol grubundaki tiim islemler bu gruba da uygulandi. Kontrol
grubundan farkli olarak, hiicreler deneyin sonuna dogru (son bir saat) lizis tamponu ile lizis

edildi ve LDH testi i¢in “maksimal 6liim” grubu olusturuldu.
3.2.3.2. Aktif Kaspaz-1 Aracili Piroptozun Belirlenmesi

NLRP3 inflamazom aktivasyonu sonucunda kaspaz-1 aktive olur ve piroptotik hiicre
olumi tesvik edilir. Aktif kaspaz-1 boyama kiti, canli hiicrelerde kaspaz-1 aktivasyonunu
Olemek i¢in kullanilan hassas florometrik bir testtir. Kitin i¢cindeki FAM-YVAD-FMK,
hiicre membranini gegebilen bir maddedir ve canli hiicrelerin i¢ine girerek verimli bir sekilde
yayilabilir. FAM-YVAD-FMK, hiicre i¢inde aktif kaspaz-1 enzimi ile karsilastiginda ona
geri doniisiimsiiz olarak baglanir ve yesil floresan 1s1ma yapar. FAM-YVAD-FMK
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sinyalinin floresan yogunlugu, aktif kaspaz-1 miktar1 ile dogru orantilidir (144-146).
Formoterol’in aktif kaspaz-1 miktarina etkisinin degerlendirilmesinde aktif kaspaz-1
boyama kiti kullanildi.

Deney baslangic giiniinde (0. gilin), pasajlama yapmak i¢in uygun hale gelen
hiicrelere, “3.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayilmasi ve Saklanmasi” bagligindaki
islemler uygulandi. Sayimi yapilan hiicreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 3 x 10°
hiicre olacak sekilde 200 pL tam besiyeri i¢inde ekildi. Her grup i¢in 5 kuyucuga hiicre ekimi
yapildi.

Deney baglangicindan bir giin sonra (1. giin) ilk olarak tam besiyeri hazirlandi; 37
°C’ye ayarlanan su banyosu i¢inde 1sitildi ve deneye hazir duruma getirildi. Sonrasinda 96
kuyucuklu plaka inkiibatérden alindi ve biitiin besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirildi.

Hemen ardindan, asagida verilen islemler gruplara uygulandi.

Kontrol grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 1
saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL FBS
icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon

ardindan, hiicrelere 50 pL FBS i¢ermeyen besiyeri konuldu ve hiicreler 1 saat inkiibasyona

birakildi.

LPS + ATP grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS igermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler
1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uL hacminde
FBS i¢ermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) verildi ve
hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL
hacminde FBS igcermeyen besiyeri i¢inde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1
pg/mL LPS verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakilda.

Formoterol + LPS + ATP grubu: Ilk olarak hiicrelere 100 uL. FBS icermeyen besiyeri
icinde 300 pM Formoterol eklendi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik
inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 puLL hacminde FBS icermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL
LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) ve 300 uM Formoterol verildi ve hiicreler 4 saat
inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL hacminde FBS
icermeyen besiyeri i¢ginde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 ug/mL LPS ve 300

uM Formoterol verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.
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Bu iglemlerden sonra hiicrelerde kaspaz-1 aktivitesi, kitin asagidaki protokoliine gore

belirlendi:

= Hiicreler 200 uL yikama tamponuyla 2 kez yikandi.

= Hiicrelere 150 pL yikama tamponu, 1 pL kaspaz-1 saptama probu (FAM-YVAD-FMK)
ve 0.3 pL 500X Hoechst eklendi. Hiicreler 60 dk inkiibatorde inkiibe edildi.

= Inkiibasyonun ardindan, hiicrelerin medyumu uzaklastirild: ve yikama tamponu ile 2 kez
yikandi.

* Yikama isleminin ardindan hiicreler, 100 pL yikama tamponuyla siispanse edildi.

» Hiicreler uygun filtreler (FAM-YVAD-FMK: yesil/FITC; Hoechst: mavi/DAPI kanal1)

kullanilarak floresan mikroskobu ile analiz edildi.
3.2.3.3. PI Boyama ile Piroptozun Belirlenmesi

Piroptozda kaspaz-1 aktivitesine bagli olarak, membranda olusan 1-2 nm'lik
gozenekler, kii¢iik molekiil agirlikli molekiillerin piroptotik hiicrelere kolayca girip hiicreleri
boyamasina neden olur. PI bu amagcla kullanilan, DNA'nin her dort ila bes baz giftine
baglanabilen floresan bir boyadir ve piroptotik hiicrelerin kirmiziya boyanmasini saglar. PI,
canli hiicrelerde membran1 gecememesi sebebiyle DNA'ya baglanamaz. Bundan dolayi PI,
Oli hiicrelerin tanimlanmasina olanak saglar (106, 147). Formoterol’in hiicre 6liimiine

etkisinin belirlenmesinde PI boyasi kullanild.

Deney baslangic giintinde (0. gilin), pasajlama yapmak i¢in uygun hale gelen
hiicrelere, “3.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayilmasi ve Saklanmasi” bagligindaki
islemler uygulandi. Sayim yapilan hiicreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 3 x 10°
hiicre olacak sekilde 200 pL tam besiyeri i¢cinde ekildi. Her grup i¢in 5 kuyucuga hiicre ekimi
yapildi.

Deney baslangicindan bir giin sonra (1. giin) ilk olarak tam besiyeri hazirlandi; 37
°C’ye ayarlanan su banyosu i¢inde 1sitildi ve deneye hazir duruma getirildi. Sonrasinda 96
kuyucuklu plaka inkiibatorden alindi ve biitiin besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirildi.

Hemen ardindan, asagida verilen islemler gruplara uygulandi.

Kontrol grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS igermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 1
saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL FBS

icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon
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ardindan, hiicrelere 50 pL FBS icermeyen besiyeri konuldu ve hiicreler 1 saat inkiibasyona

birakaldi.

LPS + ATP grubu: Ilk olarak hiicrelere 100 pL FBS icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler
1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL. hacminde
FBS icermeyen besiyeri i¢cinde 3 pg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) verildi ve
hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL
hacminde FBS igcermeyen besiyeri i¢inde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1
pg/mL LPS verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.

Formoterol + LPS + ATP grubu: Ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS icermeyen besiyeri
icinde 300 uM Formoterol eklendi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik
inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL hacminde FBS igermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL
LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) ve 300 uM Formoterol verildi ve hiicreler 4 saat
inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uL hacminde FBS
icermeyen besiyeri iginde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 ug/mL LPS ve 300

uM Formoterol verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.
Bu islemlerden sonra deneye, kitin asagidaki protokolii ile devam edildi:

» Hiicreler 200 pL yikama tamponuyla 2 kez yikandi.

* Hiicrelere 150 pL yikama tamponu ve 1.8 pL 500X PI eklendi. Hiicreler 60 dk
inkiibatorde inkiibe edildi.

= Inkiibasyonun ardindan, hiicrelerin medyumu uzaklastirildi ve yikama tamponu ile 2 kez
yikandi.

* Yikama isleminin ardindan hiicreler, 100 pL yikama tamponuyla slispanse edildi.

» Hiicreler Texas Red (kirmiz) filtre kullanilarak floresan mikroskobu ile analiz edildi.

* Her kuyucuktan 20X’te 5 bolgenin fotografi alindi. Bu fotograflarda PI pozitif hiicreler

ImageJ programu ile sayildi. Veriler toplam hiicrelerin yiizdesi olarak ifade edildi.
3.2.3.4. IL-1p ve IL-18 Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

NLRP3 inflamazom aktivasyonu sonucu olusan IL-1p ve IL-18 sitokin diizeyleri

ticari sandwich ELISA kitleri kullanilarak belirlendi.

Deney baslangi¢c giiniinde (0. giin), pasajlama yapmak i¢in uygun hale gelen

hiicrelere, “3.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayilmast ve Saklanmasi” bashigindaki
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islemler uygulandi. Sayimi yapilan hiicreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 5 x 10*
hiicre olacak sekilde 200 pL tam besiyeri i¢inde ekildi. Her grup i¢in 5 kuyucuga hiicre ekimi
yapildi.

Deney baslangicindan bir giin sonra (1. giin) ilk olarak tam besiyeri hazirlandi; 37
°C’ye ayarlanan su banyosu i¢inde 1sitildi ve deneye hazir duruma getirildi. Sonrasinda 96
kuyucuklu plaka inkiibatérden alindi ve biitiin besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirildi.

Hemen ardindan, asagida verilen islemler gruplara uygulandi.

Kontrol grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS igermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 1
saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL FBS
icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon
ardindan, hiicrelere 50 pL FBS i¢ermeyen besiyeri konuldu ve hiicreler 1 saat inkiibasyona

birakaldi.

LPS + ATP grubu: ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler
1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uLL hacminde
FBS i¢ermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) verildi ve
hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL
hacminde FBS icermeyen besiyeri iginde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1
pg/mL LPS verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakilda.

Formoterol + LPS + ATP grubu: Ilk olarak hiicrelere 100 uL FBS icermeyen besiyeri
icinde 300 pM Formoterol eklendi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik
inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 uL. hacminde FBS icermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL
LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) ve 300 uM Formoterol verildi ve hiicreler 4 saat
inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 50 pL hacminde FBS
icermeyen besiyeri i¢cinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 pg/mL LPS ve 300

uM Formoterol verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon isleminin hemen ardindan, hiicre kiiltiirii siipernatanlari alindi ve
¢Oziinmeyen materyali uzaklagtirmak i¢in 10.000 g'de, 4 °C'de 5 dk santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatanlardaki IL-1f ve IL-18 seviyeleri asagida belirtilen sekilde saptandi:
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IL-1p Deneyi

Interlokin-1B seviyeleri, “3.2.2.3. IL-1B Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi”

bashiginda, “IL-1p Deneyi” kisminda belirtilen sekilde tespit edildi. IL-1p standart grafigi

Sekil 9°da verilmistir.
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Sekil 9. IL-1p standart grafigi

IL-18 Deneyi

l.

Corning™ Costar™ 9018 ELISA plakast 100 pL Capture Antibody ile kaplandi. Plaka
membran ile kapatilarak gece boyunca 4 °C'de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve ytkama tamponu ile
2 kez yikama iglemi yapildi.

Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga bloklama i¢in 250 pL Blocking Buffer
eklendi ve plaka bir membranla kaplanarak oda sicakliginda calkalayici ciazda 2 saat
inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
2 kez yikama iglemi yapildi.

IL-18 standartlar kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi. Standart kuyucuklarina 100
uL standart, kor kuyucuguna 100 pL Sample Diluent C eklendi. Numune kuyucuklarina
ise 50 pL Sample Diluent C ve 50 pL. numune eklendi.
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10.

11.

12.

Hemen ardindan tiim kuyucuklara 50 pL Detection Antibody ¢dzeltisi eklendi ve plaka
bir membranla kaplanarak oda sicaklifinda ¢alkalayici cihazda 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
3 kez yikama islemi yapildi.

Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 pL Streptavidin-HRP ¢ozeltisi
eklendi. Plaka, tekrar membranla kapatildi ve oda sicakliginda ¢alkalayici ciazda 1 saat
inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
3 kez yikama islemi gerceklestirildi.

Her bir kuyucuga 100 pL Substrate Solution ¢ozeltisi ilave edildi ve plaka bir membran
ile kapatilarak oda sicakliginda calkalayicida 1siktan korunarak 15 dakika inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 100 uL renklenmeyi durdurma ¢ozeltisi (stop
solution) eklendi ve 6rneklerin renginin sartya doniistiigii gézlendi.

Orneklerin absorbanslar1 450 nm dalga boyuna ayarlanan mikroplate okuyucu ile

belirlendi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.

ELISA kitinin i¢indeki 4000 pg/mL konsantrasyonundaki IL-18 stok standardindan

kitin tavsiyeleri dogrultusunda seri diliisyon ile eppendorf tiiplerde 2000, 1000, 500, 250,

125, 62.5 ve 31.25 pg/mL’lik standart ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler (stok standart

dahil) calismada kullanildi. Standart ¢ozeltilerinden elde edilen verilerle standart grafigi

olusturuldu. Bu grafik kullanilarak IL-18 miktarlar1 pg/mL olarak belirlendi. IL-18 standart

grafigi Sekil 10°da verilmistir.
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Sekil 10. IL-18 standart grafigi

3.2.3.5. NLRP3 inflamazomu ve Piroptoz ile iliskili Protein Seviyelerinin Western Blot

Yontemi ile Belirlenmesi

NLRP3 inflamazom ve piroptoz yolagindaki IkBa, p-IkBa ve NF-xB p65, NLRP3,
pro-kaspaz-1, kaspaz-1 (p20), GSDMD ve GSDMD-N protein seviyelerini belirlemek
amaciyla western blot yontemi kullanildi. Western blot, bir numunedeki proteinlerin
miktarini ve tlirtinii belirlemek i¢in kullanilan hassas bir tekniktir ve yaygin olarak kullanilan
yontemler arasinda yer almaktadr. Tlgilenilen bir proteinin drnekteki varligi veya yoklugunu
ve ayni Ornekten alinan farkli gruplar arasindaki protein miktarini karsilastirarak goreceli

(yar1 kantitatif) bir degerlendirme yapmay1 saglar (148, 149).

Total Hiicresel Proteinlerin ve Hiicre Kiiltiirii Siipernatan Proteinlerinin Elde

Edilmesi

Deney baslangi¢c giiniinde (0. giin), pasajlama yapmak i¢in uygun hale gelen
hiicrelere, “3.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayilmast ve Saklanmasi” bashigindaki
islemler uygulandi. Sayimi yapilan hiicreler 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1 x 10°
hiicre olacak sekilde 2 mL tam besiyeri i¢inde ekildi. Her grup i¢in 5 kuyucuga hiicre ekimi

yapild.

Deney baglangicindan bir giin sonra (1. giin) ilk olarak tam besiyeri hazirlandi; 37

°C’ye ayarlanan su banyosu i¢inde 1sitildi ve deneye hazir duruma getirildi. Sonrasinda 6
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kuyucuklu plaka inkiibatérden alindi ve biitiin besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirildi.

Hemen ardindan, asagida verilen islemler gruplara uygulandi.

Kontrol grubu: Ilk olarak hiicrelere 1 mL FBS igcermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 1
saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 500 pL FBS
icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon
ardindan, hiicrelere 500 pL FBS igermeyen besiyeri konuldu ve hiicreler 1 saat inkiibasyona

birakildi.

LPS + ATP grubu: ilk olarak hiicrelere 1 mL FBS icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler
1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 500 pL hacminde
FBS icermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 pg/mL) verildi ve
hiicreler 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 500 pL
hacminde FBS i¢ermeyen besiyeri iginde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1
pug/mL LPS verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi.

Formoterol + LPS + ATP grubu: i1k olarak hiicrelere 1 mL FBS igermeyen besiyeri i¢inde
300 uM Formoterol eklendi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saatlik inkiibasyonun
ardindan, hiicrelere 500 pnL hacminde FBS igermeyen besiyeri i¢inde 3 pg/mL LPS (son
konsantrasyon: 1 pg/mL) ve 300 uM Formoterol verildi ve hiicreler 4 saat inkiibasyona
birakildi. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 500 pL hacminde FBS icermeyen
besiyeri icinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 ug/mL LPS ve 300 uM

Formoterol verildi ve hiicreler 1 saat inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon bitiminden sonra total hiicresel proteinlerin elde edilmesi icin, hiicrelere
proteaz inhibitorii igeren 300 L. RIPA lizis tamponu (50 mM Tris-HCL, pH 7.4, 150 mM
NaCl, % 0.25 deoksikolik asit, % 1 Nonidet P-40, 1 mM EDTA) eklendi ve hiicreler
plakadan hiicre kaldiricilar kullanilarak kaldirildi. Hiicreler eppendorf tiiplere aktarilarak 15
dk buz tlizerinde bekletildi. Sonrasinda 20.000 g’de, 4 °C’de 25 dk santrifiij edilerek protein
elde edildi.

Hiicre kiiltiirii siipernatan proteinlerinin elde edilmesi i¢in, metanol/kloroform
coktiirme yontemi uygulanarak izole etme igslemi gerceklestirildi. Bunun i¢in Eppendorf’a
500 pL siipernatan i¢in 500 pL metanol ve 100 pL kloroform ilavesi yapildi. Siipernatan
karigimi 13.000 g'de 5 dakika santrifiij edildi ve karisimdan siipernatanlar ¢ikarildi. Kalan
kisma tekrar 500 pL. metanol ilavesi yapildi ve 13.000 rpm'de 5 dakika santrifiij islemi tekrar
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yapildi. Sonrasinda kalan pellet proteaz inhibitérii igeren 300 uL. RIPA lizis tamponu (50
mM Tris-HCL, pH 7.4, 150 mM NaCl, % 0.25 deoksikolik asit, % 1 Nonidet P-40, 1 mM
EDTA) ile yeniden siispanse edildi ve eppendorf tiiplere aktarilarak 15 dk buz iizerinde
bekletildi. Sonrasinda 20.000 g’de, 4 °C’de 25 dk santrifiij edilerek protein elde edildi.

Deneyler gerceklestirilene kadar -80 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.

Protein Miktar Tayini

Total hiicre lizati ve hiicre kiltlirii slipernatan proteinleri elde edildikten sonra

konsantrasyonlar1 bikinkoninik asit (BCA) yontemi kullanilarak analiz edildi. Bu yontem,

2+ 1+»

alkali ortamda mevcut proteinler tarafindan Cu“"’nin Cu e indirgenmesi esasina dayanir.
Olusan bakir katyonunun (Cu'*) BCA ile reaksiyona girmesiyle kolorimetrik tayin

gerceklestirilir (150).
Cozeltilerin Hazirlanmasi

BCA working reagent: Her bir 6rnek i¢in 50:1 oraninda BCA Reagent A ve B karisitirilarak
BCA working reagent hazirlandi.

Standartlarin hazirlanmasi: Calismada 2 mg/mL konsantrasyonda albiimin standarti
kullanildi. 2 mg/mL konsantrasyonundaki albiimin stok standardindan seri diliisyon ile 1000,
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.90 ve 1.95 mg/mL’lik standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Standart ¢ozeltilerinden elde edilen verilerle standart grafigi ¢izildi. Bu grafik

kullanilarak protein miktarlar1 pg/pL olarak belirlendi.

Standart, koér ve numune kuyucuklarma 25’er pL eklendi. Hemen ardindan tiim
kuyucuklara 200 pL. BCA working reagent eklendi ve plaka bir membran ile kapatilarak
37°C’ye ayarli calkalayicili inkiibatérde 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan standartlarin ve 6rneklerin absorbanslar1 562 nm’de okundu. Sekil 11°de standart

grafigi verilmistir.
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Sekil 11. Total hiicre lizatlarinda ve hiicre kiiltiirii siipernatanlarinda protein miktarini

hesaplamak i¢in kullanilan standart grafigi

SDS- PAGE ve Western Blot

SDS-PAGE
Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 8.8): 181.71 g Tris 800 mL deiyonize su
igerisinde ¢oziildii, pH 8.8’e ayarlandi, toplam hacim 1 L’ye tamamlandi ve oda sicakliginda

saklandi.

Yiikleme Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCI pH 6.8): 60.57 g Tris 800 mL deiyonize su
igerisinde ¢oziildii, pH 6.8’e ayarlandi toplam hacim 1 L’ye tamamlandi ve oda sicakliginda

saklandi.

% 10 (w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS): 5 g SDS 50 mL deiyonize su igerisinde ¢oziildii

oda sicakliginda saklandi.

% 10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS): 100 mg APS 1 mL deiyonize su igerisinde

¢oOziildii. Bu ¢ozelti ihtiyaca gore taze hazirlanmalidir.

5X SDS PAGE Numune Yiikleme Tamponu: 0.67 mL yiikleme tamponu, 5 mL gliserol,
0.5 g SDS, 1 mg bromfenol mavisi, 2 mL deiyonize su igerisinde ¢oziildii ve -20 °C’de

saklandi. Kullanmadan 6nce 77 mg DTT eklendi.
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SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (10 X): 30.3 g Tris-HCI, 144 g glisin ve 10 g SDS (% 0,1
w/v) 1 L deiyonize su igerisinde ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi. Deneyde kullanilacak

olan SDS-PAGE yiliriitme tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi.

3.2.3.5. bolimiinde elde edilen total protein, SDS-PAGE asamasi Laemmli
tarafindan belirtilen yontemle gergeklestirilecektir (151).

Ayiwrma ve Yiikleme Jellerinin Hazirlanmast

Calismalarda % 10-12’lik ayirma jeli ve % 5°lik yiikleme jeli kullanildi.

Tablo 7. % 5’lik yiikleme jelinin hazirlanmasi

Kimyasallar 2 x (1 mm)
ddH20 3.08 mL
Akrilamid (% 40 akrilamid mix) 0.56 mL
0.5 M Tris-HCI pH: 6.8 1.25 mL
% 10 SDS 0.05 mL
% 10 APS 0.05 mL
TEMED 3uL

Tablo 8. % 10 ve % 12’°lik ayirma jelinin hazirlanmasi

Kimyasallar % 10 (2 x 1 mm) % 12 (2 x 1 mm)
ddH:0 4.85 mL 4.34 mL
Akrilamid (% 40 akrilamid mix) 2.50 mL 3.00 mL

1.5 M Tris-HCI pH: 8.8 2.50 mL 2.50 mL

% 10 SDS 0.10 mL 0.10 mL

% 10 APS 0.10 mL 0.10 mL
TEMED 10 L 10 uL
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Kontaminasyon riskini veya jel artiklarin1 6nlemek i¢in camlar ilk olarak saf su ile
sonrasinda % 70’lik etil alkol ile temizlendi. Camlar kurulandiktan sonra kisa ve uzun camlar
birlestirildi ve jel hazirlama standia yerlestirildi. ilk olarak Tablo 8’de verilen miktarlara
gore SDS-PAGE ayirma jeli hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti camlar arasinda hava kabarcigi
olmayacak sekilde kisa camin yaklagik 1 cm altina gelene kadar ilave edildi. Ayirma jelinin
hava ile temasini1 6nlemek ve uygun bir sekilde polimerlesmesini saglamak amaciyla iizerine

soguk izopropanal ilave edildi ve yaklagik 30-60 dk beklendi.

Polimerizasyonun ardindan ilk olarak jelin iizerindeki izopropanol uzaklastirildi ve
jelin lizeri saf suyla yikandi. Tablo 7’ye gore hazirlanan yiikleme jeli hizli bir sekilde ayirma
jelinin tizerine ilave edildi. 10 kuyucuklu taraklar % 70’lik etil alkolle dezenfekte edildikten
sonra camlar arasina dikkatli bir sekilde yerlestirildi ve polimerizasyon icin yaklasik 30-60
dk beklendi.

Polimerizasyonun ardindan jelden taraklar kuyulara zarar vermeden ¢ikarildi ve
kuyular saf su ile yikandi. Sonrasinda jel dikkatli bir sekilde yiikleme standina
yerlestirildikten sonra tankin i¢ine konuldu. Tank 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile
dolduruldu.

Total hiicre lizat1 ve hiicre kiiltiirii siipernatanlar1 -80°C buzdolabindan ¢ikarilarak
buz igerisine alindi1 ve ¢oziilmesi saglandi. Yiiriitme iglemi yapilacak olan numuneler 1:4
(yiikleme boyas1 (5X): numune) oraninda yiikleme boyasi ile hazirlandi. Denatiirasyonun
saglanmasi i¢in numuneler 99 °C’de 5 dk kaynatildi. Kaynatilan numuneler oda sicakliginda
hizli bir sekilde santrifiij edildi. Ardindan tanka yerlestirilen jelin ilk kuyucuguna 2 pL
protein markir1 diger kuyucuklara ise 20-30 pLL numune yiiklendi. Jel 75 Volt’ta 15 dk,
ardindan 100 Volt’ta 90-100 dk yiirtitildi.

Yiirtitme islemi biten jel yiirlitme tankindan alindi ve 1X SDS-PAGE yiiriitme
tamponunun uzaklastirilmasi i¢in distile suyla yikandi. Spatula yardimiyla camlar yavas ve
dikkatli bir sekilde birbirinden ayrildi. Kisa cam jelin {izerinden kaldirildiktan sonra jelin
numune igermeyen bdliimleri spatula yardimiyla kesilip uzaklastirildi. Ardindan western

blot deneyine gegildi.
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Western Blot
Kullanilan Cozeltiler

10X Tris-Glisin Tamponu: 30.3 g Tris ve 144 g glisin 800 mL deiyonize su igerisinde

¢oOziildiikten sonra hacmi 1 L’ye tamamlandi.

Transfer Tamponu: 100 mL 10X Tris-Glisin tamponu, 100 mL metanol ve 800 mL

deiyonize su ile hazirlandi.

10X-TBS: 24.05 g Tris ve 88 g NaCl 900 mL deiyonize su igerisinde ¢oziildii. Cozeltinin
pH’si 12 N HCl ile 7.6’ya ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandi.

% 20’lik Tween-20: 2 mL Tween-20 ve 8 mL 1X-TBS ile hazirland:.

1X-TBST: 20 mL 10X TBS, 500 pL % 20’lik Tween-20 ve 180 mL deiyonize su ile

hazirlandi.

Bloklama Tamponu (% 5 Yagsiz Siit Tozu-TBST): 5 g yagsiz st tozu 100 mL 1X-TBST

igerisinde ¢oziildii.

Primer Antikor: Primer antikor bloklama tamponu ile antikoru iireten firmanin 6nerdigi

kosullara gore seyreltilerek hazirlandi.

Sekonder Antikor: Sekonder antikor bloklama tamponu ile antikoru iireten firmanin

onerdigi kosullara gore seyreltilerek hazirlandi.

Blotlama islemi igin ilk olarak dort tane ince Whatmann kagidi ve iki tane siinger
yatak transfer tamponu igerisinde islatildi. Blotlama kasetinin siyah yiiziine 1slak bir tane
stinger yatak yerlestirildi. Sonrasinda 1slak iki tane ince Whatman kagidi siinger yatagin
tizerine yerlestirildi. Jele uygun biiyiikliikte kesilen nitroseliilloz membran transfer tamponu
ile 1slatildiktan sonra hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek Whatman kagitlarinin
tizerine yerlestirildi. Ardindan jel dikkatlice membranin {istiine konuldu. Sonrasinda jelin
iistline, iki tane 1slak ve ince Whatman kagidi hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek
yerlestirildi. Son olarak 1slak siinger yatak Whatman kagidinin en {istiine konularak blotlama
kaseti kapatildi. Hazirlanan kaset, kutup baslarinda dikkat edilerek tanka yerlestirildi. Tank
transfer tamponu ile doldurulduktan sonra tank igerisine 1sinma durumunu Onlemek
amaciyla bir buz akiisii konuldu. Transfer islemi 100 Volt’ta 1 saat 15 dk akim verilerek

gerceklestirildi.
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Membranin Bloklanmasi ve Proteinin Immiinokimya ile Goriintiilenmesi

Blotlama isleminden sonra membran, 10 mL bloklama ¢ozeltisi ile oda sicakliginda
calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. Bloklama sonras1 membran, primer antikor (anti-IxkBa
(1:1000), anti-p-IxkBa (1:1000), anti-NF-kB p65 (1:1000), anti-NLRP3 (1:1000), anti-pro-
kaspaz-1 (1:1000), anti-kaspaz-1 (p20) (1:1000), anti-gasdermin D (1:1000) ve anti-f-aktin
(1:5000) antikor ¢ozeltisi) igerisinde oda sicakliginda calkalayicida 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan membran 10’ar dakika arayla ii¢ kez 1X-TBST ile yikand.
Ardindan, primer antikora uygun sekonder antikor 1:10000 oraninda seyreltilerek hazirlanan
¢ozelti igerisinde oda sicakliginda calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
membran tekrar 10’ar dakika arayla li¢ kez 1X-TBST ile yikandi. Yikama islemlerinden
sonra membran tlizerine Clarity™ Western ECL Substrate c¢ozeltisi ilave edildi ve

membranlarda kemiliinesans goriintiilleme yapildi.
3.3. Istatistiksel Analiz

Deney verilerinin analizi SPSS (IBM Statistics 25, New York, NY, USA) programi
ile yapildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirildi. Her bir gruba ait degerler aritmetik ortalama + standart sapma (X + SD)
olarak ifade edildi. Normal dagilim sergileyen iki grup arasindaki karsilagtirmalarda One-
way ANOVA kullanildi. Grup i¢i post-hoc degerlendirmeler icin ise Tukey testi uygulandi.
p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

51



4. BULGULAR
4.1. Formoterol’iin Efektif Dozunun Belirlenmesi Deneyi Sonuclar:

Efektif dozun bulunabilmesi i¢in ilk asamada Formoterol’iin farkli dozlarinin
(0.0001 pM, 0.001 pM, 0.01 pM, 0.1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM, 200 uM, 250 uM, 300
uM, 350 uM, 400 uM, 450 uM ve 500 uM) bazal hiicre 6liimii iizerindeki etkisine (CCK-8
testi) bakildi. Analiz sonuglarina gore hiicre canliligr degerleri, 0.0001-300 uM dozlar1
arasinda kontrol grubu degerine yakinken, 350 uM ve iizerindeki dozlarda kontrole gore
kayda deger bir sekilde azalmistir (p<<0.001). Sekil 12°de herhangi bir islem gérmeyen
kontrol grubuna goére Formoterol’iin farkli dozlarmin hiicre canliligi {izerine etkisi

gosterilmistir.
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Sekil 12. Hiicre canliligi analizi sonuglar1 (n=5) [ Kontrol grubuyla karsilastirildiginda,

istatistiksel olarak anlamli bir azalma gériildii (‘p<0.05, “p<0.01, **p<0.001)]

Efektif dozun bulunabilmesi i¢in ikinci agsamada, Formoterol’tin farkli dozlarinin
sitotoksisite gosterip gostermedigine (LDH testi) bakildi. Analiz sonuglarina gore
Formoterol’tin 450 ve 500 uM dozlarinin kontrol grubu degeri ile kiyaslandiginda hiicreler
tizerinde sitotoksisiteyi artirdigi bulunmustur (p<0.001). Sekil 13’te herhangi bir islem
gormeyen kontrol grubuna gore Formoterol’iin farkli dozlarinin sitotoksisite iizerine etkisi

gosterilmistir.
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Sekil 13. Sitotoksisite analizi sonuclar1 (n=5) [>""""Kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bir azalma veya artma gériildii ("p<0.05, **p<0.01,

p<0.001)]

Efektif dozun bulunabilmesi i¢in son asamada ise, hiicreler tizerinde LPS+ATP ile
inflamazom aktivasyonu olusturulduktan sonra Formoterol’in farkli dozlarinin IL-1B
seviyeleri lizerine etkisi bakildi. Analiz sonuglarina gore artan Formoterol dozlarinda IL-1
seviyelerinin azaldig1 bulunmustur. Sekil 14°te herhangi bir islem gérmeyen kontrol grubuna
gore LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’iin farkli dozlarinin LPS+ATP (-) grubuna gore

IL-1B seviyeleri bakimindan karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 14. IL-1p analizi sonuglar1 (n=5) [*““Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamli bir artma goriildii ("p<0.01)]. [*****LPS+ATP (-) grubuyla
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii (*p<0.05, #p<0.01,

#p<0.001)]

Yapilan ii¢ deney sonucunda hiicre canliligimi % 96.34 degerinde tuttugu,
sitotoksisiteyi % 7.98 degerine indirdigi (kontrol degeri % 8.15) ve inflamazom aktivasyonu
yapildiktan sonra IL-1p seviyesini (50.34) LPS+ATP (-) grubuna kiyasla neredeyse kontrol
seviyesine (12.26) indirdigi i¢cin Formoterol’iin efektif dozu 300 uM olarak belirlendi.

Sonraki yapilan tiim deneylerde Formoterol’iin 300 uM dozu kullanildi.

4.2. Formoterol’in NLRP3 Inflamazomu ve Piroptoz Uzerine Etkilerinin Analiz

Sonuglar
4.2.1. Piroptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi Analiz Sonuclari

Formoterol’iin piroptotik hiicre 6liimiine etkisi, hiicrelerde LPS+ATP ile olusturulan
NLRP3 inflamazomu aktivasyonundan sonra CCK-8 ve LDH deneyleri yapilarak belirlendi.
CCK-8 testi analiz sonuglaria gore, hiicre canliligt LPS+ATP grubunda % 27.44 + 0.86
iken, Formoterol grubunda % 81.65 £+ 2.07 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile azalan

hiicre canlihigin istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmistir (p<0.001). Sekil 15°te
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herhangi bir islem gérmeyen kontrol grubuna gére LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’{in

LPS+ATP (-) grubuna gore hiicre canliligi bakimindan karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 15. Hiicre canliligi analizi sonuglar1 (n=5) [*“Kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (™ p<0.001)]. [**LPS+ATP (-)
grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli artma goriildii

(##9<0.001)]

LDH testi analiz sonuglarina gore, sitotoksisite LPS+ATP grubunda % 36.80 + 2.63
iken, Formoterol grubunda % 7.66 £ 0.79 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan
sitotoksisiteyi istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p<<0.001). Sekil 16’da herhangi
bir iglem gormeyen kontrol grubuna goére LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’iin

LPS+ATP (-) grubuna gore sitotoksisite bakimindan karsilagtirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 16. Sitotoksisite analizi sonuglar1 (n=5) [*“Kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bir artma goriildii (*p<0.001)]. [**LPS+ATP (-)
grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii

(*p<0.001)]

4.2.2. Aktif Kaspaz-1 Aracih Piroptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi Analiz

Sonuclari

Formoterol’ilin aktif kaspaz-1 aracili piroptotik hiicre 6liimiine etkisinin belirlenmesi
i¢cin aktif kaspaz-1 boyama (FAM-YVAD-FMK) kiti kullanildi. Sekil 17°de herhangi bir
islem gérmeyen kontrol grubuna gére LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’iin LPS+ATP
(-) grubuna gore aktif kaspaz-1 yogunlugu bakimindan karsilagtirilmasinin floresan
goriintiileri verilmistir. Analiz sonuglarina gore, kaspaz-1 ortalama yogunlugu LPS+ATP
grubunda 91253 + 6480 iken, Formoterol grubunda 32853 + 3363 olarak bulundu.
Formoterol, LPS+ATP ile artan aktif kaspaz-1 yogunlugunu istatistiksel olarak anlamli

sekilde azaltmistir (p<<0.001) (Sekil 18).
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Sekil 17. Aktif kaspaz-1 boyamasinin floresan goriintiileri
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Sekil 18. Aktif kaspaz-1 yogunlugu (ortalama) analizi sonuglar1 (n=5) [*"*Kontrol grubuyla
p<0.001)].
[**LPS+ATP (-) grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlaml1 azalma
goriildii (*p<0.001)]

EE LS

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli artma gorildi (

4.2.3. PI Boyama ile Piroptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi Analiz Sonuclari

Formoterol’iin piroptotik hiicre Oliimiine etkisinin belirlenmesi i¢in PI boyasi
kullanildi. Sekil 19°da herhangi bir islem gérmeyen kontrol grubuna gére LPS+ATP (-)
grubunun ve Formoterol’in LPS+ATP (-) grubuna gore PI pozitif hiicre bakimindan
karsilastirilmasinin floresan goriintiileri verilmistir. Analiz sonuglarina gore, PI pozitif hiicre
LPS+ATP grubunda % 36.30 + 2.51 iken, Formoterol grubunda % 1.66 + 0.24 olarak
bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan PI pozitif hiicre sayisini (% cinsinden) istatistiksel

olarak anlaml sekilde azaltmistir (p<<0.001) (Sekil 20).
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Sekil 19. PI boyamasinin floresan goriintiileri
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Sekil 20. PI boyama ile piroptotik hiicre &liimii analizi sonuglar1 (n=5) [***Kontrol grubuyla
karsilastirldiginda, istatistiksel olarak anlamli artma goriildi (*™"p<0.001)].
[**LPS+ATP (-) grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlaml1 azalma
goriildii (*p<0.001)]

4.2.4. IL-1P ve IL-18 Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi Analiz Sonug¢lari

Formoterol’tin IL-1P ve IL-18 sitokin seviyelerine etkisi, hiicrelerde LPS+ATP ile
olusturulan NLRP3 inflamazomu aktivasyonundan sonra IL-1f ve IL-18 ELISA deneyleri
yapilarak belirlendi. IL-1P seviyeleri LPS+ATP grubunda 1546.55 + 48.86 pg/mL iken,
Formoterol grubunda 50.34 &+ 0.25 pg/mL olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan
IL-1B seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p<<0.001). Sekil 21°de
herhangi bir islem gérmeyen kontrol grubuna gére LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’{in

LPS+ATP (-) grubuna gore IL-1p seviyeleri bakimindan karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 21. IL-1 analizi sonuglar1 (n=5) [*““"Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamli artma goriildi (*p<0.001)]. [**LPS+ATP (-) grubuyla

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma gériildii (*%p<0.001)]

IL-18 seviyeleri LPS+ATP grubunda 292.56 + 16.70 pg/mL iken, Formoterol
grubunda 62.54 + 3.15 pg/mL olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan IL-18
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p<0.001). Sekil 22°de herhangi
bir islem gérmeyen kontrol grubuna goére LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’iin

LPS+ATP (-) grubuna gore IL-18 seviyeleri bakimindan karsilastiriimasi gosterilmistir.
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Sekil 22. IL-18 analizi sonuglar1 (n=5) [*“"Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel
p<0.001)]. ["LPS+ATP (-) grubuyla

EE ]

olarak anlamli artma goriildi (

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma gériildii (*%p<0.001)]

4.2.5. NLRP3 inflamazom Yolag ile iliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclari

Formoterol’iin, NLRP3 inflamazom yolag: ile iliskili IxBa, p-IkBa, NF-kB p65,
NLRP3, pro-kaspaz-1, kaspaz-1 (p20), GSDMD ve GSDMD-N protein seviyelerine etkisi

western blot yontemiyle belirlendi.

IkBa protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 0.166 + 0.008 iken, Formoterol
grubunda 0.251 + 0.035 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile azalan IkBa protein
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmistir (p<0.01). p-IkBa protein seviyeleri
LPS+ATP grubunda 0.219 + 0.060 iken, Formoterol grubunda 0.145 + 0.030 olarak bulundu.
Formoterol, LPS+ATP ile artan p-IkBa protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaltmistir (p<0.001). NF-kB p65 protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 0.436 +
0.071 iken, Formoterol grubunda 0.280 + 0.050 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile
artan NF-«xB p65 protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p<0.01).
Sekil 23’te herhangi bir islem gérmeyen kontrol grubuna gére LPS+ATP (-) grubunun ve
Formoterol’tin LPS+ATP (-) grubuna gore IkBa, p-IkBa ve NF-xB p65 protein seviyeleri

bakimindan karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 23. IkBa, p-IkBa ve NF-kB p65 protein seviyeleri analizi sonuglar1 (n=5) [ Kontrol

grubuyla karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli artma goriildii

("p<0.001)]. [****LPS+ATP (-) grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlaml1 azalma gériildii (*p<0.01, *#p<0.001)]
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NLRP3 protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 0.671 + 0.072 iken, Formoterol
grubunda 0.359 + 0.077 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan NLRP3 protein
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p<<0.001). Sekil 24°te herhangi
bir islem gormeyen kontrol grubuna gore LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’iin
LPS+ATP (-) grubuna goére NLRP3 protein seviyeleri bakimindan karsilastiriimasi

gosterilmistir.
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Sekil 24. NLRP3 protein seviyeleri analiz sonuglar1 (n=5) [ Kontrol grubuyla
karsilastinildiginda, istatistiksel olarak anlamli artma goriildii (" p<0.001)].
["LPS+ATP (-) grubuyla Kkarsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlaml

azalma goriildii (**p<0.001)]

Pro-kaspaz-1 protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 0.954 + 0.051 iken, Formoterol
grubunda 0.948 + 0.056 olarak bulundu. Formoterol ve LPS+ATP gruplar1 arasinda pro-
kaspaz-1 protein seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

(p=0.984).

Hiicre lizatinda, kaspaz-1 protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 0.603 + 0.054 iken,
Formoterol grubunda 0.122 + 0.016 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan kaspaz-

1 protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p<0.001).

Stipernatanda, kaspaz-1 protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 1513.4 + 37.8 iken,
Formoterol grubunda 373.2 4+ 27.2 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan kaspaz-

1 protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p<0.001). Sekil 25°te
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herhangi bir islem gérmeyen kontrol grubuna gére LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’{in
LPS+ATP (-) grubuna gore pro-kaspaz-1 ve kaspaz-1 (hiicre lizat1 ve slipernatan) protein

seviyeleri bakimindan karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 25. pro-kaspaz-1 ve kaspaz-1 (hiicre lizat1 ve silipernatan) protein seviyeleri analiz
sonuglart (n=5) [Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamli  artma  goriildi (7 'p<0.001)]. [*LPS+ATP (-) grubuyla

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma gériildii (**p<0.001)]
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GSDMD protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 0.753 + 0.029 iken, Formoterol
grubunda 0.718 + 0.043 olarak bulundu. Formoterol ve LPS+ATP gruplar1 arasinda
GSDMD protein seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

(p=0.385).

GSDMD-N protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 0.082 + 0.007 iken, Formoterol
grubunda 0.016 + 0.003 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan GSDMD-N protein
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (p<0.001). Sekil 26’da herhangi
bir islem gormeyen kontrol grubuna gore LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’iin
LPS+ATP (-) grubuna gore GSDMD ve GSDMD-N protein seviyeleri bakimindan

karsilastirilmast gosterilmistir.

+ LPS + ATP

Kontrol - FORM

53 kDa e w— e GSDMD

31 kDa - — GSDMD-N

45 kDa -i p-Aktin

B C
1.0 0.10 S
é 0.8 é 0.08 -
,ﬁ P = '&glq
0.6 <. 0.06
. Z
Z 04- 2 0.04
= 2 i
0.2 4 O 0.02
0.0 T 0.00 T
Kontrol ) - Formoterol , Kontrol - Formoterol
LPS + ATP LPS +ATP

Sekil 26. GSDMD ve GSDMD-N protein seviyeleri analiz sonuglar1 (n=5) [~ Kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli artma goriildi
("p<0.001)]. ["LPS+ATP (-) grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamli azalma goriildii (*#p<0.001)]
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5. TARTISMA ve SONUC

Norodejenerasyon, merkezi sinir sisteminde ndron hiicresi kaybi olarak tanimlanan,
“NH” olarak ifade edilen AH ve PH gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasini saglayan bir siiregtir
(59, 60). NH’de, merkezi sinir siteminin ana bagisiklik hiicresi olan mikroglialar kronik
olarak aktive olmakta ve bagisiklikta gorev alan mediatorleri iireterek noroinflamasyona
neden olmaktadir (32, 65-67). Mikroglial NLRP3 inflamazom aktivasyonunun,
noroinflamasyon siirecinde énemli rol oynadigi (13); aktivasyon kronik hale doniistiiglinde
patolojinin siddetlendigi ve bu durumun da NH’nin ilerlemesinin hizlanmasina sebep oldugu

ortaya koyulmustur (14).

NLRP3 inflamazom aktivasyonu “piroptoz” olarak tanimlanan ve kaspaz-1 bagiml
pro-inflamatuar diizenlenmis hiicre dliimiine yol agmaktadir (103). Inflamazom kompleksi
kaspaz-1'in aktivasyonuna, aktif kaspaz-1 ise IL-1 ve IL-18 inflamatuar sitokinlerinin
tiretilmesine ve hiicre dliimiinden sorumlu oligomerik membran porlarinin olusumunu
saglayan GSDMD’nin aktive olmasina neden olmaktadir (93, 104). GSDMD'nin
aktivasyonu plazma membran biitiinliigli kaybina (por olusturarak) neden oldugu igin
piroptoz siirecini baglatir ve inflamasyonun yayilmasina katki saglar (6, 104, 110-112). Bu
nedenle, istenmeyen asir1 inflamasyonu 6nlemek i¢cin NLRP3 inflamazom aktivasyonunun
diizenlenmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir. NLRP3 inflamazom aktivasyonunun inhibe
edilmesi/azaltilmasi, hiicrelerin piroptoz yoluyla 6liimiinii ve inflamatuar sitokinlerin
hiicreler arasinda yayilmasini Onleyebilir. Bu alandaki hem in vivo hem de in vitro
calismalarin sayis1 giin gectikce artmakta ve bu konu literatiirde 6n plana ¢ikmaktadir (152-

155).

Bo-adrenoseptor, MSS’de yogun miktarda bulunan bir reseptordiir (16-18).
Dolayisiyla bu reseptdriin hedef alinarak terapotik etkilerinin belirlenmesi NH i¢in 6nemli
olabilir. MSS’de cesitli hastalik veya hastalik modellerinde P2-adrenoseptor agonistlerinin
terapotik kullaniminda umut verici ndrokoruyucu ve anti-inflamatuar etkiler tespit
edilmistir. P2-adrenoseptdr agonistlerinin kullaniminin, a-syn seviyelerini azaltarak PH
riskini % 40'a kadar disiirdiigi (23), PH riskini azalttig1 (24), hipokampal ndrogenezi
artirdig1 ve biligsel gerilemeyi iyilestirdigi (25), MS’e 6zgii klinik sonuglar iyilestirdigi (26),
toksik mikrogliay1 inhibe ettigi (27), glia hiicrelerinde anti-inflamatuar fenotip durumunu

tesvik ettigi (28), mikroglial aktivasyonu ve pro-inflamatuar sitokin {liretimini azalttig1 (29)
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bulunmustur. Formoterol, B2-adrenoseptoriin giiglii ve secici bir agonistidir. FDA tarafindan
onaylanmistir ve nérokoruyucu ve anti-inflamatuar etkileri belirlenmistir (29). Literatiirdeki
bu 6nemli ¢alismalar goz Oniine alindiginda, merkezi sinir sisteminde [2-adrenoseptor
aktivasyonu ile ilgili son yillarda birgok calisma yapilmasina ragmen (23, 27, 29),
Formoterol’tin mikroglia hiicrelerinde NLRP3 inflamazomu ve NLRP3 inflamazomu
aktivasyonuyla tesvik edilen programli hiicre Sliimii olan piroptoz {izerindeki etkilerini
arastiran herhangi bir ¢caligma mevcut degildir. Bu durum géz 6niine alinarak planlanan bu
calismada, P2-adrenoseptor agonisti Formoterol’iin NLRP3 inflamazomu aktivasyonuna ve

NLRP3 inflamazomu aracili piroptotik hiicre 6liimiine etkisi in vitro kosullarda incelendi.

NLRP3 inflamazomu, PAMP’lar (LPS, vb.) ve DAMP’lar (ATP, vb.) dahil olmak
lizere ¢esitli uyaranlara yanit olarak aktif hale gelir ve piroptotik hiicre 6liim siirecini baslatir
(3, 90, 91). Tiim bu siiregler diisiiniildiiglinde, ilk olarak in vitro kosullarda mikroglia
hiicrelerinde  NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gerceklestirilmesi geregi ortaya
cikmaktadir. Bu baglamda literatiir incelendiginde benzer c¢alismalarin oldugu ve
standardizasyonun saglandigi goriilmektedir. Bu ¢alismalarda NLRP3 inflamazom
aktivasyonunda birinci sinyal olan “priming” sinyalini aktive etmek i¢in 1 pg/mL LPS, ikinci
sinyal olan “aktivasyon” sinyalini aktive etmek i¢in ise 5 mM ATP kullanilmistir.
Inflamazom aktivasyonundan sonra,

. IL-1PB ve IL-18 sitokin seviyelerinin (ELISA ve RT-PCR yontemi ile 6l¢iilmiis) arttigi,

. piroptotik hiicre 6liimii belirtegleri olan LDH seviyelerinin (sitotoksisite tespit kiti ile
Olclilmiis), kaspaz-1 seviyelerinin (aktivite tayini ve western blot yontemi ile
Olciilmiis) ve PI pozitif hiicre sayisinin (PI boyama yontemi ile 6l¢iilmiis) arttigy,

o NLRP3 inflamazom yolag: ile iliskili proteinler olan NLRP3, kaspaz-1 (p20) ve
GSDMD-N protein seviyelerinin (Western blot yontemi ile Olgiilmis) arttigi
saptanmistir (11, 12, 156).

Bu ¢aligmada da tipki ilgili caligmalardaki gibi, N9 fare mikroglia hiicrelerine 4 saat
1 pg/mL LPS ve 1 saat 5 mM ATP uygulamas1 yapildi ve NLRP3 inflamazom aktivasyonu
gergeklestirildi.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicre canliligini tespit etmek i¢in glinlimiizde 3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difenil tetrazolyum bromiir (MTT), 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-
siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT), 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil )-5-(2,4-
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disiilfofenil)-2H tetrazolyum, monosodyum tuzu (WST-1), 2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu (CCK-8) ve LDH gibi
testler kullanilmaktadir (157). Uygun hiicre canlilig1 testi segilirken, glivenilir sonuglar elde
edebilme, maliyet, hiz, hassasiyet ve gerekli ekipman gibi faktorler g6z Oniinde
bulundurulmaktadir (158). Bu faktorler goz ontine alindiginda ideal bir hiicre canlilig testi,
calismasi giivenli, hizli, sonuglart giivenilir, verimli, zaman ve maliyet agisindan uygun
olmali ve aym1 zamanda test maddesini etkilememelidir (159). CCK-8 testi, radyoaktif
olmayan, bilesenlerin onceden hazirlanmasi gerekmeyen, hassas kolorimetrik bir analiz
yontemidir. Ayrica CCK-8'in tespit hassasiyeti, MTT, XTT, MTS veya WST-1 gibi diger
tetrazolyum tuzlarindan daha yiiksektir (141). Bu sebeplerden dolay1 bu ¢alismada, N9 fare
mikroglia hiicrelerinde hem efektif dozun bulunmasi hem de NLRP3 inflamazom
aktivasyonundan sonra Formoterol’lin etkisinin degerlendirilmesi deneylerinde hiicre
canlilig1 testi olarak CCK-8 testi kullanildi. Formoterol’iin, LPS+ATP ile azalan hiicre

canliligini anlamli olarak artirdig: belirlendi.

NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile hiicre kiiltiirii ortamindaki membran1 hasarli
ve/veya 6lii hiicrelerden ortama LDH salinmaktadir. LDH testi, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda
sitotoksisiteyi ve piroptozu test etmek igin gelistirilen hassas, hizli ve yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir (160, 161). Bu yiizden, N9 fare mikroglia hiicrelerinde hem efektif
dozun bulunmasinda sitotoksisitenin saptanmasinda hem de NLRP3 inflamazom
aktivasyonundan sonra Formoterol’lin piroptoza etkisinin degerlendirilmesi deneylerinde
LDH testi kullanildi. Formoterol’iin, LPS+ATP ile artan sitotoksisiteyi anlamli olarak

azalttig1 tespit edildi.

NLRP3 inflamazom aktivasyonu neticesinde kaspaz-1 aktive olarak piroptozu tesvik
etmektedir. Aktif kaspaz-1 boyama Kkiti, hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda canli hiicrelerde
kaspaz-1 aktivasyonunu 6l¢mek i¢in kullanilan hassas ve sonucu kisa siire i¢inde alinan
florometrik bir testtir (144-146). NLRP3 inflamazomu ve piroptoz calismalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (162, 163). Bu sebeple, N9 fare mikroglia hiicrelerinde NLRP3
inflamazom aktivasyonundan sonra Formoterol’lin aktif kaspaz-1 miktarina etkisinin
degerlendirilmesinde aktif kaspaz-1 boyama kiti tercih edildi. Formoterol’iin, LPS+ATP ile
artan aktif kaspaz-1 yogunlugunu anlamli olarak azalttig1 saptandi.

NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile hiicre 6liimii meydana gelmektedir. PI, hiicre

kiiltiirii galigmalarinda 6lii hiicreleri belirleme amaciyla kullanilan bir boyadir ve piroptotik
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hiicrelerin belirlenmesinde yaygin olarak tercih edilmektedir (12, 106, 147). Bundan dolayi,
N9 fare mikroglia hiicrelerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonundan sonra Formoterol’iin
hiicre dliimiine etkisinin belirlenmesinde PI boyasi tercih edildi. Formoterol’iin, LPS+ATP

ile artan PI pozitif hiicre sayisin1 anlamli olarak azalttig1 bulundu.

Birgok hastaligin patogenezinde inflamasyonun yaygin rolii diisiiniildiigiinde,
mevcut ilaglar i¢in yeni anti-inflamatuar mekanizmalari ortaya ¢ikarmay1 veya inflamasyonu
hafifletmek i¢in yeni terapotikler gelistirmeyi amaglayan arastirmalara olan ilgi giderek
artmaktadir (164). Bu baglamda, hem periferik dokulardaki hem de MSS'deki immiin
hiicreler lizerine yapilan ¢aligmalar, Formoterol’{in anti-inflamatuar etkilerini dogrulamistir.
Victoni ve arkadaglari, insan monositik makrofaj hiicrelerinde LPS ile olusturduklar
inflamasyon modelinde Formoterol’iin TNF-a ve IL-1p pro-inflamatuar sitokin salinimini
azalttiginm tespit etmislerdir (140). Damo ve arkadaslar1 ve mikroglia hiicreleri iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada Formoterol’iin mikroglial aktivasyonu ve IFN-y ve TNF-a pro-
inflamatuar sinyal iletimini inhibe ettigi bildirmislerdir (165). Bu calismada, N9 fare
mikroglia hiicrelerinde LPS+ATP ile olusturulan noéroinflamasyon modelinde, f»-
adrenoseptor agonisti Formoterol’iin NLRP3 inflamazomu aracili piroptotik hiicre 6liimiiyle
hiicre disina salman IL-1B ve IL-18 sitokin seviyelerine etkisi ELISA yontemi ile
degerlendirildi. Literatiirde benzer c¢aligmalardaki verileri destekleyecek sekilde,
Formoterol’iin LPS+ATP hasari ile artan IL-13 ve IL-18 seviyelerini anlamli olarak azalttigi

saptandi.

Noroinflamasyonun NH’nin patogenezinde kritik rol oynamasi, bu konu hakkindaki
caligmalara yonelik ilginin artmasinda neden olmustur (166). Bu baglamda, literatiirde
Formoterol’lin noroinflamasyon {izerindeki terapdtik etkilerini inceleyen calismalar da
bulunmaktadir. Ryan ve arkadaslari, ratlarda LPS ile olusturduklari ndroinflamasyon
modelinde, korteks ve hipokampiiste Clenbuterol ve Formoterol'iin IkBa ekspresyonunu
artirdigi1 ve NF-xB seviyelerini azalttigimi gostermiglerdir. Ryan ve arkadaglari,
Clenbuterol ve Formoterol'iin MSS'de NF-«B seviyelerini azalttig1 sonucuna dayanarak, 32-
adrenoseptorlerin  ndroinflamasyonu tedavi etmek ve inflamasyonla iliskili
norodejenerasyonla miicadele etmek i¢in ¢ekici bir hedef olabilecegini agiklamislardir (167).
O'Neill ve arkadaslari, ratlarda sistemik ve intranigral LPS ile olusturduklar
noroinflamasyon modelinde Formoterol’in mikroglial aktivasyonu azalttigi, substantia

nigra ve striatumdaki dopaminerjik hiicre kaybin1 6nledigi, orta beyin/striatum dopamin
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konsantrasyonlarint arttirdifit ve merkezi/sistemik inflamasyonun neden oldugu motor
bozukluklarini azalttig1 bulunmuslardir. O'Neill ve arkadaslari, glial hiicrelerin dahil oldugu
noroinflamasyon siirecinde, Formoterol’iin MSS parankimine girerek glial hiicreler {izerinde
gliclii immiinomodiilatér etkiler olusturabilecegini belirtmislerdir (29). MSS’de yapilan
calismalardan elde edilen veriler, NLRP3 inflamazomunun néroinflamasyonu diizenlemede
merkezi bir rol oynadigin1 géstermektedir (1). NF-xB, NLRP3 protein sentezini ve NLRP3
inflamazom aktivasyonunu artiran kritik transkripsiyon faktoriidiir (4). Bu bilgiler ve
Formoterol’iin olumlu etkileri (130, 167) gbz 6niinde bulundurularak, bu ¢aligsmada, N9 fare
mikroglia hiicrelerinde LPS+ATP ile olusturulan ndroinflamasyon modelinde, fo-
adrenoseptor agonisti Formoterol’tin NLRP3 inflamazomu aktivasyonu Oncesinde gorev
alan proteinler olan IxBa., p-IkBa ve NF-kB p65 protein seviyeleri western blot yontemi ile
belirlendi. Buna gore, literatiirde ilgili yolagi inceleyen ¢alismalardaki sonuglar ile benzer
sekilde, Formoterol’iin LPS+ATP hasari ile azalan IkBa protein seviyelerini anlamli olarak
artirdigl; artan p-IkBo ve NF-kB p65 protein seviyelerini ise anlamli olarak azalttigi

bulundu.

NLRP3 inflamazomu aktive edildiginde, kaspaz-1'in aktivasyonunu saglar. Aktif
kaspaz-1 daha sonra pro-IL-1p ve pro-IL-18'i enzimatik olarak parcalayarak, onlar1 aktif
formlar1 olan IL-1P ve IL-18'e doniistiiriir ve hiicre digina salinmalarin1 kolaylastirir. Ek
olarak aktif kaspaz-1, piroptotik hiicre 6liimiinde rol oynayan bir protein olan GSDMD'nin
aktivasyonunu baglatir. Bu durum, plazma membraninda porlarin olusmasina, piroptoz
stirecinin baglamasina ve inflamasyonun yayilmasina sebep olur (168). Bu ¢aligmada, N9
fare mikroglia hiicrelerinde LPS+ATP ile olusturulan NLRP3 inflamazom aktivasyonu
modelinde, B>-adrenoseptor agonisti Formoterol’iin NLRP3 inflamazomu aktivasyonuna ve
NLRP3 inflamazomu aracili piroptotik hiicre 6liimiine etkisi in vitro kosullarda incelendi.
Bu baglamda, NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun ve piroptozun en 6nemli belirtegleri
olan kaspaz-1 (p20) (aktif kaspaz-1 boyama kiti ve western blot yontemi ile), pro-kaspaz-1,
NLRP3, GSDMD ve GSDMD-N (Western blot yontemi ile) seviyeleri incelenmistir.
Literatiirde benzer ¢alismalardaki verileri destekleyecek sekilde, Formoterol’iin LPS+ATP
hasart ile artan kaspaz-1 (p20), NLRP3 ve GSDMD-N seviyelerini anlamli olarak azalttig
tespit edildi.
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N9 fare mikroglia hiicrelerinde LPS+ATP ile uyarilan NLRP3 inflamazom
aktivasyonu modelinin olusturuldugu bu ¢alismada, bir P2-adrenoseptdr agonisti olan
Formoterol’iin NLRP3 inflamazomu aktivasyonunu IkB/NF-kB yoluyla inhibe ettigi ve
piroptotik hiicre Sliimiinii engelledigi ortaya koyuldu. Etkilerini tam olarak anlamak igin
daha kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulsa da sonug¢larimiz, Formoterol’{in néroinflamasyon
stireci ile iligkili olan NLRP3 inflamazom aktivasyonunda ve diizenlenmesinde anti-
inflamatuar ve immiinomodiilatér etkiler sergiledigini gostermistir. Bu durum,
Formoterol’iin noroinflamasyonu azaltabilecek potansiyel bir terapotik ajan olabilecegini
isaret etmektedir. Bu ¢alisma, ilgili yolaktaki mekanizmalar hakkinda yapilacak ¢alismalara

yeni 1siklar tutmaktadir.
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