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ÖZET 

β2-Adrenoseptör Agonisti Formoterol’ün N9 Fare Mikroglial Hücrelerinde 

NLRP3 İnflamazomunun Aktivasyonu ve Piroptoz Üzerine Etkisi 

Mikroglialar, merkezi sinir sisteminde doğuştan gelen bağışıklık yanıtının 

oluşumunda önemli rol oynayan bağışıklık hücreleridir. NOD-benzeri reseptör ailesi pirin 

domain içeren 3 (NLRP3) inflamazomu doğuştan gelen bağışıklık için çok önemli olan çoklu 

proteinli bir yapıdır ve çeşitli tehlike sinyalleriyle aktive olur. NLRP3 inflamazomunun aşırı 

aktivasyonu, kaspaz-1 aracılığıyla interlökin-1β (IL-1β) ve interlökin-18 (IL-18) gibi 

sitokinlerin salınımını ve piroptotik hücre ölümünü teşvik eder. Bu durum nörodejeneratif 

hastalıklar (NH)’ın patogenezine katkıda bulunur. Dolayısıyla, inflamazom aktivasyonunun 

regülasyonu ve inhibisyonu NH’nin tedavisinde ve önlenmesinde faydalı bir yol olabilir. β2-

agonistler, β2-adrenoseptörleri aktive eden ilaçlardır ve klinikte kronik obstrüktif akciğer 

hastalığı ve astım ve gibi solunum yolu hastalıkları tedavisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. β2-adrenoseptör beyinde çok fazla sentezlenmektedir ve β2-adrenoseptör 

agonistlerinin NH’de terapötik bir yaklaşım olarak kullanıldığı çalışmalarda güçlü anti-

inflamatuar ve nörokoruyucu etkileri gösterdiği rapor edilmiştir. Ancak, literatürde β2-

adrenoseptör agonisti Formoterol’ün, mikroglia hücrelerinde NLRP3 inflamazom 

aktivasyonunu ve piroptozu değerlendiren bir çalışma mevcut değildir. Bu çalışmada, 

Formoterol’ün N9 mikroglial hücrelerinde inflamazom aktivasyonu ve piroptoza etkisinin 

incelenmesi amaçlandı. N9 mikroglia hücrelerine LPS ve ATP uygulanarak NLRP3 

inflamazom aktivasyonu sağlandı. Sonrasında Formoterol’ün N9 mikroglia hücrelerinde 

inflamazom aktivasyonu ve piroptoz üzerine etkisi incelendi. Hücre canlılığı CCK-8, 

sitotoksisite ve piroptoz ise LDH testi ile belirlendi. İnflamazom aktivasyonu ve piroptozu 

belirlemek için; IL-1β ve IL-18 düzeyleri ELISA ile, piroptotik ölüm aktif kaspaz-1 ve PI 

boyamayla ve NLRP3 inflamazomu ve piroptoz ile ilişkili proteinlerin seviyeleri Western 

blot ile belirlendi. Formoterol’ün, NLRP3 inflamazom modelinde kaspaz-1 aktivitesini, IL-

1β ve IL-18 sitokin salınımını baskıladığı; NLRP3 inflamazomu ve piroptoz ile ilişkili 

proteinlerin seviyelerini azalttığı ve tüm bunları IκBα/NF-κB yoluyla inhibe ettiği ve 

piroptotik hücre ölümünü engellediği ortaya koyuldu. 

Anahtar Sözcükler: β2-Adrenoseptör, Mikroglia, NLRP3 inflamazomu, Nöroinflamasyon, 

Piroptoz 
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ABSTRACT 

The Effect of β2-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-1β (IL-1β) 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. β2-agonists 

are drugs that activate β2-adrenoceptors, and they are widely used in the clinic for the 

treatment of respiratory diseases such as chronic obstructive pulmonary disease and asthma. 

β2-adrenoceptors are highly expressed in the brain, and studies in which β2-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 β2-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-1β 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-1β, and 

IL-18 cytokine release in the NLRP3 inflammasome model, reduced levels of NLRP3 

inflammasome-related proteins, inhibited these processes through the IκBα/NF-κB pathway, 

and prevented pyroptotic cell death. 

Keywords: β2-Adrenoceptor, Microglia, NLRP3 inflammasome, Neuroinflammation, 

Pyroptosis 



1 

1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Nöroinflamasyon, merkezi sinir sistemi (MSS)’nde enfeksiyonlarla mücadele etmeyi 

ve zararlı maddeleri temizlemeyi amaçlayan doğuştan gelen bağışıklık yanıtıdır. Bu yanıt, 

astrositler, mikroglia ve oligodendrositler de dahil olmak üzere glia hücreleri tarafından 

düzenlenir ve MSS'nin patolojik koşullara karşı ilk savunma hattı olarak hareket eder. Bu 

hücreler arasında mikroglialar, MSS mikroçevresindeki tehditlere hızlı bir şekilde tepki 

veren başlıca doğuştan gelen bağışıklık hücreleri olarak önemli görevler üstlenirler (1). 

MSS'de mikroglia hücreleri, inflamazomların ana üreticileri olarak öne çıkarlar (2).  

İnflamazomlar, çeşitli patojenik veya fizyolojik uyarılarla aktive edilen, doğuştan 

gelen bağışıklık yanıtında önemli bir rol oynayan multi-protein komplekslerdir (3, 4). Aşırı 

inflamazom aktivasyonu, şiddetli ve sürekli inflamasyona yol açabilir; kanser, metabolik 

bozukluklar ve nörodejeneratif hastalıklar (NH) gibi çeşitli hastalıkların patogenezine 

katkıda bulunabilir (5). Inflamazomlar arasında, NLRP3 inflamazomu, bilimsel 

araştırmalarda en kapsamlı şekilde incelenen inflamatuar sensör molekülüdür (6). NLRP3 

inflamazom aktivasyonu mekanizması, priming ve aktivasyon sinyali olmak üzere iki 

aşamalı bir süreçtir. Priming sinyali, patojen tanıma reseptör (PRR)’lerinin bir türü olan 

Toll-benzeri reseptör (TLR)’ler tarafından indüklenir. TLR'ler, lipopolisakkarit (LPS) gibi 

patojen ilişkili moleküler yapı (PAMP)’lar tarafından aktive edilir. Bu sinyal, nükleer faktör-

κB (NF-κB) aktivasyonunu uyarır (7, 8). NF-κB genellikle, NF-κB inhibitörleri (IκB) ile 

bağlanma yoluyla sitoplazmada tutulur. Bununla birlikte, PRR veya sitokin aracılı 

sinyalleme kaskadları, daha sonra NF-κB aktivitesini inhibe etmekten sorumlu olan kritik 

bir protein olan IκBα'yı fosforile eden IκB kinaz (IKK) kompleksini aktive eder. Bu 

fosforilasyon, IκBα'nın ubiquitinasyonuna ve proteozom yoluyla degradasyonuna yol açar. 

Sonuç olarak, NF-κB çekirdeğe taşınır ve NLRP3, pro-IL-1β ve pro-IL-18 transkripsiyonunu 

uyarır (9, 10). Aktivasyon sinyalinde, NLRP3 inflamazom molekülü, PAMP'ler veya 

amiloid beta (Aβ), α-sinüklein (α-syn), adenozin 5'-trifosfat (ATP) gibi hasarla ilişkili 

moleküler yapı (DAMP)’lar yoluyla aktive edilir. Aktive NLRP3 inflamzom kompleksi 

kaspaz-1'in aktivasyonuna, aktif kaspaz-1 de plazma membranında por oluşumunu teşvik 

eden bir protein olan Gasdermin D (GSDMD)'nin olgunlaşmasına ve proteolitik 

bölünmesine neden olur. GSDMD’nin hücre membranında por oluşturmasının ardından 

“piroptoz” olarak adlandırılan hücre ölümü meydana gelir ve pro-inflamatuar moleküllerin 

hücre dışına çıkmasıyla inflamasyon MSS boyunca yayılır (11). Mikroglial NLRP3 
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inflamazomunun aşırı aktivasyonu, nöroinflamasyona ve dolayısıyla nörodejenerasyon 

sürecine önemli bir katkı sağladığı ortaya koyulmuştur (12). Alzheimer hastalığı (AH) ve 

Parkinson hastalığı (PH) patogenezinde görülen Aβ ve α-syn gibi patolojik protein 

agregatları, mikroglial NLRP3 aktivasyonunu tetikleyerek nörodejenerasyona sebep 

olmaktadır (13). Mikroglial NLRP3 inflamazomunun bu aktivasyonu kronik hale 

dönüştüğünde ise, patoloji şiddetlenerek NH’nin ilerlemesinin hızlanmasına sebebiyet verir 

(14). 

Adrenoseptörler, çoğu hücre türünde eksprese edilen, vücut homeostazını sağlamada 

çok önemli rolleri olan transmembran proteinlerdir (15). Ayrıca, β2‐adrenoseptörler, MSS’de 

nöronlarda, mikroglia ve astrosit hücrelerinde yoğun bir şekilde bulunur. Periferik bölgede 

β2‐adrenoseptörlerinin uyarılması, akciğerlerde düz kasların gevşemesini sağlar, 

bronkodilatasyonu teşvik eder ve kan damarlarında vazodilatasyonu artırır (16-18). β2‐

adrenoseptör agonist ilaçlar, kronik obstrüktif akciğer hastalığı ve astım gibi solunum 

durumlarının temel tedaviside kullanılmaktadır (19-20). MSS'de β2‐adrenoseptörlerin 

önemli ölçüde sentezlendiği göz önüne alındığında, β2-adrenoseptör agonistlerinin klinik 

kullanımlarının yanında güçlü anti-inflamatuar etkileri nedeniyle özellikle NH’de terapötik 

bir yaklaşım olarak kullanımına dair çalışmalara olan ilginin arttığı görülmektedir (21-29). 

Yüksek seçiciliğe sahip bir β2‐adrenoseptör agonisti olan Formoterol, insanlarda uzun süreli 

kullanım için güvenliğini sağlayan minimal yan etki profiline sahiptir (30-31). FDA onaylı, 

hızlı ve uzun süreli etkili olan bu ilaç, anti-inflamatuar etkilere sahiptir. Ayrıca, kan-beyin 

bariyerini geçebilir ve lipofilik bir yapıya sahiptir. Bu nedenle, Formoterol’ün, 

inflamasyonun bulunduğu hastalıkları değiştirebilecek potansiyele sahip olan glial 

hücrelerde güçlü bir immünomodülatör etki gösterebileceğinden bahsedilmektedir (29). β2-

adrenoseptör agonistlerinin MSS’deki etkilerinini konu alan çalışmaların sayısı her geçen 

gün artmasına rağmen, henüz β2-adrenoseptör agonisti Formoterol’ün, mikroglia 

hücrelerinde NLRP3 inflamazomuna ve NLRP3 inflamazomu aktivasyonuyla teşvik edilen 

programlı hücre ölümü olan piroptoza olan etkisini araştıran herhangi bir çalışma mevcut 

değildir.  

Bu tez çalışmasında, β2-adrenoseptör agonisti Formoterol’ün N9 mikroglia 

hücrelerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonuna ve NLRP3 inflamazomu aracılı piroptotik 

hücre ölümüne etkisinin in vitro koşullarda incelenmesi amaçlandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Mikroglia 

Mikroglia, MSS ana bağışıklık hücresidir; sağlıklı beyin ve omurilikte MSS 

hücrelerinin yaklaşık % 10'unu oluşturur. Mikroglia, embriyonik olarak türetilmiş ve kendi 

kendini yenileyen bir doku fagositik makrofajıdır. Mikroglial hücreler, hareket kabiliyeti 

yüksek ve yapısı oldukça dallanmış hücrelerdir (32, 33). Bu hücreler, MSS’nin gelişimi ve 

homeostazı süreçlerinin yanında, MSS’de oluşan neredeyse tüm patolojik durumlarda rol 

alır (34). Mikroglia, kapsamlı hareket yeteneği sayesinde beyin parankimini sürekli olarak 

araştırır. Mikroglial hücreler, nöronal aktivitedeki değişiklikler, DAMP’lar ve patojen 

sinyalleri dahil olmak üzere mikro ortamlardaki herhangi bir tehlikenin etkin bir şekilde 

tespit edilmesini sağlar (35). Mikroglial hücreler, bir tehlike saptadıkları anda tıpkı 

makrofajlar gibi fagositik ve sitotoksik mekanizmalar vasıtasıyla bu tehlikeyi ortadan 

kaldırırlar. Ek olarak, sitokin salınımı ve antijen sunumu özelliklerinden dolayı inflamasyon 

ve homeostatik mekanizmalarına katkı sağlarlar (36). 

2.1.1. Mikroglianın Tarihçesi ve Kökeni 

1856'da Rudolf Virchow, nöronal unsurlardan farklı bir varlığı ifade etmek için 

"nöroglia" ifadesini kullanmıştır. Nöroglia terimi, eski Yunanca’dan türetilmiştir ve 

"yapıştırıcı" veya "sıva" anlamına gelir. 19. yüzyılın sonuna kadar nöroglianın hangi hücre 

tiplerini temsil ettiği tam olarak açık değildi. Carl Weigert 1895'te glial liflerin bir matriks 

olduğunu ve çekirdeklerin bu kütleye gömülü olduğunu iddia etti. Aynı yıl, Michael von 

Lenhossek "astrosit" terimini ortaya atmıştı, ancak bu yapıyı nöroglianın hücresel bir 

bileşeni olarak adlandırdı. Nöroglianın nöronal unsurların gömülü olduğu amorf bir yapı 

olduğu görüşüne karşı çıktı. Yeni terim olan "astrosit" ile Lenhossek, glianın adından da 

anlaşılacağı gibi sadece bir yapıştırıcıdan ziyade bunun bir hücre olduğunu açıkça belirtmek 

niyetindeydi. Santiago Ramón y Cajal, beyinde nöronlar ve astrositlerin yanı sıra daha fazla 

hücre tipi olduğunu fark etti. Cajal, nöroglia çalışmasını daha da sürdürdü ve astrositleri 

güzel bir şekilde etiketleyen ünlü altın klorür süblimasyon yöntemini geliştirdi. Ek olarak, 

“üçüncü element” olarak adlandırdığı, ancak özelliklerini tanımlayamadığı ve belirsiz kalan 

bazı kötü boyanmış, görünüşte apolar olan hücreler gözlemledi. Cajal’ın öğrencisi olan Pio 

del Rio Hortega, çalışmalarını bu anlayış üzerine inşa etti ve amonyak gümüş karbonat 

yöntemi gibi yeni boyama tekniklerini tanıttı. Hortega, bu yeni boyama tekniği ile Cajal’ın 
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“üçüncü element” diye bahsettiği hücrelerin fagositik işlevlerini, plastisitelerini, bölgesel 

dağılımlarını ve heterojenliklerini tanımlamayı başardı ve bu hücreyi "mikroglia" olarak 

adlandırdı (34, 37, 38). 

Mikroglial hücreler, diğer dokularda makrofajların oluşmasını sağlayan embriyonik 

yolk kesesinden köken alır ve embriyogenez sırasında MSS’ye göç ederler. MSS boyunca 

heterojen olmayan bir şekilde yayılır ve dağılırlar (39, 40). 

2.1.2. Mikroglianın Fenotipleri 

Mikroglia aktivasyonunun travma, koma, felç, nöroinflamasyon ve NH dahil olmak 

üzere nörolojik bozuklukların patogenezinde çok önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir. 

Aktive edilmiş mikroglia, farklı mikro-çevresel bozukluklara yanıt olarak farklı ve hatta zıt 

fonksiyonlara sahip iki hücre popülasyonundan oluşur. Bu mikroglia fenotipleri, pro-

inflamatuar M1 (klasik olarak aktive edilmiş) ve anti-inflamatuar M2 (alternatif olarak 

aktive edilmiş) fenotipleri olarak adlandırılır (41). M1 mikroglia, tümör nekroz faktörü alfa 

(TNF-), interlökin-6 (IL-6), IL-1, interlökin-12 (IL-12) ve kemokin ligandı 2 (CCL2) gibi 

inflamatuar sitokinler ve kemokinler üretir. Ayrıca nikotinamit adenin dinükleotit fosfat 

(NADPH) oksidaz, indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), majör doku uyumluluk 

kompleksi-II (MHC-II), integrinler (CD11b, CD11c), kostimülatör moleküller (CD36, 

CD45, CD47) ve Fc reseptörlerinin ekspresyonunu sağlayarak nöronal hasara katkıda 

bulunur (42). 

M2 mikroglia aktivasyonu, interlökin-4 (IL-4) ve interlökin-13 (IL-13) gibi anti-

inflamatuar sitokinler tarafından indüklenir. M2 mikroglia, anti-inflamatuar sitokinler 

(interlökin-10 (IL-10), dönüştürücü büyüme faktörü beta (TGF-β), büyüme faktörleri 

(insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1), fibroblast büyüme faktörü (FGF), koloni uyarıcı 

faktör (CSF)) ve nörotrofik büyüme faktörleri (sinir büyüme faktörü (NGF), glial hücre 

kaynaklı nörotrofik faktör (GDNF), beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF) ve 

nörotrofinler) üretir. Ayrıca pro-survival faktör progranülini serbest bırakır ve mannoz 

reseptörünü (CD206) indükler. (43). M2 mikroglia, hücre kalıntılarının ve yanlış katlanmış 

proteinlerin fagositozunu, hücre dışı matris yeniden yapılandırmasını ve doku onarımını 

destekler ve nörotrofik faktörlerle nöronun hayatta kalmasını sağlar (44). 

Genel olarak, M1 mikroglia inflamasyon ve nörotoksisiteyi indüklerken, M2 

mikroglia anti-inflamatuar yanıtı ve iyileşmeyi indükler (43). 
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2.1.3. Mikroglianın Fonksiyonları 

Mikroglianın beyindeki ana işlevleri olan bağışıklık gözetimi, bağışıklık savunması 

ve fagositozun yanında, doku onarımını sağlaması ve MSS'de homeostazı korumak için 

trofik destek sağlaması gibi görevleri de vardır (45, 46). Mikroglia, MSS’nin gelişimi 

sırasında beyinde optimal sayıda sinaps oluşumu ve nöronal devrelerin kurulmasında kritik 

görevleri olan hücredir. Beynin gelişimi sırasında mikroglia işlevindeki kusurlar beyin 

olgunlaşmasını geciktirir (47, 48). Mikroglia nöronal öncü hücrelerin çoğalmasını, 

farklılaşmasını ve sağkalımını modüle ederek nöronal içeriği kontrol eder (49-52). 

Mikroglia, gelişen ön beyin subventriküler bölgesinde nöron ve oligodendrosit üretimini 

uyarır (53, 54). Mikroglia sağlıklı beyinde sinaptik yeniden şekillenme ve nörodejeneratif 

hastalık patogenezi için önemli olan sinaptik budamada görev alır (55, 56). Mikroglia 

miyelinizasyonda, beynin ve retinanın normal vaskülarizasyonunun sağlanmasında görev 

alır (57). Mikroglia, BDNF sinyal iletimi yoluyla öğrenme ile ilgili sinapsların oluşumunu 

teşvik ederek öğrenme ve hafıza gibi daha yüksek bilişsel işlevlerle de ilişkilidir (58). 

2.1.4. Nörodejeneratif Hastalıklarda Mikroglia 

Nörodejenerasyon, beyin ve omurilikte kronik ve ilerleyici nöron kaybı olarak ifade 

edilir. Spesifik olarak, AH, hafıza kaybına ve bilişsel gerilemeye neden olan amiloid beta 

Aβ plakları ve hücre içi hiperfosforile tau proteini içeren nörofibriler yumaklar ile (59); PH 

substantia nigra pars kompaktadaki (SNpc) dopaminerjik nöronların seçici ölümü ile (60); 

amyotrofik lateral skleroz (ALS) motor nöronların dejenerasyonu ile (61, 62); Huntington 

hastalığı (HH) striatum ve kortekste bulunan belirli bir nöron tipinin ilerleyici kaybı ile 

karakterize edilir (63, 64).  

Bu hastalıklarda mikroglianın aktive olduğu ve IL-1β, TNF-α, reaktif oksijen türleri 

(ROS) ve nitrik oksit (NO) gibi bağışıklıkta görev alan mediatörleri ürettiği ortaya 

koyulmuştur (65-67). 

Bu bağışıklık mediatörleri bazal düzeyde, nöronların homeostazının sağlanmasında 

ve nekrotik nöronların enkazının temizlemesinde rol alırlar. Ancak NH’de kronik olarak 

aktive olan mikroglia, bu mediatörleri çok fazla üretir ve durumu daha da kötüleştirebilir 

(68). AH'de Aβ birikiminin, tau hiperfosforilasyonunu ve nörofibriler yumakların 

oluşumunu teşvik eden, nörodejenerasyon ve bilişsel bozulmaya yol açan bir mikroglial 

yanıta yol açtığı gösterilmiştir. Burada Aβ birikimleri, mikroglia tarafından verimli bir 
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şekilde uzaklaştırılmak yerine bu hücrelerin reseptörlerine bağlanır ve hücrelerden pro-

inflamatuar sitokinler salgılamasını tetikler. Bu da nöronlara daha fazla zarar verir. Bu 

yüzden mikroglia AH’de “iki ucu keskin kılıç” olarak ifade edilmektedir (37).  

Parkinson hastalığına sahip kişilerin pozitron emisyon tomografisi (PET) sonuçları 

incelendiğinde, bu kişilerin SNpc’sinde bol miktarda reaktif mikroglianın bulunduğu tespit 

edilmiştir. Ancak bu durum klinik şiddet ile doğru orantılı değildir. Bu da bu durumun 

hastalığın erken döneminde ortaya çıktığını düşündürmektedir (69, 70). Mikroglianın PH'de 

dahil olduğu mekanizmaların AH'dekine benzer olabileceği ifade edilmektedir. Mikroglia, 

muhtemelen α-syn’yi ortadan kaldırmaya çalışır ve onun yapısını bozar. Bu süreçteki bir 

kusur, Aβ'ye benzer hücre dışı α-syn birikimine sebebiyet verir (71). 

Mikroglia, α-syn birikintilerinin yakınında birikir; cluster of differentiation 36 

(CD36) ve toll-benzeri reseptör 2 (TLR2) gibi Aβ'yi de bağlayan reseptörlere bağlı olarak 

pro-inflamatuar hale gelir. AH ve PH'nin benzer patojenik yollara sahip olduğu göz önüne 

alındığında, mikroglianın PH'de de iki ucu keskin bir kılıç olduğu ifade edilmektedir (72-

74).  

Pro-inflamatuar belirteçleri eksprese eden mikroglianın, ALS hastalığı olan kişilerin 

otopsilerinde hasarlı nöronların yakınında yoğun bir şekilde bulunduğu saptanmıştır (75). 

Ayrıca hayatta olan ALS hastalarının beyinleri PET ile incelendiğinde yine hasarlı 

nöronların etrafında aktif mikroglianın fazlaca bulunduğu görülmüştür (76). Pro-inflamatuar 

mikroglia, HH’nin erken safhalarında PET ile tespit edilebilir (77). Ayrıca HH olan kişilerde 

pro-inflamatuar mikroglia varlığı HH şiddeti ile ilişkilidir (78, 79). 

2.2. İnflamazomlar 

2.2.1. Bağışıklık Sistemi ve İnflamasyon 

Bağışıklık sisteminin doku homeostazındaki değişiklikleri tespit etmek ve bu 

değişikliklere bağlı olarak yanıt oluşturmak gibi hayati bir görevi vardır. Bağışıklık hücreleri 

bu görevi yapabilmek için özellikle bariyer bölgelerinde bulunurlar; “patojen tanıma 

reseptörleri” (PRR'ler) olarak adlandırılan ve Toll-benzeri reseptörler (TLR'ler), C-tipi lektin 

reseptörleri (CLR'ler), NOD-benzeri reseptörler (NLR'ler) ve RIG-benzeri reseptörler 

(RLR'ler) gibi çok çeşitli reseptörü ifade ederler. Bu reseptörler, patojen istilasına, 

DAMP’lara ve PAMP’lara duyarlıdır ve bu uyarıları tespit eder. Bu uyarıların mevcut 

olduğu durumlarda PRR'lerden elde edilen sinyaller, doku homeostazını sağlamak için bir 
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bağışıklık yanıtını başlatan inflamatuar yanıt üretmek üzere işlenir ve entegre edilir (80). 

Birçok hastalığın patogenezinde rol alan inflamasyon süreci, evrimsel olarak korunmuş ve 

ölü hücreler, toksik maddeler veya patojenler gibi zararlı uyaranlara yanıt olarak aktive olan 

koruyucu bir reaksiyondur (81). İnflamasyon sürecinin moleküler mekanizması başlıca 

inflamazom yolunu içermektedir ve inflamazom aktivasyonu ana bileşendir (82-84). 

2.2.2. İnflamazom 

İnflamazomlar, çeşitli fizyolojik veya patojenik uyaranlarla aktive edilen polimorfik 

komplekslerdir. İnflamazomlar, patojenleri ve hasarlı hücreleri temizleme yeteneği 

sayesinde doğuştan gelen immün yanıtın önemli bir bileşenidir (3, 4). İnflamazomlar, 

DAMP ve PAMP gibi çeşitli uyaranları tanıyan multiprotein kompleksleridir (85, 86). 

İnflamazomlar aynı zamanda, enfeksiyon durumuna sebebiyet veren mikroorganizmalara ve 

konak proteinlerinden oluşan moleküllere karşı inflamasyon sürecinin başlatılması ile 

kaspaz-1 aktivasyonu düzenlenmesi sürecinde görev alan doğuştan gelen bağışıklık sistemi 

elemanıdır (87). Bugüne kadar, NOD-like receptor (NLR) family pyrin domain-containing 

1 (NLRP1), NLRP3, NLR-family caspase recruitment domain (CARD)-containing 4 

(NLRC4), NLR family pyrin domain-containing 6 (NLRP6) ve absent in melanoma 2 

(AIM2) inflamazomları dahil olmak üzere çeşitli tipte inflamazomlar tanımlanmıştır. Bunlar 

arasında NLRP3 inflamazomu, en iyi karakterize edilen ve bilimsel çalışmalara en fazla 

konu olan inflamatuar sensör molekülüdür (6).  

2.2.3. NLRP3 İnflamazomu 

Doğuştan gelen bağışıklık sisteminin önemli bir parçası olan NLRP3 inflamazomu; 

innate immün reseptör proteini NLRP3, adaptör protein apoptosis-associated speck-like 

protein containing a CARD (ASC, ayrıca PYCARD olarak da bilinir) ve inflamatuar proteaz 

kaspaz-1'den oluşan sitozolik multiprotein kompleksidir (88). NLRP3, üç ana bileşenden 

(domain) oluşmaktadır. Bu bileşenler, karboksi ucunda lösince zengin tekrar domaini 

(LRR), merkezde nükleotid bağlama domaini (NACHT) ve amino ucunda pirin domainidir 

(PYD). LRR, sinyal tanıma kapasitesine ve oto-inhibitör fonksiyonlara sahiptir. Adenozin 

trifosfataz (ATPaz) aktivitesine sahip olan NACHT domaini kendi kendine 

oligomerizasyonuna aracılık eder. PYD domaini ise inflamazom oluşturmak için ASC ile bir 

araya gelir (89). NLRP3 aracılı inflamazom aktivasyonunu sağlayan PAMP ve DAMP dahil 

olmak üzere çeşitli uyaranlara yanıt olarak NLRP3 bir sensör görevi görür ve homotipik 
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NACHT domaininin etkileşimleri yoluyla kendi kendine oligomerizasyona uğrar. 

Oligomerize NLRP3, adaptör protein ASC’nin amino ucunda bulunan homotipik PYD-PYD 

domainlerinin etkileşimleriyle bir araya gelerek ASC speck makromolekülü oluşur (90, 91). 

Sonrasında bu yapı, homotipik CARD-CARD domainlerinin etkileşimleri yoluyla 

inflamazom efektör kaspaz-1'in olgunlaşmamış formu (pro-kaspaz-1) ile bir araya gelerek 

NLRP3 inflamazom kompleksi oluşur (3). ASC filamenti üzerinde pro-kaspaz-1’in 

oligomerizasyonu kaspaz-1’e olgunlaşmasını sağlar. Ayrılmış kaspaz-1, sırasıyla pro-IL-1β 

ve pro-IL-18'i proteolitik olarak keser ve onların aktif formları olan IL-1β ve IL-18'e 

dönüşümünü sağlayarak salgılanmasını uyarır (86, 92-94). NRLP3 inflamozom bileşenleri 

ve kompleksi Şekil 1’de verilmiştir. 

 

Şekil 1. NRLP3 inflamozom bileşenleri ve kompleksi (Otlu’dan, 95) 
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2.2.4. NLRP3 İnflamazom Aktivasyonu ve Aktivatörleri 

PAMP’lar ve DAMP’lar aracılığıyla NLRP3 inflamazom aktivasyon mekanizması, 

priming ve aktivasyon sinyalinden oluşan iki aşamalı bir süreçtir. İlk sinyal olan priming 

aşaması iki fonksiyona sahiptir. İlk fonksiyonu, NLRP3, pro-IL-1β ve pro-IL-18 inflamazom 

bileşenlerinin ekspresyonunu uyarmaktır. Priming aşaması sırasında, endojen sitokinler (IL-

1, TNF-α, interferon (IFN)) veya PRR’ler (nucleotide-binding oligomerization domains-

containing protein 2 (NOD2), TLR’ler veya sitokin reseptörleri (IL-1R ve TNFR)) NF-

κB’nin aktivasyonunu uyarır (7, 9, 82). NF-κB, normalde IκB’ye bağlanarak sitoplazmada 

tutulur. Ancak PRR veya sitokin aracılı sinyal kaskadları IKK kompleksini aktive eder. 

Sonrasında NF-κB aktivitesinin inhibisyonundan sorumlu temel bir protein olan IκBα’yı 

fosforiller. Bu fosforilasyon, IκBα ubikitinasyonunu ve proteazom aracılı degredasyonu ile 

sonuçlanır. Böylece NF-κB, çekirdeğe transloke olur ve NLRP3, pro-IL-1β ve pro-IL-18’in 

transkripsiyonunu uyarır (9, 10). NF-κB yolağının düzenlenmesi Şekil 2’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 2. NF-κB yolağının düzenlenmesi (Liu’dan, 10) 
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Priming aşamasının ikinci fonksiyonu ise, NLRP3'ün fosforilasyon/defosforilasyon, 

sumolasyon, ubikitinasyon/deubikitinasyon, asetilasyon/deasetilasyon ve nitrosilasyon gibi 

post-translasyonel modifikasyonlarını (PTM’ler) sağlamaktır. Kısaca, priming aşaması hem 

transkripsiyonel düzenleme ve hem de PTM'ler aracılığıyla NLRP3 inflamazom aktivasyonu 

için çok önemlidir (88, 90, 96, 97). 

İkinci aşama olan “aktivasyon” aşamasında, NLRP3 inflamazom aktivasyonu için 

eksojen/patojen türevli veya endojen tehlike sinyalinden oluşan bir sinyal gerekmektedir. 

NLRP3 inflamazomunu aktive eden sinyaller; konakçıdan türetilen moleküller, 

amiloidojenik proteinler, α-syn, metabolik stres kaynaklı moleküller, çevresel tahriş edici 

maddeler, bakteriyel por oluşturan toksinler, cildi tahriş edici maddeler ve tüm patojenlerdir 

(90, 96). NLRP3 inflamazom aktivatörleri Tablo 1’de verilmiştir. 

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

DAMP Vücut-kaynaklı ATP, kolesterol kristalleri, palmitat, çözünür ürik asit, α-

syn, Aβ, serum amiloid A, prion proteini, hiyalüronan, 

okside mitokondriyal DNA, siklik GMP-AMP ve 

seramidler 

Yabancı-kaynaklı Silika, alüminyum hidroksit, nanoparçacıklar, karbon 

nanotüpler, şap ve palmitat 

PAMP Bakteriyel LPS, peptidoglikan, bakteriyel RNA, RNA–DNA hibridi 

ve toksinler (nigerisin) 

Viral Çift ve tek sarmallı RNA 

Aktivasyon aşamasında, mitokondriyal disfonksiyon, ROS üretimi, iyon akışı 

(K+/Cl- akışı ve Ca2+/Na+ girişi), Ca2+ homeostazının bozulması, lizozomal hasar, golgi 

fragmentasyonu ve metabolik değişiklikler gibi birçok sayıda moleküler veya hücresel 

olaylarda (sinyaller) da NLRP3 inflamazom kompleksinin oluşmasına katkıda bulunabilir 

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

2.3. Piroptoz: İnflamasyonun Ana Düzenleyicisi 

2.3.1. Hücre Ölümü 

Hücrelerin hayatta kalması ve ölümü, çeşitli sinyaller ve moleküller tarafından sıkı 

bir şekilde kontrol edilir. Fizyolojik hücre ölümü normal fonksiyon ve doku gelişimi için 

çok önemlidir. Ancak patolojik hücre ölümü sağlımızı tehdit eden yan etkilere ve 

inflamasyona neden olabilir (100). Hücre ölümü sınıflandırması, Hücre Ölümü Adlandırma 

Komitesi (Cell Death Nomenclature Committee, HÖAK) tarafından formüle edilmiş ve 

önerilmiştir. Genel olarak hücre ölümü, hücre ölüm sürecinin düzenlenip 

düzenlenemeyeceğine bağlı olarak, “kazara hücre ölümü” ve “düzenlenmiş hücre ölümü” 

olarak ikiye ayrılır. Kazara hücre ölümü, aşırı pH değişimleri, yüksek basınç, yüksek sıcaklık 

ve anormal ozmotik stres gibi kimyasal, fiziksel veya mekanik stres tarafından tetiklenen 

kontrolsüz bir hücre ölümü türüdür. Düzenlenmiş hücre ölümü ise karmaşık moleküler 

mekanizmalar tarafından indüklenen sıkı bir şekilde düzenlenmiş bir hücre ölümü formudur. 
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Kazara hücre ölümü pasif bir süreçken, düzenlenmiş hücre ölümü, birçok hastalığın 

patogenezinde önemli bir rol oynayan aktif bir süreçtir (88, 101). HÖAK son yıllarda 

ferroptoz, otofaji, nekroptoz, entotik, netotik ve lizozom bağımlı hücre ölümü, alkaliptoz ve 

piroptoz gibi birçok yeni düzenlenmiş hücre ölümü modeli tanımlamıştır (102). 

2.3.2. Piroptoz 

NLRP3 inflamazom aktivasyonu sıklıkla piroptoz olarak bilinen kaspaz-1 bağımlı 

pro-inflamatuar düzenlenmiş hücre ölümüne de yol açmaktadır. İnflamazom kompleksi 

kaspaz-1'in otoproteolitik aktivasyonuna yol açar (103). Olgun kaspaz-1’in, inflamazom 

aracılı inflamatuar hücre ölümünden sorumlu oligomerik membran porlarının oluşumunu 

sağlayan GSDMD’nin proteolitik bölünmesine aracılık ettiği keşfedilmiştir (94, 104). Bu 

nedenle, piroptoz 2015 yılında gasdermin aracılı programlı ölüm olarak tanımlanmıştır 

(105). GSDMD proteini, N-terminal por oluşturucu domain ve C-terminal baskılayıcı 

domain olmak üzere iki korunmuş domainden oluşur (106). N-terminal domaini muhtemelen 

por oluşumundan dolayı sitotoksik aktiviteye sahipken, C-terminal domaini oto-inhibitördür 

ve bu sitotoksisiteye karşı koruma sağlar (107). GSDMD'nin N-terminal domaini aracılığıyla 

piroptoz uyarılmaktadır. NLRP3 inflamazom aktivasyonunu takiben, inflamatuar kaspazlar 

(farelerde kaspaz-1 ve -11; insanlarda kaspaz-1, -4 ve -5), özellikle kaspaz-1, sitozolik bir 

protein olan GSDMD'nin proteolitik olarak bölünmesini indükler. Kaspaz-1, N-terminal 

domainini C-terminal oto-inhibitör domaininden ayrılmasını sağlayarak GSDMD’nin aktif 

formunu oluşturur (108). İnflamatuar kaspazlara ek olarak, diğer proteazların da (nötrofil 

elastaz veya katepsin G) GSDMD'nin proteolitik olarak bölünmesini (N-terminal fragmenti 

(p30) ve C-terminal fragmenti (p20)) sağladığı bulunmuştur. Bu durum, GSDMD'nin birçok 

sinyal yoluyla hem piroptotik hücre ölümünün bir substratı ve yürütücüsü olarak 

kullanılabileceğini hem de IL-1β ve IL-18’in hücre dışına sekresyonu için gerekli olduğunu 

düşündürmektedir (108, 109). Bu aktivasyon neticesinde GSDMD'nin N-terminal domaini 

(p30), fosfatidilinositol fosfatlar, fosfatidilserin ve kardiyolipin dahil olmak üzere membran 

lipitlerine doğrudan bağlanabilir. Plazma membranı üzerinde lipit bağlanmasını takiben, por 

oluşumu için GSDMD'nin N terminal domaininin oligomerizasyonu gereklidir. GSDMD'nin 

N terminal domaini (tahmini 16 PFD monomeri) yay şeklindeki oligomerleri oluşturur ve 

sonrasında halka şeklindeki oligomerlere dönüşür. Böylece plazma membranı üzerinde 10-

15 nm'lik çapta sitoplazmik oligomerik porlar oluşur (108, 110). Bu porlar hücre membran 

bütünlüğünün bozulmasına, hücre içi ozmotik basıncın artmasına; IL-1β (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), yüksek 

mobilite grubu protein 1 (HMGB-1) ve ısı sok proteini (HSP) gibi moleküllerin 

sekresyonunu sağlayarak inflamasyonun yayılmasına katkı sağlar (6, 104, 110-112). 

GSDMD poru ve piroptoz Şekil 4’te gösterilmiştir.  

 

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

GSDMD'nin aktivasyonu plazma membran bütünlüğü kaybına neden olduğu için 

piroptoz sürecini başlatır. Diğer hücre ölüm türlerinden farklı olarak piroptozda, plazma 

membran bütünlüğünün bozulması, hücreye su girişi, hücresel şişme, ozmotik lizis ve pro-

inflamatuar hücresel içeriğin salınması görülür (88). Piroptozun temel özellikleri Tablo 2’de 

verilmiştir.  
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Tablo 2. Piroptozun temel özellikleri (Huang’dan, 88) 

Başlatıcıları DAMP’lar ve PAMP’lar 

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

çoğunlukla gasdermin ailesi üyeleri 

Morfolojik özellikleri Kromatin yoğunlaşır. 

Çekirdek bozulmadan kalır. 

Hücresel şişme ve plazma membranı yırtılması 

görülür. 

İnflamatuar yanıtı Pro-inflamatuar 

Salınan içerikler IL-1β, IL-18, IL-1α, HMGB1 ve laktat 

dehidrogenaz (LDH) 

Piroptozun düzenlenmesi tam olarak tanımlanmamakla birlikte bu alandaki 

çalışmalar gün geçtikçe atmaktadır. Piroptozun derecesi, artan inflamazom aktivasonuyla 

artmaktadır (6, 113). Yüksek düzeyde piroptoz, inflamatuar semptomların şiddetlenmesine, 

hücre ölümüne ve ciddi doku/organ yetmezliğine neden olabilir (114). Ayrıca birçok 

organelin ve plazma membranının sitozole bakan iç yüzü benzer lipitlerden 

(fosfatidilinositol fosfat, fosfatidilserin ve kardiyolipin) oluşmaktadır. Örneğin, 

endoplazmik retikulumda GSDMD poru oluşursa, sitozole kalsiyum depolarından kalsiyum 

akışı sağlanabilir (110). 

2.4. NLRP3 İnflamazomunun Nörodejeneratif Hastalıklar ve Mikroglia ile İlişkisi 

2.4.1. Nörodejeneratif Hastalıklarda NLRP3 İnflamazomu 

NLRP3 inflamazomunun anormal/aşırı aktivasyonu AH, PH, HH, ALS, multipl 

skleroz (MS), prion hastalığı gibi NH’nin patogenezi ile ilişkilidir (14, 115, 116). Yanlış 

katlanmış protein agregatları ve hastalıklara eşlik eden belirli metabolitler, bu hastalıkların 

başlamasında ve ilerlemesinde kritik bir rol oynayan NLRP3 inflamazomunun doğrudan 

aktivatörleri olduğu kanıtlanmış olan endojen DAMP'lardır (117). 

Alzheimer hastalığının patogenezinde rol alan ve beynin hipokampüs ve korteks 

bölgelerinde biriken amiloid plaklar ve hücre dışı (ekstraselüler) tau proteinleri, beynin en 

önemli bağışıklık hücreleri olan mikroglialar tarafından çevrelenir ve Aβ ve tau agregatlarına 
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bağlı olarak mikroglial aktivasyon gerçekleşir. Bu aktivasyon da doğal immün yanıt olan 

NLRP3 inflamazom aktivasyonunu uyarmaktadır. Aktif mikroglialar tarafından oluşturulan 

inflamatuar hasarın hastalığın erken aşamalarında ortaya çıktığı düşünülmektedir. Kalıcı 

mikroglial NLRP3 inflamazom sinyali, aşırı Aβ ve tau birikimine, mikrogliaların Aβ ve tau 

agregatlarını temizleme kapasitesinin azalmasına ve mikroglial işlev bozukluğuna yol açar. 

Gerçekten de son zamanlarda yapılan çalışmalar, şiddetli AH'nin artan mikroglial işlev 

bozukluğu ile ilişkili olduğunu göstermektedir (82, 118). Bu nedenle Aβ ve tau agregatları, 

beyinde ciddi seviyede NLRP3 inflamazom sinyal yolunun aktivasyonuna yol açarak AH 

patofizyolojisine, hastalığın ilerlemesine ve bilişsel azalmaya neden olur (82-84). 

Beyinde striatum/SNpc’de bulunan dopaminerjik nöronların dejenerasyonu/ölümü, 

α-syn proteinini içeren anormal protein kümeleri olan Lewy cisimciklerinin varlığı ve 

mikroglioz (aktive mikroglial hücrelerin birikmesi), PH’nin en önemli nöropatolojik ayırt 

edici özellikleridir (119, 120). PH’nin patogenezi çok karmaşıktır ve hastalığın gelişimi 

birçok faktörün kombinasyonunun bir sonucudur. Yoğun araştırmalara rağmen, 

dopaminerjik nöronların ölüm nedenini açıklayan birleşik bir teori bulunmamaktadır (121). 

Nöronal dejenerasyona neden olan mekanizmalar tam olarak açıklanamamasına rağmen 

nöronal dejenerasyonda, α-syn proteostazının bozulması, mitokondriyal disfonksiyon, 

oksidatif stres, kalsiyum homeostazı, aksonal taşıma, eksitotoksisite, nörotrofik faktörlerin 

eksikliği, ubikitin-proteazom sistemin bozulması ve nöroinflamasyon gibi çok sayıda yolun 

ve mekanizmanın rol aldığı düşünülmektedir (122, 123). Nöronal dejenerasyona neden olan 

tüm bu mekanizmalar aracılığıyla NLRP3 inflamazom aktivasyonu gerçekleşmektedir 

(119).  

2.4.2. Mikrogliada NLRP3 İnflamazomu 

Mikroglialar, PAMP'lar ve DAMP'ların algılanmasını sağlayan PRR’leri (TLR, 

NLR, CLR, RLR) bünyesinde bulunduran MSS’nin yerleşik bağışıklık hücreleridir. 

PAMP'lar ve/veya DAMP'lar ile uyarılan PRR’ler, NLRP3 inflamazom aktivasyonunu 

sağlayarak doğuştan gelen bağışıklık yanıtına kritik bir şekilde katkıda bulunur (124). Ayrıca 

oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, bozulmuş mitofaji gibi birçok patofizyolojik 

faktör NLRP3 inflamatuar kompleksini aktive etmede çok önemli bir rol oynamaktadır 

(125). Mikroglial NLRP3 inflamazom aktivasyonunun, nöroinflamasyon sürecine önemli bir 

katkı sağladığı ortaya koyulmuştur. Aβ ve α-syn gibi patolojik protein agregatları mikroglial 
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NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikleyerek nörodejenerasyona sebep olmaktadır (13). 

Mikroglial NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu kronik hale dönüştüğünde patoloji 

şiddetlenir. Bu durum NH’nin ilerlemesinin hızlanmasına sebep olur (14). 

2.5. Adrenoseptörler, Çeşitleri, Agonistleri, Nörokoruyucu Etkileri ve Formoterol 

2.5.1. Adrenoseptörler 

Adrenerjik reseptörler veya adrenoseptörler, birçok hücre tipinde eksprese edilen, 

hem dinlenme hem de stresli koşullarda sempatik sinir sistemi aracılığıyla tüm vücut 

homeostazını korumada merkezi bir rol oynayan transmembran proteinlerdir. 

Adrenoseptörler, α1-, α2- ve β-adrenoseptörler olmak üzere üç farklı aileye ayrılır. Ek olarak, 

her aile üç alt tipe ayrılır. Bunlar, α1A, α1B ve α1D (α1-adrenoseptörler); α2A, α2B ve α2C 

(α2-adrenoseptörler); β1, β2 ve β3’tür (β-adrenoseptörler) (15). Adrenoseptörlerin doku 

dağılımı, fizyolojik etkileri ve agonistleri Tablo 3’te özetlenmiştir. 
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Tablo 3. Adrenoseptörlerin doku dağılımı, fizyolojik etkileri ve agonistleri (Sharma’dan, 

126) 

Reseptör Doku dağılımı Fizyolojik etkileri Agonist 

α1 
Vasküler ve viseral düz 

kaslar 

Düz kas kasılması, 

glukoneogenez, 

vazokonstrüksiyon 

Norepinefrin, 

Fenilefrin, 

Methoxamine 

α2 

Pre-sinaptik terminaller, 

pankreas, trombosit, 

tükürük bezleri 

Nörotransmitter salınımının 

inhibisyonu 

Clonidine, 

Monoxidine 

β1 
Kalp, böbrek ve bazı pre-

sinaptik terminaller 

Kalp atış hızının ve renin 

sekresyonunun artması 

Isoproterenol, 

Norepinefrin, 

Dobutamine 

β2 

Beyin, bronşiyoller viseral 

düz kaslar, karaciğer, 

iskelet kasları 

Vazodilatasyon, 

bronkodilatasyon, insulin 

salınımının inhibisyonu 

Formoterol, 

Salbutamol, 

Salmeterol, 

Terbutaline 

β3 Adipoz doku Lipolizin artması 

Isoproterenol, 

Amibegron, 

Solabegron 

2.5.2. β2-Adrenoseptör 

β2-adrenoseptör nöron, mikroglia ve astrosit hücrelerinin yüzeylerinde fazlaca 

eksprese edilen G protein-kenetli bir reseptördür (16-18). Periferde, β2-adrenoseptörlerin 

aktivasyonu akciğerlerdeki düz kasların gevşemesine, kan damarlarında bronkodilatasyona 

ve vazodilatasyona yol açar (127, 128). β2-adrenoseptörün uyarılması sırasıyla, (a) adenilat 

siklazı aktive ederek hücre içi siklik AMP (cAMP)'yi artırır (b) cAMP-yanıt elemanı 

bağlayıcı proteini fosforilleyen protein kinaz A (PKA)'nın aktivasyonuna yol açar, (c) NF-

κB’yi inhibe eden protein olan I kappa Bα (IκBα)'nın de novo sentezini uyarır, böylece (d) 

NF-κB'nin çekirdeğe translokasyonu önlenir ve transkripsiyonel olarak sentezlenmesini 
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inhibe eder ve son olarak (e) pro-inflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunu azaltır. β2-

adrenoseptörler yoluyla aşağı akış sinyali, mikroglial aktivasyonu inhibe eder ve pro-

inflamatuar sitokin üretimini azaltır (29). 

2.5.3. β2-Adrenoseptör Agonistleri 

β2-agonistler, epinefrin, norepinefrin ve dopamin gibi endojen katekolaminlerin 

etkilerini taklit eden bir grup farmasötik bileşik veya sempatomimetik ilaçtır. Bu ilaçlar 

katekolaminlere benzer bir yapıya sahip değildir, ancak yine de doğrudan ya da dolaylı 

olarak β2-adrenerjik reseptörü aktive ederler (129). Klinik uygulamalarda kısa (Salbutamol, 

Metaproterenol), uzun (Formoterol, Clenbuterol ve Salmeterol) ve ultra uzun (Indacaterol) 

etkili olmak üzere farklı β2-adrenoseptör agonistleri geliştirilmiştir ve bu ilaçlar astım ve 

kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH) gibi solunum yolu hastalıklarının tedavisi için 

yaygın olarak kullanılmaktadır. (19, 20). Bu ilaçlar, Tablo 4’te verilmiştir. 

Tablo 4. β2-adrenoseptör agonistleri (Magistrelli’den, 19) 

Kısa etkili Uzun etkili Ultra uzun etkili 

Salbutamol 

Levosalbutamol 

Terbutaline 

Pirbuterol 

Precaterol 

Metaprotenerol 

Fenoterol 

Bitolterol mesylate 

Ritodrine  

Isoproterenol 

Formoterol 

Salmeterol 

Bambuterol 

Clenbuterol 

Indacaterol 

2.5.4. β2-Adrenoseptör Agonistlerinin Nörokoruyucu Etkileri 

β2-adrenoseptör, beyinde çok fazla sentezlendiğinden, β2-adrenoseptör agonistlerinin 

klinik kullanımlarının yanında güçlü anti-inflamatuar etkileri nedeniyle NH’de terapötik bir 

yaklaşım olarak kullanımına dair çalışmalara olan ilgi artmaktadır (21, 22). Mittal ve 
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arkadaşları, Norveç Reçete Veritabanı’na kayıtlı 4.5 milyondan fazla Norveçli’yi 11 yıllık 

bir zaman periyodunda incelemiş ve β2-adrenoseptör agonisti Salbutamol’ün α-syn 

seviyelerini düşürerek PH gelişme riskini % 40’a kadar azalttığını bulmuşlardır (23). 

Gronich ve arkadaşları, İsrail popülasyonundan elde edilen verileri kullanmışlar ve β2-

adrenoseptör agonistleri ile tedavi edilen kişilerde daha düşük PH riski olduğunu 

göstermişlerdir (24). Alzheimer fare modeli oluşturulan bir çalışmada, β2-adrenoseptör 

aktivasyonunun, hipokampal nörogenezi artırdığı, bilişsel azalmayı iyileştirdiği ve sinaptik 

protein seviyelerinin up-regülasyonu ile birlikte dendritik dalları ve omurga yoğunluğunu 

artırdığı bulunmuştur (25). β2-adrenoseptör agonisti Salbutamol’ün, MS hastalarında 

glatiramer asetat tedavisine ek tedavi olarak uygulanmasından sonra, MS hastalığında 

seviyeleri artan IL-12’yi azalttığı ve MS’in klinik sonuçlarını iyileştirdiği tespit edilmiştir 

(26). β2-adrenoseptör agonistlerinin uygulanmasıyla hem 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridinin (MPTP) hem de LPS fare modellerinde toksik mikroglianın inhibe 

edildiği ve farelerde 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA)'nın beyin ekstraksiyonunu 

arttırdığı bulunmuştur (27). Clenbuterol’ün, kainik asit eksitotoksisite modelinde pro‐

inflamatuar moleküller IL-1β, interferon-gama (IFN‐γ) ve iNOS ekspresyonunu azalttığı; 

glial hücrelerde nörotrofik faktörlerin ekspresyonunu arttırdığı ve anti-inflamatuar fenotipi 

teşvik ettiği bulunmuştur (28). Yine Clenbuterol’ün glial hücrelerindeki β2-adrenoseptörleri 

uyararak, nörotrofik faktörlerin üretimini, anti-inflamatuar ve nörokoruyucu etkileri artırdığı 

saptanmıştır (130).   

2.5.5. Formoterol (C19H24N2O4) 

Formoterol, klinikte KOAH ve astım tedavisi için kullanılmaktadır. FDA tarafından 

onaylı, hızlı ve uzun etkili, anti-inflamatuar etkileri olan ve oldukça seçici bir β2-

adrenoseptör agonistidir (31). Formoterol, minimal yan etki profiline sahiptir ve insanlarda 

uzun süreli kullanım için güvenlidir (30). Lipofiliktir ve kan-beyin bariyerini geçebilir. 

Formoterol’ün molekül yapısı Şekil 5’te gösterilmiştir (131). 
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Şekil 5. Formoterol (C19H24N2O4)’ün molekül yapısı (Hostrup’tan, 131) 

Sistemik ve intranigral LPS ile oluşturulan nöroinflamasyonda Formoterol’ün 

mikroglial aktivasyonu azalttığı, substantia nigra ve striatumdaki dopaminerjik hücre 

kaybını önlediği, orta beyin/striatum dopamin konsantrasyonlarını arttırdığı ve 

merkezi/sistemik inflamasyonun neden olduğu motor bozukluklarını azalttığı bulunmuştur. 

Glial hücrelerin dahil olduğu inflamasyon sürecinde, MSS parankimine girerek glial 

hücreler üzerinde güçlü immünomodülatör etkiler oluşturabilir (29). 

2.6. Western Blot 

Tek bir hücrede binlerce farklı protein bulunmaktadır. Bu proteinlerin her biri hücrede 

belli bir biyokimyasal sürece dahil olmaktadır. Bilim insanları proteinlerin görevlerini, 

yapılarını ve özelliklerini belirlemek adına bilimsel çalışmalar yapmaktadır. Bu bağlamda 

belirli bir proteinin tespitinin yanında miktarının belirlenmesine de ihtiyaç duyulmaktadır. 

İlk olarak 1979'da proteinlerin membranlara elektroforetik ve elektroforetik olmayan şekilde 

transferi (protein blotlama) ile temelleri atılan western blot yöntemi, günümüze kadar büyük 

ölçüde gelişim göstermiştir. Western blot, hücrelerden elde edilen protein karışımından 

spesifik bir proteinin tayin edilmesini sağlayan yüksek hassasiyetli ve yarı kantitatif bir 

yöntemdir ve bilimsel çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu yöntemde ilk olarak 

hücreler, içindeki proteinlerin ortaya çıkabilmesi için parçalanır ve bir hücre lizatı elde edilir. 

Ardından bu protein karışımı, “jel elektroforezi” adı verilen bir yöntem kullanılarak bir jel 

üzerinde proteinin boyutuna göre birbirinden ayrılır. Sonrasında jelde birbirinden ayrılan 

proteinler, jel ortamının kırılgan olması ve antikorların proteinlere kolayca erişebilmesi 

sebebiyle bir membrana aktarılır. Bu işlemin ardından membran bloklanır ve uygun primer 

ve sekonder antikorlar kullanılarak hedef protein görünür hale getirilir. Son aşamada ise 
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hedef protein, kemilüminesans, floresans veya kolorimetrik yöntemler ile belirlenir (132, 

133).  

Farklı örneklerde protein seviyelerinin güvenilir bir şekilde belirlemek için dikkat 

edilmesi gereken iki faktör vardır. Bunlar, elektroforetik ayırmada her bir kuyucuğa 

yüklenen toplam protein miktarı ve blotlama aşamasında verimli bir aktarımın sağlanmasıdır 

(134). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Cihaz, Alet ve Sarf Malzemeler 

Bu tez çalışmasında kullanılan cihaz, alet ve sarf malzemeler Tablo 5’te verilmiştir. 

Tablo 5. Çalışmada kullanılan cihaz, alet ve sarf malzemelerinin özellikleri 

Kullanılan Cihaz, Alet ve Sarf Malzemeler Üretici Firma / Model 

Hücre kültürü kabini Metisafe BSC-IIA-120 

Ters faz mikroskop Nikon Eclipse TS100 

CO2 inkübatörü Heraeus Heracell 240+KS-12 

Etüv (37 oC) Heraeus B12 

Buzdolabı (4 oC ve -20 oC) Beko 

Derin dondurucu (-80 oC)   New Brunswick Scientific U410-86 

Hassas analitik terazi Mettler Toledo AB204-S 

Soğutmalı santrifüj Beckman-Coulter Allegra 64R 

Santrifüj Eppendorf Centrifuge 5804 

Mikrosantrifüj Thermo IEC Micromax 

Vorteks Ika Genius 3 

Vorteks Ika Vortex 4 basic 

Mikropleyt okuyucu Molecular Devices Versa Max 

pH-metre Hanna Instruments HI 9321 

Çalkalayıcılı ısı bloğu Eppendorf Thermo Mixer Comfort 

Çalkalayıcılı inkübatör ShelLab/Sheldon S14-2 

Orbital karıştırıcı Nüve SL 350 

Shaker cihazı Bio-Rad UltraRocker 

Otoklav Tuttnauer 3150 ELV 

Kuru hava sterilizatörü Memmert INE 500 

Manyetik karıştırıcı    Ikamag RH 

Sonikatör Sonics-Vibracell VCX500 

Floresan mikroskop Zeiss Axio Vert.A1 

 



23 

Tablo 5. Çalışmada kullanılan cihaz, alet ve sarf malzemelerinin özellikleri (Devamı) 

Kullanılan Cihaz, Alet ve Sarf Malzemeler Üretici Firma / Model 

Flow sitometre                                                            Becton Dickinson Accuri C6 

Buz makinası Hoshizaki FM-80KE 

Sıvı azot tankı Thermo Biocane 47 

Western blot jel görüntüleme cihazı Bio-Rad Chemidoc MP Imaging Syst. 

Distile su cihazı Gfl 2004 

Ultra saf su cihazı Elga Purelab DV25 

Doğru akım güç kaynağı (300 volt) Thermo EC250-90 

Pipet pompası Vitlab Pipeo 

Farklı hacimlerde otomatik pipetler Eppendorf 

Dikey elektroforez ve immünoblot sistemi  Bio-Rad 

T-25 ve T-75 hücre kültürü flaskları Nest 

6 kuyucuklu steril hücre kültürü plaka Nest 

96 kuyucuklu steril hücre kültürü plaka Nest 

5, 10 ve 25 mL’lik steril serolojik pipetler Nest 

3 mL’lik steril pastör pipet Isolab 

15 ve 50 mL’lik steril falkon tüpler Isolab 

Çeşitli hacimlerde steril pipet uçları Nest 

1.5 mL’lik Eppendorf tüp Kirgen 

Mikrosantrifüj tüpü Kirgen 

Membran filtresi (0.2 μm) Gvs Abluo 

Çeşitli cam malzemeler Isolab 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging 

Cryo tüp Nest 

Steril hücre kaldırıcı Greiner Bio-One 

Nitroselüloz membran (0.45 µm) Bio-Rad, 1620115 

Whatman kağıdı 3 mm Ge-Healthcares, 3030-861 
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3.1.2. Kullanılan Ticari Kitler, Antikorlar ve Kimyasallar  

Çalışmada kullanılan kitler, antikorlar ve kimyasallar üretici firmaları ile birlikte 

Tablo 6’da verilmiştir.  

Tablo 6. Çalışmada kullanılan kitler, antikorlar ve kimyasallar ile üretici firmaları 

Kullanılan kitler, antikorlar ve kimyasallar Üretici Firma / Kod 

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) Sigma Aldrich, 96992 

LDH Cytotoxicity Detection Kit Roche, 4744926001 

Mouse IL-1β ELISA kiti Thermo Scientific, 88-7013-22 

Mouse IL-18 ELISA kiti Thermo Scientific, 88-50618-22 

Propidyum iyodür (PI) Abcam, ab219935 

FAM-FLICA® Caspase-1 (YVAD) Assay Abcam, ab219935 

BCA protein miktar tayini kiti Thermo Scientific, 23225 

ClarityTM Western ECL Substrate Bio-Rad, 170-5060 

Anti-IκBα, Policlonal Santa Cruz, sc-371 

Anti-p-IκBα, Policlonal Santa Cruz, sc-101713 

Anti-NF-κB p65, Policlonal Santa Cruz, sc-8008 

Anti-NLRP3, Monoclonal Abcam, ab263899 

Anti-pro-Kaspaz-1, Monoclonal AdipoGen, AG-20B-0042 

Anti-Kaspaz-1 (p20), Monoclonal AdipoGen, AG-20B-0042 

Anti-GSDMD-N, Monoclonal Abcam, ab219800 

Anti-GSDMD, Monoclonal Abcam, ab219800 

Anti-β-Actin, Monoclonal Cell Signaling Technology, 3700S 

Goat Anti-Rabbit HRP  Bio-Rad, 170-5046 

Goat Anti-Mouse HRP Bio-Rad, 170-5047 

Formoterol Cayman Chemical, 15584 

LPS InvivoGen, tlrl-3pelps 

ATP Sigma-Aldrich, A26209 

Dimetil sülfoksit (DMSO), cell culture grade Genaxxon Bioscience, M6323.0100 

RPMI 1640 besiyeri Capricorn Scientific, RPMI-XA 
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Tablo 6. Çalışmada kullanılan kitler, antikorlar ve kimyasallar ile üretici firmaları (Devamı) 

Kullanılan kitler, antikorlar ve kimyasallar Üretici Firma / Kod 

L-glutamin Capricorn Scientific, GLN-B 

Penisilin (100 U/mL)/Streptomisin (100 

µg/mL) 

Capricorn Scientific, PS-B 

Tripsin/EDTA % 0.25 çözeltisi Wisent Bio Products, 325-043-EL 

Fetal bovine serum (FBS) Capricorn Scientific, FBS-11A 

Proteaz inhibitör kokteyli Serva, SE3910201 

Phosphate buffered saline (PBS) tablet Thermo Scientific Oxoid™, BR0014G 

Etanol (C2H5OH) Sigma, 34870 

Amonyumpersülfat (APS) (NH4)2S2O8) Serva, 13375.05 

Precision Plus ProteinTM WesternCTM Blotting 

Standards 

Bio-Rad, 1610374 

Glisin Serva, 23390.04 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Serva, 20765.01 

% 40 Akrilamid/Bis Solüsyonu (29:1)  Serva, SE1068001 

Dithiothreitol (DTT- C4H10O2S2) Sigma, D0632 

RIPA Lysis and Extraction Buffer Serva, 39244.01 

Tris-baz Sigma, T1503 

Gliserol   Sigma, 49770 

Bromfenol blue Merck, 1.08122.005 

İzopropanol Labkim, P.0428.01.21 

Trikloro asetik asit (TCA) Merck, 1.00810.1000 

Coomassie Brillant Blue R-250 Sigma, 27816 

Metanol Merck, 1.06009.2511 

Asetik asit (CH3COOH) Sigma, 2722 

N,N,N,N-Tetrametil etilen diamin (TEMED) Serva, 35925.01 

Sodyum klorür (NaCl) Merck, 1.06400.5000 

Tween-20 Merck, 8.22184.0500 

Fosforik asit (H3PO4) Sigma, 04102 

Yağsız süt tozu Bağdat Baharat, 2495 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücrelerin Temin Edilmesi, Çalışmaların Gerçekleştirileceği Yer, Sterilizasyon 

ve Hücre Kültürü 

N9 fare mikroglial hücre serisi, Dr. Paola Ricciardi-Castagnoli’nin (Cellular 

Pharmacology Center, Milano, İtalya) İzmir Biyotıp ve Genom Merkezi (İBG) Genç 

Nörodejenerasyon ve Nöroproteksiyon Labortauvarı’na sağladığı hücrelerden temin edildi. 

Bu bağlamda, N9 fare mikroglia hücreleri İBG’den uygun koşullarda (kuru buz içerisinde) 

iki cryo tüp olarak tarafımıza ulaştırıldı. Ulaşmasının akabinde, cryo tüpler hemen azot 

buharına konuldu ve çalışma başlayana kadar azot tankında muhafaza edildi (135). N9 fare 

mikroglial hücre serisi, fare beyninden türetilmiştir ve primer fare mikroglia hücreleri ile 

birçok yönden benzerlik göstermektedir (136).  

Tüm hücre kültürü uygulamaları, Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyokimya Ana Bilim Dalı hücre kültürü laboratuvarındaki hücre kültürü kabininde (air flow 

kabin) steril çalışma ortamı sağlanarak yapıldı. Hücre kültürü çalışmalarına başlamadan 

önce hücre kültürü kabini ve deneyde kullanılacak gereçler % 70’lik etil alkol ile temizlendi. 

Ayrıca, ultraviyole (UV) ışıktan etkilenmeyen ve kabin içinde kullanılacak olan malzemeler 

kabin içine koyularak 15 dakika (dk) UV ışığa maruz bırakıldı. Çalışma tamamlandıktan 

sonra kabin % 70’lik etil alkol ile tekrar temizlendi. Kabinin kapağı kapatıldıktan sonra, 

hücre kültürü kabini ve hücre kültürü odası yeniden kullanıma hazır olması için 1 saat UV 

ışığa maruz bırakılarak sterilizasyon sağlandı. 

Hücre kültürü çalışmalarında % 10 FBS, 100 U/mL penisilin, 100 µg/mL 

streptomisin, 2 mM L-glutamin içeren RPMI 1640 besiyeri (tam besiyeri) kullanıldı.  

Tam besiyerinin hazırlanışı: Tam besiyeri, 50 mL’lik steril falkon tüpler içerisinde 

hazırlandı. Falkon tüpe ilk olarak belirli miktarda RPMI 1640 besiyeri ilave edildi. Ardından, 

tüpe yine belirli miktarlarda FBS, penisilin, streptomisin ve L-Glutamin eklendi. Hazırlanan 

tam besiyeri, vorteks cihazı kullanılarak homojen bir şekilde karıştırıldı. Homojen tam 

besiyeri hazırlandığı falkon tüp parafilm ile sarıldı ve 4 °C’ye kaldırıldı.  

0.01 M PBS (pH 7.4) hazırlanışı: Bir behere yaklaşık 800 mL saf su koyuldu. Beherin 

içerisine 10 adet PBS tableti eklendi ve tabletler çözüldükten sonra çözeltinin pH’si, pH 

metre ile 7.4’e ayarlandı. Çözeltinin pH’si ayarlandıktan sonra hacmi balon joje ile 1 L’ye 
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tamamlandı. Son olarak çözelti otoklavlandı ve hücre kültürü çalışmalarına hazır hale 

getirildi. 

Formoterol, LPS+ATP ile yapılan deneylerde içerisinde FBS olmayan, 100 U/mL 

penisilin, 100 μg/mL streptomisin ve 2 mM L-Glutamin olan RPMI 1640 hücre kültürü 

ortamı kullanıldı. Hücreler, deneye göre 75 cm2’lik flasklara (pasajlama), 6 veya 96 

kuyucuklu plakalara (in vitro deneyler) ekildi; 37 °C ve % 5 CO2 koşullarındaki inkübatörde 

inkübe edildi. 

Deneylerin başlangıcında, cryo tüp içinde bulunan N9 fare mikroglia hücreleri azot 

buharından çıkarılmasının ardından 37 °C su banyosunda 5 dk bekletildi ve hücrelerin 

tamamının çözülmesi sağlandı. Sonrasında cryo tüp, 1000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi ve 

içerisindeki DMSO uzaklaştırıldı. Hücreler 15 mL’lik falkon tüpe aktarıldı ve hücrelerin 

üzerine 5 mL tam besiyeri ilave edildi. Hücre süspansiyonları 1500 rpm’de 5 dk santrifüj 

edildi. Santrifüjün ardından süpernatan atıldı; tüpe 1 mL taze besiyeri eklendi ve hafif bir 

pipetaj işlemi ile hücre çökelekleri çözüldü. Çözülen hücrelerin üzerine 10 mL tam besiyeri 

eklendi ve hücreler T-75 kültür flasklarında 37 °C sıcaklıkta, % 5 CO2 içeren steril 

inkübatörde çoğaltıldı. 

Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Saklanması 

Ekimi yapılan N9 fare mikroglia hücreleri, pasajlama işlemi öncesinde ters faz 

mikroskopla kontrol edildi. Çoğalan sağlıklı hücreler flask yüzeyinin % 70-80’lik bölümünü 

kaplamasının ardından hücre pasajlaması yapıldı. Pasajlama işleminde, flask yüzeyine 

tutunan hücrelerin üzerindeki besiyeri serolojik pipetle hücrelerin tutunduğu yüzey göz 

önüne alınarak dikkatli bir şekilde uzaklaştırıldı. Ardından, kalıntıları temizlemek için flask 

5 mL PBS ile yıkandı ve PBS flasktan serolojik pipet ile uzaklaştırıldı. Daha sonra ise 

hücreleri flask yüzeyinden ayırmak için 2 mL % 0.25 Tripsin-EDTA çözeltisi, hücreler 

üzerine eklenerek flask 37 °C’de 5 dk inkübe edildi. Hücreler ters faz mikroskopta kontrol 

edildi; hücreler yüzeyden ayrıldıktan sonra tripsinizasyonu durdurmak için 5 mL tam 

besiyeri ilave edildi. Flasktan toplanan hücreler 15 mL’lik falkon tüpe alınarak 1500 rpm’de 

5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonunda süpernatan kısmı uzaklaştırıldı. Hücreler 10 mL tam 

besiyerinde süspanse edildi. Ardından hücre sayımı için hücre süspansiyonundan 100 µL 

mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı ve hücreler flow sitometre cihazı kullanılarak sayıldı. 

Hücreler sayıldıktan sonra gerekli hesaplamalar yapıldı ve gerekli yoğunluktaki (sayıdaki) 
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hücre, yapılacak deneydeki hücre miktarını içerecek şekilde ekildi. Eğer deney 

planlanmadıysa belirli miktarda hücre tekrar pasajlandı. Tüm pasajlamalarda hücre serisi, 

pasaj numarası ve tarih bilgileri flaskın üzerine yazıldı ve flask inkübatöre koyuldu. 

3.2.2. Formoterol’ün Efektif Dozunun Bulunması 

Deneyin başlangıcında Formoterol, DMSO ile çözülerek stok çözelti hazırlandı ve 

belirli miktarlarda alikotlandı. Alikotlanan Formoterol, literatürdeki dozlar göz önüne 

alınarak, içerisinde FBS olmayan besiyeri ile seyreltildi ve 10-3-10-10 M dozları arasında 

Formoterol çözeltileri hazırlandı (137-140).  

Formoterol’ün farklı dozlarının hücre canlılığı üzerine olan bazal etkisi CCK-8 testi 

ile değerlendirildi. Akabinde, farklı dozlardaki Formoterol’ün hücreler üzerinde sitotoksisite 

göstermediği dozu bulabilmek için LDH testi uygulandı. Son olarak, Formoterol’ün toksik 

olmayan uygun dozları belirlendikten sonra, NLRP3 inflamazomunun aktif hale geldiğini 

belirten en önemli biyobelirteçlerden biri olan IL-1β’nın seviyeleri ELISA ile tespit edildi. 

Bu doğrultuda, sitotoksisite göstermeyen dozlar hücrelere uygulandı ve IL-1β düzeylerini 

kontrol grubuna (bazal) en yakın hale getiren doz “efektif doz” olarak belirlendi. Sonraki 

tüm deneyler Formoterol’ün bu dozu kullanılarak gerçekleştirildi. 

3.2.2.1. Hücre Canlılığının Belirlenmesi 

Hücre canlılığı, bir örnekteki sağlıklı hücrelerin sayısı olarak tanımlanır. Hücre 

canlılığının belirlenmesi, tüm hücre kültürü çalışmaları için oldukça önemli bir aşamadır. 

Hücre canlılığı deneyleri esas olarak, hücrelerin bir ilaca veya bir kimyasal maddeye karşı 

tepkisini belirlemek için kullanılır. Araştırmacılar, hücreleri hedef alan bir terapötiğin hücre 

canlılığı sonucunu belirlemek için çeşitli testler kullanmaktadır. Bu bağlamda, 

Formoterol’ün farklı dozlarının hücre canlılığına etkisinin ölçülmesinde Cell Counting Kit-

8 (CCK-8) testi kullanıldı. CCK-8 testi, suda yüksek oranda çözünür bir tuz olan 2-(2-

metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum 

tuzunun indirgenmesiyle turuncu renkte ve suda çözünür bir formazan boyası üretmesi 

esasına dayanır. Bu reaksiyon, hücresel dehidrojenazlar vasıtasıyla gerçekleştirilir. 

Hücrelerde dehidrojenazların aktivitesi ile oluşan formazan boya miktarı canlı hücre sayısı 

ile doğru orantılıdır (141). 

Deney başlangıç gününde (0. gün), pasajlama yapmak için uygun hale gelen 

hücrelere, “3.2.1.3. Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Saklanması” başlığındaki 
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işlemler uygulandı. Sayımı yapılan hücreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1 x 105 

hücre olacak şekilde 200 μL tam besiyeri içinde ekildi. Her grup için 5 kuyucuğa hücre ekimi 

yapıldı. 

Deney başlangıcından bir gün sonra (1. gün) ilk olarak tam besiyeri hazırlandı; 37 

°C’ye ayarlanan su banyosu içinde ısıtıldı ve deneye hazır duruma getirildi. Sonrasında 96 

kuyucuklu plaka inkübatörden alındı ve bütün besiyerleri kuyucuklardan uzaklaştırıldı. 

Hemen ardından, aşağıda verilen işlemler gruplara uygulandı. 

Kontrol grubu: Hücrelere 200 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 6 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

Formoterol grubu: Hücrelere FBS içermeyen besiyeri içinde farklı dozlarda (10-3-10-10 M) 

Formoterol eklendi ve hücreler 6 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyonun ardından 96 kuyucuklu plaka inkübatörden alındı; kuyucuklardan 100 

μL süpernatan LDH testi (3.2.3.1.Sitotoksisitenin Değerlendirilmesi) için alındı ve farklı bir 

96 kuyucuklu plakaya aktarılarak deney yapılana kadar 4 °C’de saklandı. Deneye ilk 96 

kuyucuklu plakayla devam edildi ve hücre canlılığı kitin aşağıdaki protokolüne göre 

belirlendi: 

 Her kuyucuğa 10 μL CCK-8 solüsyonu eklendi ve 2 saat inkübatörde inkübe edildi. 

 İnkübasyonun ardından absorbans okuma işlemine geçildi ve absorbanslar mikropleyt 

okuyucuda 450 nm’de ve 620 nm referans dalga boyları kullanılarak okundu. Yüzde 

hücre canlılıkları aşağıdaki formül ile hesaplandı: 

% Hücre canlılığı = (Saptanan absorbans / Maksimum absorbans) x 100 

Bu formülde “Saptanan absorbans” her bir örnek için ölçülen absorbansı temsil 

ederken, “maksimum absorbans’’ kontrol grubunda ölçülen absorbansların (5 adet) 

ortalamasını ifade etmektedir. 

3.2.2.2. Sitotoksisitenin Belirlenmesi 

LDH, piroptoz ve diğer bazı hücre ölüm türlerinin tipik bir özelliği olan membran 

bütünlüğünün kaybı nedeniyle hücre kültürü ortamına salınan kararlı bir sitoplazmik 

enzimdir. Dolayısıyla LDH testi, hücrelerde sitotoksisiteyi ve piroptozu saptamak için 

yapılan çalışmalarda yaygın olarak kullanılan bir yöntem olarak karşımıza çıkmaktadır. 
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LDH testinin çalışma prensibi iki aşamadan oluşmaktadır. İlk aşamada, hücre süpernatanına 

salınan laktatı LDH piruvata yükseltger ve NAD+'ı NADH+/H+'a indirger. İkinci aşamada 

ise, 2 hidrojen bir katalizör (diaforaz) tarafından NADH+/H+'dan sarı tetrazolyum tuzu 

INT'ye (2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolyum klorür) aktarılır. Bu aktarımın 

sonucunda kırmızı renkli formazan tuzu oluşur. Süpernatandaki formazan miktarı, 490 

nm'de ölçülen absorbans değerleri ile belirlenir ve bu değerler LDH miktarını temsil eder. 

LDH miktarı hücre hasarı ile doğru orantılıdır (142, 143). Formoterol’ün farklı dozlarının 

hücreler üzerinde gösterdiği sitotoksisiteyi belirlemek için LDH testi kullanıldı. 

Deney başlangıç gününde (0. gün), pasajlama yapmak için uygun hale gelen 

hücrelere, “3.2.1.3. Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Saklanması” başlığındaki 

işlemler uygulandı. Sayımı yapılan hücreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1 x 105 

hücre olacak şekilde 200 μL tam besiyeri içinde ekildi. Her grup için 5 kuyucuğa hücre ekimi 

yapıldı. Üç farklı kuyucuğa ise kontrolü temsil etmesi için tam besiyeri eklendi. Ekimi 

yapılan 96 kuyucuklu plak inkübatöre kaldırıldı. 

Deney başlangıcından bir gün sonra (1. gün) ilk olarak tam besiyeri hazırlandı; 37 

°C’ye ayarlanan su banyosu içinde ısıtıldı ve deneye hazır duruma getirildi. Sonrasında 96 

kuyucuklu plaka inkübatörden alındı ve bütün besiyerleri kuyucuklardan uzaklaştırıldı. 

Hemen ardından, aşağıda verilen işlemler gruplara uygulandı. 

Kontrol grubu: Hücrelere 200 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 6 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

Formoterol grubu: Hücrelere FBS içermeyen besiyeri içinde farklı dozlarda (10-3-10-10 M) 

Formoterol eklendi ve hücreler 6 saat inkübasyona bırakıldı. 

Maksimal salınım grubu: Kontrol grubundaki tüm işlemler bu gruba da uygulandı. Kontrol 

grubundan farklı olarak, hücreler deneyin sonuna doğru (son bir saat) lizis tamponu ile lizis 

edildi ve LDH testi için “maksimal ölüm” grubu oluşturuldu. 

LDH salınımı için, kontrol grubu ve maksimal salınım grupları kullanıldı. Kontrol 

grubu yalnızca tam besiyerinden oluşturulurken, maksimal salınım grubunda hücreler deney 

sonunda (son bir saat) lizis tamponu ile lizis edildi ve LDH testi için maksimal ölüm grubu 

oluşturuldu. Kontrol grubu ve maksimal salınım grupları, Formoterol’ün hücreler üzerinde 

ne kadar sitotoksisite gösterdiğinin hesaplanmasında kullanıldı. 
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İnkübasyon bitiminden sonra hücrelerden elde edilen süpernatanlardaki LDH 

miktarları, kitin aşağıdaki protokolüne göre belirlendi: 

 Her bir örnekten 100 μL süpernatan 96 kuyucuklu steril hücre kültürü plağına yüklendi 

(“3.2.2.1. Hücre Canlılığının Belirlenmesi” kısmında yapıldı). 

 Kitin içinde bulunan LDH deteksiyon solüsyonundan her kuyucuğa 100 μL eklendi; oda 

sıcaklığı ve karanlık ortamda 15 dk inkübasyona bırakıldı. 

 İnkübasyon sonrası örneklerin absorbansları 490 nm’de ve referans olarak da 620 nm 

dalga boylarında okundu. Tüm gruplar için yüzde sitotoksisite aşağıdaki formül ile 

hesaplandı: 

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

Absorbansı- Kontrol absorbansı) x 100 

3.2.2.3. IL-1β Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi 

Formoterol’ün farklı dozlarının IL-1β sitokin seviyelerine etkisi ticari sandwich 

ELISA kiti kullanılarak belirlendi. 

Deney başlangıç gününde (0. gün), pasajlama yapmak için uygun hale gelen 

hücrelere, “3.2.1.3. Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Saklanması” başlığındaki 

işlemler uygulandı. Sayımı yapılan hücreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 5 x 104 

hücre olacak şekilde 200 μL tam besiyeri içinde ekildi. Her grup için 5 kuyucuğa hücre ekimi 

yapıldı. 

Deney başlangıcından bir gün sonra (1. gün) ilk olarak tam besiyeri hazırlandı; 37 

°C’ye ayarlanan su banyosu içinde ısıtıldı ve deneye hazır duruma getirildi. Sonrasında 96 

kuyucuklu plaka inkübatörden alındı ve bütün besiyerleri kuyucuklardan uzaklaştırıldı. 

Hemen ardından, aşağıda verilen işlemler gruplara uygulandı. 

Kontrol grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 1 

saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL FBS 

içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon 

ardından, hücrelere 50 µL FBS içermeyen besiyeri konuldu ve hücreler 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 
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LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 

1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde 

FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) verildi ve 

hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL 

hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1 

μg/mL LPS verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

Formoterol + LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri 

içinde farklı dozlarda (10-3-10-10 M) Formoterol eklendi ve hücreler 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS içermeyen 

besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) ve farklı dozlarda (10-3-10-10 M) 

Formoterol verildi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, 

hücrelere 50 µL hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 

5 mM), 1 μg/mL LPS ve farklı dozlarda (10-3-10-10 M) Formoterol verildi ve hücreler 1 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon işleminin hemen ardından, hücre kültürü süpernatanları alındı ve 

çözünmeyen materyali uzaklaştırmak için 10.000 g'de, 4 °C'de 5 dk santrifüj edildi. Oluşan 

süpernatanlarındaki IL-1β seviyeleri aşağıda belirtilen şekilde saptandı:  

IL-1β Deneyi 

1. Corning™ Costar™ 9018 ELISA plakası 100 μL Capture Antibody ile kaplandı. Plaka 

membran ile kapatılarak gece boyunca 4 °C'de inkübe edildi.  

2. İnkübasyon sonrasında plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

3 kez yıkama işlemi yapıldı.  

3. Yıkama işleminin ardından her bir kuyucuğa bloklama için 200 μL ELISA/ELISPOT 

Diluent (1X) eklendi ve plaka bir membranla kaplanarak oda sıcaklığında çalkalayıcı 

cihazda 1 saat inkübe edildi.  

4. İnkübasyonun ardından plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

en az 1 kez yıkama işlemi yapıldı.  

5. IL-1β standartları kit prosedürüne uygun olarak hazırlandı. Standart kuyucuklarına 100 

µL standart, kör kuyucuğuna 100 µL ELISA/ELISPOT Diluent (1X) ve numune 

kuyucuklarına 100 µL numune eklendi. Plaka bir membran ile kapatılarak gece boyunca 

4 °C'de inkübe edildi.  
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6. İnkübasyon sonrasında plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

5 kez yıkama işlemi gerçekleştirildi.  

7. Yıkama işleminin sonrasında tüm kuyucuklara 100 µL Detection Antibody çözeltisi 

ileve edildi ve plaka bir membranla kaplanarak oda sıcaklığında çalkalayıcı cihazda 1 

saat inkübe edildi.  

8. İnkübasyonun ardından plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

5 kez yıkama işlemi yapıldı.  

9. Yıkama işleminin ardından her bir kuyucuğa 100 µL Streptavidin-HRP çözeltisi 

eklendi. Plaka, tekrar membranla kaplandı ve oda sıcaklığında çalkalayıcıda 30 dk 

inkübasyona bırakıldı.  

10. İnkübasyon sonrasında plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

7 kez yıkama işlemi yapıldı.  

11. Her bir kuyucuğa 100 µL 1X TMB Solution çözeltisi eklendi ve plaka bir membran ile 

kapatılarak oda sıcaklığında çalkalayıcıda ışıktan korunarak 15 dakika inkübasyona 

bırakıldı.  

12. İnkübasyonun ardından her bir kuyucuğa 100 µL renklenmeyi durdurma çözeltisi (stop 

solution) eklendi ve numunelerin renginin sarıya döndüğü gözlendi.  

13. Örneklerin absorbansları 450 nm dalga boyuna ayarlanan mikroplate okuyucu ile 

belirlendi. Sonuçlar pg/mL olarak verildi.  

ELISA kitinin içindeki 1000 pg/mL konsantrasyonundaki IL-1β stok standardından 

kitin tavsiyeleri doğrultusunda seri dilüsyon ile eppendorf tüplerde 500, 250, 125, 62.5, 

31.25 ve 15.625 pg/mL’lik standart çözeltileri hazırlandı ve bu çözeltiler (stok standart dahil) 

çalışmada kullanıldı. Standart çözeltilerinden elde edilen verilerle standart grafiği 

oluşturuldu. Bu grafik kullanılarak IL-1β miktarları pg/mL olarak belirlendi. IL-1β standart 

grafiği Şekil 6’da verilmiştir. 
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Şekil 6. IL-1β standart grafiği 

3.2.3. Formoterol’ün NLRP3 İnflamazomu ve Piroptoz Üzerine Etkisinin Belirlenmesi 

Formoterol’ün efektif dozunun NLRP3 inflamazomu ve piroptoz üzerine etkisinin 

belirlenmesi için farklı yöntemler kullanılarak deneyler yapıldı. Bu bağlamda ilk olarak 

piroptotik hücre ölümünü belirlemek için CCK-8 ve LDH testlerinden faydalanıldı. 

Ardından yine piroptotik hücre ölümünün belirlenmesi için aktif kaspaz-1 ve propidyum 

iyodür (PI) boyama yöntemleri kullanıldı. Sonrasında NLRP3 inflamazom aktivasyonu 

sonucunda seviyeleri artan IL-1β ve IL-18 düzeyleri ELISA ile belirlendi. Son olarak 

NLRP3 inflamazomu ve piroptoz yolağında görev alan proteinlerin seviyeleri western blot 

yöntemiyle saptandı. İlgili deneylerde uygulanan işlemler ve gerçekleştirilen analizler Şekil 

7’de verilmiştir. Ayrıca deneylerin yapılış amaçları ve kullanılan yöntemler Şekil 8’de 

özetlenmiştir. 
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Şekil 7. Deneylerde uygulanan işlemler ve gerçekleştirilen analizler 

 

Şekil 8. Deneylerin yapılış amaçları ve kullanılan yöntemler 
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3.2.3.1. Piroptotik Hücre Ölümünün Belirlenmesi 

Formoterol’ün piroptotik hücre ölümüne etkisinin belirlenmesi için, hücrelerde 

LPS+ATP ile oluşturulan NLRP3 inflamazomu aktivasyonundan sonra, CCK-8 ve LDH 

testleri kullanıldı. 

CCK-8 Testi 

“3.2.2.1. Hücre Canlılığının Belirlenmesi” başlığında belirtilen tüm işlemler ve 

hesaplamalar aynı şekilde aşağıda belirtilen gruplara uygulandı: 

Kontrol grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 1 

saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL FBS 

içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon 

ardından, hücrelere 50 µL FBS içermeyen besiyeri konuldu ve hücreler 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 

1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde 

FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) verildi ve 

hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL 

hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1 

μg/mL LPS verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

Formoterol + LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri 

içinde 300 µM Formoterol eklendi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik 

inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL 

LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) ve 300 µM Formoterol verildi ve hücreler 4 saat 

inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS 

içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 μg/mL LPS ve 300 

µM Formoterol verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

100 μL süpernatan LDH testi (Piroptotik Hücre Ölümünün Belirlenmesi) için alındı 

ve farklı bir 96 kuyucuklu plakaya aktarılarak deney yapılana kadar 4 °C’de saklandı. 
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LDH Testi 

“3.2.2.2. Sitotoksisitenin Belirlenmesi” başlığında belirtilen tüm işlemler ve 

hesaplamalar aynı şekilde aşağıda belirtilen gruplara uygulandı: 

Kontrol grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 1 

saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL FBS 

içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon 

ardından, hücrelere 50 µL FBS içermeyen besiyeri konuldu ve hücreler 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 

1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde 

FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) verildi ve 

hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL 

hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1 

μg/mL LPS verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

Formoterol + LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri 

içinde 300 µM Formoterol eklendi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik 

inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL 

LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) ve 300 µM Formoterol verildi ve hücreler 4 saat 

inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS 

içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 μg/mL LPS ve 300 

µM Formoterol verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

Maksimal salınım grubu: Kontrol grubundaki tüm işlemler bu gruba da uygulandı. Kontrol 

grubundan farklı olarak, hücreler deneyin sonuna doğru (son bir saat) lizis tamponu ile lizis 

edildi ve LDH testi için “maksimal ölüm” grubu oluşturuldu.  

3.2.3.2. Aktif Kaspaz-1 Aracılı Piroptozun Belirlenmesi 

NLRP3 inflamazom aktivasyonu sonucunda kaspaz-1 aktive olur ve piroptotik hücre 

ölümü teşvik edilir. Aktif kaspaz-1 boyama kiti, canlı hücrelerde kaspaz-1 aktivasyonunu 

ölçmek için kullanılan hassas florometrik bir testtir. Kitin içindeki FAM-YVAD-FMK, 

hücre membranını geçebilen bir maddedir ve canlı hücrelerin içine girerek verimli bir şekilde 

yayılabilir. FAM-YVAD-FMK, hücre içinde aktif kaspaz-1 enzimi ile karşılaştığında ona 

geri dönüşümsüz olarak bağlanır ve yeşil floresan ışıma yapar. FAM-YVAD-FMK 
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sinyalinin floresan yoğunluğu, aktif kaspaz-1 miktarı ile doğru orantılıdır (144-146). 

Formoterol’ün aktif kaspaz-1 miktarına etkisinin değerlendirilmesinde aktif kaspaz-1 

boyama kiti kullanıldı.  

Deney başlangıç gününde (0. gün), pasajlama yapmak için uygun hale gelen 

hücrelere, “3.2.1.4. Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Saklanması” başlığındaki 

işlemler uygulandı. Sayımı yapılan hücreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 3 x 105 

hücre olacak şekilde 200 μL tam besiyeri içinde ekildi. Her grup için 5 kuyucuğa hücre ekimi 

yapıldı. 

Deney başlangıcından bir gün sonra (1. gün) ilk olarak tam besiyeri hazırlandı; 37 

°C’ye ayarlanan su banyosu içinde ısıtıldı ve deneye hazır duruma getirildi. Sonrasında 96 

kuyucuklu plaka inkübatörden alındı ve bütün besiyerleri kuyucuklardan uzaklaştırıldı. 

Hemen ardından, aşağıda verilen işlemler gruplara uygulandı. 

Kontrol grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 1 

saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL FBS 

içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon 

ardından, hücrelere 50 µL FBS içermeyen besiyeri konuldu ve hücreler 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 

1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde 

FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) verildi ve 

hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL 

hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1 

μg/mL LPS verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı.  

Formoterol + LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri 

içinde 300 µM Formoterol eklendi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik 

inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL 

LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) ve 300 µM Formoterol verildi ve hücreler 4 saat 

inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS 

içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 μg/mL LPS ve 300 

µM Formoterol verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 
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Bu işlemlerden sonra hücrelerde kaspaz-1 aktivitesi, kitin aşağıdaki protokolüne göre 

belirlendi: 

 Hücreler 200 μL yıkama tamponuyla 2 kez yıkandı. 

 Hücrelere 150 μL yıkama tamponu, 1 μL kaspaz-1 saptama probu (FAM-YVAD-FMK) 

ve 0.3 μL 500X Hoechst eklendi. Hücreler 60 dk inkübatörde inkübe edildi. 

 İnkübasyonun ardından, hücrelerin medyumu uzaklaştırıldı ve yıkama tamponu ile 2 kez 

yıkandı. 

 Yıkama işleminin ardından hücreler, 100 μL yıkama tamponuyla süspanse edildi. 

 Hücreler uygun filtreler (FAM-YVAD-FMK: yeşil/FITC; Hoechst: mavi/DAPI kanalı) 

kullanılarak floresan mikroskobu ile analiz edildi. 

3.2.3.3. PI Boyama ile Piroptozun Belirlenmesi 

Piroptozda kaspaz-1 aktivitesine bağlı olarak, membranda oluşan 1-2 nm'lik 

gözenekler, küçük molekül ağırlıklı moleküllerin piroptotik hücrelere kolayca girip hücreleri 

boyamasına neden olur. PI bu amaçla kullanılan, DNA'nın her dört ila beş baz çiftine 

bağlanabilen floresan bir boyadır ve piroptotik hücrelerin kırmızıya boyanmasını sağlar. PI, 

canlı hücrelerde membranı geçememesi sebebiyle DNA'ya bağlanamaz. Bundan dolayı PI, 

ölü hücrelerin tanımlanmasına olanak sağlar (106, 147). Formoterol’ün hücre ölümüne 

etkisinin belirlenmesinde PI boyası kullanıldı.  

Deney başlangıç gününde (0. gün), pasajlama yapmak için uygun hale gelen 

hücrelere, “3.2.1.4. Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Saklanması” başlığındaki 

işlemler uygulandı. Sayımı yapılan hücreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 3 x 105 

hücre olacak şekilde 200 μL tam besiyeri içinde ekildi. Her grup için 5 kuyucuğa hücre ekimi 

yapıldı. 

Deney başlangıcından bir gün sonra (1. gün) ilk olarak tam besiyeri hazırlandı; 37 

°C’ye ayarlanan su banyosu içinde ısıtıldı ve deneye hazır duruma getirildi. Sonrasında 96 

kuyucuklu plaka inkübatörden alındı ve bütün besiyerleri kuyucuklardan uzaklaştırıldı. 

Hemen ardından, aşağıda verilen işlemler gruplara uygulandı. 

Kontrol grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 1 

saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL FBS 

içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon 
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ardından, hücrelere 50 µL FBS içermeyen besiyeri konuldu ve hücreler 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 

1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde 

FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) verildi ve 

hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL 

hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1 

μg/mL LPS verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

Formoterol + LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri 

içinde 300 µM Formoterol eklendi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik 

inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL 

LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) ve 300 µM Formoterol verildi ve hücreler 4 saat 

inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS 

içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 μg/mL LPS ve 300 

µM Formoterol verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

Bu işlemlerden sonra deneye, kitin aşağıdaki protokolü ile devam edildi: 

 Hücreler 200 μL yıkama tamponuyla 2 kez yıkandı. 

 Hücrelere 150 μL yıkama tamponu ve 1.8 μL 500X PI eklendi. Hücreler 60 dk 

inkübatörde inkübe edildi. 

 İnkübasyonun ardından, hücrelerin medyumu uzaklaştırıldı ve yıkama tamponu ile 2 kez 

yıkandı. 

 Yıkama işleminin ardından hücreler, 100 μL yıkama tamponuyla süspanse edildi. 

 Hücreler Texas Red (kırmızı) filtre kullanılarak floresan mikroskobu ile analiz edildi. 

 Her kuyucuktan 20X’te 5 bölgenin fotoğrafı alındı. Bu fotoğraflarda PI pozitif hücreler 

ImageJ programı ile sayıldı. Veriler toplam hücrelerin yüzdesi olarak ifade edildi. 

3.2.3.4. IL-1β ve IL-18 Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi 

NLRP3 inflamazom aktivasyonu sonucu oluşan IL-1β ve IL-18 sitokin düzeyleri 

ticari sandwich ELISA kitleri kullanılarak belirlendi. 

Deney başlangıç gününde (0. gün), pasajlama yapmak için uygun hale gelen 

hücrelere, “3.2.1.4. Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Saklanması” başlığındaki 
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işlemler uygulandı. Sayımı yapılan hücreler 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 5 x 104 

hücre olacak şekilde 200 μL tam besiyeri içinde ekildi. Her grup için 5 kuyucuğa hücre ekimi 

yapıldı. 

Deney başlangıcından bir gün sonra (1. gün) ilk olarak tam besiyeri hazırlandı; 37 

°C’ye ayarlanan su banyosu içinde ısıtıldı ve deneye hazır duruma getirildi. Sonrasında 96 

kuyucuklu plaka inkübatörden alındı ve bütün besiyerleri kuyucuklardan uzaklaştırıldı. 

Hemen ardından, aşağıda verilen işlemler gruplara uygulandı. 

Kontrol grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 1 

saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL FBS 

içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon 

ardından, hücrelere 50 µL FBS içermeyen besiyeri konuldu ve hücreler 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 

1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde 

FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) verildi ve 

hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL 

hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1 

μg/mL LPS verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı.  

Formoterol + LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 100 µL FBS içermeyen besiyeri 

içinde 300 µM Formoterol eklendi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik 

inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL 

LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) ve 300 µM Formoterol verildi ve hücreler 4 saat 

inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 50 µL hacminde FBS 

içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 μg/mL LPS ve 300 

µM Formoterol verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon işleminin hemen ardından, hücre kültürü süpernatanları alındı ve 

çözünmeyen materyali uzaklaştırmak için 10.000 g'de, 4 °C'de 5 dk santrifüj edildi. Elde 

edilen süpernatanlardaki IL-1β ve IL-18 seviyeleri aşağıda belirtilen şekilde saptandı:  
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IL-1β Deneyi 

İnterlökin-1β seviyeleri, “3.2.2.3. IL-1β Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi” 

başlığında, “IL-1β Deneyi” kısmında belirtilen şekilde tespit edildi. IL-1β standart grafiği 

Şekil 9’da verilmiştir. 

 

Şekil 9. IL-1β standart grafiği 

IL-18 Deneyi 

1. Corning™ Costar™ 9018 ELISA plakası 100 μL Capture Antibody ile kaplandı. Plaka 

membran ile kapatılarak gece boyunca 4 °C'de inkübe edildi.  

2. İnkübasyon sonrasında plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

2 kez yıkama işlemi yapıldı.  

3. Yıkama işleminin ardından her bir kuyucuğa bloklama için 250 μL Blocking Buffer 

eklendi ve plaka bir membranla kaplanarak oda sıcaklığında çalkalayıcı ciazda 2 saat 

inkübe edildi.  

4. İnkübasyonun ardından plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

2 kez yıkama işlemi yapıldı.  

5. IL-18 standartları kit prosedürüne uygun olarak hazırlandı. Standart kuyucuklarına 100 

µL standart, kör kuyucuğuna 100 µL Sample Diluent C eklendi. Numune kuyucuklarına 

ise 50 µL Sample Diluent C ve 50 µL numune eklendi.  
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6. Hemen ardından tüm kuyucuklara 50 µL Detection Antibody çözeltisi eklendi ve plaka 

bir membranla kaplanarak oda sıcaklığında çalkalayıcı cihazda 2 saat inkübe edildi. 

7. İnkübasyonun ardından plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

3 kez yıkama işlemi yapıldı.  

8. Yıkama işleminin ardından her bir kuyucuğa 100 µL Streptavidin-HRP çözeltisi 

eklendi. Plaka, tekrar membranla kapatıldı ve oda sıcaklığında çalkalayıcı ciazda 1 saat 

inkübe edildi.  

9. İnkübasyonun ardından plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yıkama tamponu ile 

3 kez yıkama işlemi gerçekleştirildi.  

10. Her bir kuyucuğa 100 µL Substrate Solution çözeltisi ilave edildi ve plaka bir membran 

ile kapatılarak oda sıcaklığında çalkalayıcıda ışıktan korunarak 15 dakika inkübasyona 

bırakıldı.  

11. İnkübasyonun ardından her bir kuyucuğa 100 µL renklenmeyi durdurma çözeltisi (stop 

solution) eklendi ve örneklerin renginin sarıya dönüştüğü gözlendi.  

12. Örneklerin absorbansları 450 nm dalga boyuna ayarlanan mikroplate okuyucu ile 

belirlendi. Sonuçlar pg/mL olarak verildi. 

ELISA kitinin içindeki 4000 pg/mL konsantrasyonundaki IL-18 stok standardından 

kitin tavsiyeleri doğrultusunda seri dilüsyon ile eppendorf tüplerde 2000, 1000, 500, 250, 

125, 62.5 ve 31.25 pg/mL’lik standart çözeltileri hazırlandı ve bu çözeltiler (stok standart 

dahil) çalışmada kullanıldı. Standart çözeltilerinden elde edilen verilerle standart grafiği 

oluşturuldu. Bu grafik kullanılarak IL-18 miktarları pg/mL olarak belirlendi. IL-18 standart 

grafiği Şekil 10’da verilmiştir. 
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Şekil 10. IL-18 standart grafiği 

3.2.3.5. NLRP3 İnflamazomu ve Piroptoz ile İlişkili Protein Seviyelerinin Western Blot    

Yöntemi ile Belirlenmesi 

NLRP3 inflamazom ve piroptoz yolağındaki IκBα, p-IκBα ve NF-κB p65, NLRP3, 

pro-kaspaz-1, kaspaz-1 (p20), GSDMD ve GSDMD-N protein seviyelerini belirlemek 

amacıyla western blot yöntemi kullanıldı. Western blot, bir numunedeki proteinlerin 

miktarını ve türünü belirlemek için kullanılan hassas bir tekniktir ve yaygın olarak kullanılan 

yöntemler arasında yer almaktadır. İlgilenilen bir proteinin örnekteki varlığı veya yokluğunu 

ve aynı örnekten alınan farklı gruplar arasındaki protein miktarını karşılaştırarak göreceli 

(yarı kantitatif) bir değerlendirme yapmayı sağlar (148, 149).  

Total Hücresel Proteinlerin ve Hücre Kültürü Süpernatan Proteinlerinin Elde 

Edilmesi 

Deney başlangıç gününde (0. gün), pasajlama yapmak için uygun hale gelen 

hücrelere, “3.2.1.4. Hücrelerin Pasajlanması, Sayılması ve Saklanması” başlığındaki 

işlemler uygulandı. Sayımı yapılan hücreler 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1 x 106 

hücre olacak şekilde 2 mL tam besiyeri içinde ekildi. Her grup için 5 kuyucuğa hücre ekimi 

yapıldı. 

Deney başlangıcından bir gün sonra (1. gün) ilk olarak tam besiyeri hazırlandı; 37 

°C’ye ayarlanan su banyosu içinde ısıtıldı ve deneye hazır duruma getirildi. Sonrasında 6 
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kuyucuklu plaka inkübatörden alındı ve bütün besiyerleri kuyucuklardan uzaklaştırıldı. 

Hemen ardından, aşağıda verilen işlemler gruplara uygulandı. 

Kontrol grubu: İlk olarak hücrelere 1 mL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 1 

saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 500 µL FBS 

içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyon 

ardından, hücrelere 500 µL FBS içermeyen besiyeri konuldu ve hücreler 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 1 mL FBS içermeyen besiyeri eklendi ve hücreler 

1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 500 µL hacminde 

FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son konsantrasyon: 1 μg/mL) verildi ve 

hücreler 4 saat inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 500 µL 

hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM) ve 1 

μg/mL LPS verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

Formoterol + LPS + ATP grubu: İlk olarak hücrelere 1 mL FBS içermeyen besiyeri içinde 

300 µM Formoterol eklendi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 1 saatlik inkübasyonun 

ardından, hücrelere 500 µL hacminde FBS içermeyen besiyeri içinde 3 μg/mL LPS (son 

konsantrasyon: 1 μg/mL) ve 300 µM Formoterol verildi ve hücreler 4 saat inkübasyona 

bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonun ardından, hücrelere 500 µL hacminde FBS içermeyen 

besiyeri içinde 20 mM ATP (son konsantrasyon: 5 mM), 1 μg/mL LPS ve 300 µM 

Formoterol verildi ve hücreler 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon bitiminden sonra total hücresel proteinlerin elde edilmesi için, hücrelere 

proteaz inhibitörü içeren 300 µL 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 hücreler 

plakadan hücre kaldırıcılar kullanılarak kaldırıldı. Hücreler eppendorf tüplere aktarılarak 15 

dk buz üzerinde bekletildi. Sonrasında 20.000 g’de, 4 °C’de 25 dk santrifüj edilerek protein 

elde edildi.  

Hücre kültürü süpernatan proteinlerinin elde edilmesi için, metanol/kloroform 

çöktürme yöntemi uygulanarak izole etme işlemi gerçekleştirildi. Bunun için Eppendorf’a 

500 μL süpernatan için 500 μL metanol ve 100 μL kloroform ilavesi yapıldı. Süpernatan 

karışımı 13.000 g'de 5 dakika santrifüj edildi ve karışımdan süpernatanlar çıkarıldı. Kalan 

kısma tekrar 500 μL metanol ilavesi yapıldı ve 13.000 rpm'de 5 dakika santrifüj işlemi tekrar 
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yapıldı. Sonrasında kalan pellet proteaz inhibitörü içeren 300 µL 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 süspanse edildi ve eppendorf tüplere aktarılarak 15 dk buz üzerinde 

bekletildi. Sonrasında 20.000 g’de, 4 °C’de 25 dk santrifüj edilerek protein elde edildi. 

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

Protein Miktar Tayini 

Total hücre lizatı ve hücre kültürü süpernatan proteinleri elde edildikten sonra 

konsantrasyonları bikinkoninik asit (BCA) yöntemi kullanılarak analiz edildi. Bu yöntem, 

alkali ortamda mevcut proteinler tarafından Cu2+’nin Cu1+’e indirgenmesi esasına dayanır. 

Oluşan bakır katyonunun (Cu1+) BCA ile reaksiyona girmesiyle kolorimetrik tayin 

gerçekleştirilir (150). 

Çözeltilerin Hazırlanması 

BCA working reagent: Her bir örnek için 50:1 oranında BCA Reagent A ve B karışıtırılarak 

BCA working reagent hazırlandı.  

Standartların hazırlanması: Çalışmada 2 mg/mL konsantrasyonda albümin standartı 

kullanıldı. 2 mg/mL konsantrasyonundaki albümin stok standardından seri dilüsyon ile 1000, 

500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.90 ve 1.95 mg/mL’lik standart çözeltileri 

hazırlandı. Standart çözeltilerinden elde edilen verilerle standart grafiği çizildi. Bu grafik 

kullanılarak protein miktarları μg/μL olarak belirlendi. 

Standart, kör ve numune kuyucuklarına 25’er μL eklendi. Hemen ardından tüm 

kuyucuklara 200 μL BCA working reagent eklendi ve plaka bir membran ile kapatılarak 

37°C’ye ayarlı çalkalayıcılı inkübatörde 30 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun 

ardından standartların ve örneklerin absorbansları 562 nm’de okundu. Şekil 11’de standart 

grafiği verilmiştir. 
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Şekil 11. Total hücre lizatlarında ve hücre kültürü süpernatanlarında protein miktarını 

hesaplamak için kullanılan standart grafiği 

SDS- PAGE ve Western Blot 

SDS-PAGE 

Kullanılan Çözeltiler 

Ayırma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCl pH 8.8): 181.71 g Tris 800 mL deiyonize su 

içerisinde çözüldü, pH 8.8’e ayarlandı, toplam hacim 1 L’ye tamamlandı ve oda sıcaklığında 

saklandı. 

Yükleme Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCl pH 6.8): 60.57 g Tris 800 mL deiyonize su 

içerisinde çözüldü, pH 6.8’e ayarlandı toplam hacim 1 L’ye tamamlandı ve oda sıcaklığında 

saklandı. 

% 10 (w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS): 5 g SDS 50 mL deiyonize su içerisinde çözüldü 

oda sıcaklığında saklandı. 

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

çözüldü. Bu çözelti ihtiyaca göre taze hazırlanmalıdır. 

5X SDS PAGE Numune Yükleme Tamponu: 0.67 mL yükleme tamponu, 5 mL gliserol, 

0.5 g SDS, 1 mg bromfenol mavisi, 2 mL deiyonize su içerisinde çözüldü ve -20 ℃’de 

saklandı. Kullanmadan önce 77 mg DTT eklendi.  
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SDS-PAGE Yürütme Tamponu (10 X): 30.3 g Tris-HCl, 144 g glisin ve 10 g SDS (% 0,1 

w/v) 1 L deiyonize su içerisinde çözülerek oda sıcaklığında saklandı. Deneyde kullanılacak 

olan SDS-PAGE yürütme tamponu 1X olacak şekilde seyreltildi. 

3.2.3.5. bölümünde elde edilen total protein, SDS-PAGE aşaması Laemmli 

tarafından belirtilen yöntemle gerçekleştirilecektir (151).  

Ayırma ve Yükleme Jellerinin Hazırlanması 

Çalışmalarda % 10-12’lik ayırma jeli ve % 5’lik yükleme jeli kullanıldı. 

Tablo 7. % 5’lik yükleme jelinin hazırlanması 

Kimyasallar 2 x (1 mm) 

ddH2O 3.08 mL 

Akrilamid (% 40 akrilamid mix) 0.56 mL 

0.5 M Tris-HCl pH: 6.8 1.25 mL 

% 10 SDS 0.05 mL 

% 10 APS 0.05 mL 

TEMED 3 µL 

Tablo 8. % 10 ve % 12’lik ayırma jelinin hazırlanması 

Kimyasallar % 10 (2 x 1 mm) % 12 (2 x 1 mm) 

ddH2O 4.85 mL 4.34 mL 

Akrilamid (% 40 akrilamid mix) 2.50 mL 3.00 mL 

1.5 M Tris-HCl 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 µL 10 µL 
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Kontaminasyon riskini veya jel artıklarını önlemek için camlar ilk olarak saf su ile 

sonrasında % 70’lik etil alkol ile temizlendi. Camlar kurulandıktan sonra kısa ve uzun camlar 

birleştirildi ve jel hazırlama standına yerleştirildi. İlk olarak Tablo 8’de verilen miktarlara 

göre SDS-PAGE ayırma jeli hazırlandı. Hazırlanan çözelti camlar arasında hava kabarcığı 

olmayacak şekilde kısa camın yaklaşık 1 cm altına gelene kadar ilave edildi. Ayırma jelinin 

hava ile temasını önlemek ve uygun bir şekilde polimerleşmesini sağlamak amacıyla üzerine 

soğuk izopropanal ilave edildi ve yaklaşık 30-60 dk beklendi.  

Polimerizasyonun ardından ilk olarak jelin üzerindeki izopropanol uzaklaştırıldı ve 

jelin üzeri saf suyla yıkandı. Tablo 7’ye göre hazırlanan yükleme jeli hızlı bir şekilde ayırma 

jelinin üzerine ilave edildi. 10 kuyucuklu taraklar % 70’lik etil alkolle dezenfekte edildikten 

sonra camlar arasına dikkatli bir şekilde yerleştirildi ve polimerizasyon için yaklaşık 30-60 

dk beklendi. 

Polimerizasyonun ardından jelden taraklar kuyulara zarar vermeden çıkarıldı ve 

kuyular saf su ile yıkandı. Sonrasında jel dikkatli bir şekilde yükleme standına 

yerleştirildikten sonra tankın içine konuldu. Tank 1X SDS-PAGE yürütme tamponu ile 

dolduruldu. 

Total hücre lizatı ve hücre kültürü süpernatanları -80°C buzdolabından çıkarılarak 

buz içerisine alındı ve çözülmesi sağlandı. Yürütme işlemi yapılacak olan numuneler 1:4 

(yükleme boyası (5X): numune) oranında yükleme boyası ile hazırlandı. Denatürasyonun 

sağlanması için numuneler 99 ºC’de 5 dk kaynatıldı. Kaynatılan numuneler oda sıcaklığında 

hızlı bir şekilde santrifüj edildi. Ardından tanka yerleştirilen jelin ilk kuyucuğuna 2 µL 

protein markırı diğer kuyucuklara ise 20-30 µL numune yüklendi. Jel 75 Volt’ta 15 dk, 

ardından 100 Volt’ta 90-100 dk yürütüldü. 

Yürütme işlemi biten jel yürütme tankından alındı ve 1X SDS-PAGE yürütme 

tamponunun uzaklaştırılması için distile suyla yıkandı. Spatula yardımıyla camlar yavaş ve 

dikkatli bir şekilde birbirinden ayrıldı. Kısa cam jelin üzerinden kaldırıldıktan sonra jelin 

numune içermeyen bölümleri spatula yardımıyla kesilip uzaklaştırıldı. Ardından western 

blot deneyine geçildi. 

 

 

 



50 

Western Blot 

Kullanılan Çözeltiler 

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

çözüldükten sonra hacmi 1 L’ye tamamlandı. 

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

deiyonize su ile hazırlandı. 

10X-TBS: 24.05 g Tris ve 88 g NaCl 900 mL deiyonize su içerisinde çözüldü. Çözeltinin 

pH’si 12 N HCl ile 7.6’ya ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandı. 

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

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

hazırlandı. 

Bloklama Tamponu (% 5 Yağsız Süt Tozu-TBST): 5 g yağsız süt tozu 100 mL 1X-TBST 

içerisinde çözüldü. 

Primer Antikor: Primer antikor bloklama tamponu ile antikoru üreten firmanın önerdiği 

koşullara göre seyreltilerek hazırlandı. 

Sekonder Antikor: Sekonder antikor bloklama tamponu ile antikoru üreten firmanın 

önerdiği koşullara göre seyreltilerek hazırlandı. 

Blotlama işlemi için ilk olarak dört tane ince Whatmann kağıdı ve iki tane sünger 

yatak transfer tamponu içerisinde ıslatıldı. Blotlama kasetinin siyah yüzüne ıslak bir tane 

sünger yatak yerleştirildi. Sonrasında ıslak iki tane ince Whatman kağıdı sünger yatağın 

üzerine yerleştirildi. Jele uygun büyüklükte kesilen nitroselüloz membran transfer tamponu 

ile ıslatıldıktan sonra hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilerek Whatman kağıtlarının 

üzerine yerleştirildi. Ardından jel dikkatlice membranın üstüne konuldu. Sonrasında jelin 

üstüne, iki tane ıslak ve ince Whatman kağıdı hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilerek 

yerleştirildi. Son olarak ıslak sünger yatak Whatman kağıdının en üstüne konularak blotlama 

kaseti kapatıldı. Hazırlanan kaset, kutup başlarında dikkat edilerek tanka yerleştirildi. Tank 

transfer tamponu ile doldurulduktan sonra tank içerisine ısınma durumunu önlemek 

amacıyla bir buz aküsü konuldu. Transfer işlemi 100 Volt’ta 1 saat 15 dk akım verilerek 

gerçekleştirildi.  
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Membranın Bloklanması ve Proteinin İmmünokimya ile Görüntülenmesi 

Blotlama işleminden sonra membran, 10 mL bloklama çözeltisi ile oda sıcaklığında 

çalkalayıcıda 1 saat inkübe edildi. Bloklama sonrası membran, primer antikor (anti-IκBα 

(1:1000), anti-p-IκBα (1:1000), anti-NF-κB 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-β-aktin 

(1:5000) antikor çözeltisi) içerisinde oda sıcaklığında çalkalayıcıda 1 saat inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından membran 10’ar dakika arayla üç kez 1X-TBST ile yıkandı. 

Ardından, primer antikora uygun sekonder antikor 1:10000 oranında seyreltilerek hazırlanan 

çözelti içerisinde oda sıcaklığında çalkalayıcıda 1 saat inkübe edildi. İnkübasyonun ardından 

membran tekrar 10’ar dakika arayla üç kez 1X-TBST ile yıkandı. Yıkama işlemlerinden 

sonra membran üzerine Clarity™ Western ECL Substrate çözeltisi ilave edildi ve 

membranlarda kemilünesans görüntüleme yapıldı.  

3.3. İstatistiksel Analiz 

Deney verilerinin analizi SPSS (IBM Statistics 25, New York, NY, USA) programı 

ile yapıldı. Verilerin normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov-Smirnov testi ile 

değerlendirildi. Her bir gruba ait değerler aritmetik ortalama ± standart sapma (X ± SD) 

olarak ifade edildi. Normal dağılım sergileyen iki grup arasındaki karşılaştırmalarda One-

way ANOVA kullanıldı. Grup içi post-hoc değerlendirmeler için ise Tukey testi uygulandı. 

p<0.05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Formoterol’ün Efektif Dozunun Belirlenmesi Deneyi Sonuçları 

Efektif dozun bulunabilmesi için ilk aşamada Formoterol’ün farklı dozlarının 

(0.0001 µM, 0.001 µM, 0.01 µM, 0.1 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 200 µM, 250 µM, 300 

µM, 350 µM, 400 µM, 450 µM ve 500 µM) bazal hücre ölümü üzerindeki etkisine (CCK-8 

testi) bakıldı. Analiz sonuçlarına göre hücre canlılığı değerleri, 0.0001-300 µM dozları 

arasında kontrol grubu değerine yakınken, 350 µM ve üzerindeki dozlarda kontrole göre 

kayda değer bir şekilde azalmıştır (p<0.001). Şekil 12’de herhangi bir işlem görmeyen 

kontrol grubuna göre Formoterol’ün farklı dozlarının hücre canlılığı üzerine etkisi 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 12. Hücre canlılığı analizi sonuçları (n=5) [*,**,***Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma görüldü (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)] 

Efektif dozun bulunabilmesi için ikinci aşamada, Formoterol’ün farklı dozlarının 

sitotoksisite gösterip göstermediğine (LDH testi) bakıldı. Analiz sonuçlarına göre 

Formoterol’ün 450 ve 500 µM dozlarının kontrol grubu değeri ile kıyaslandığında hücreler 

üzerinde sitotoksisiteyi artırdığı bulunmuştur (p<0.001). Şekil 13’te herhangi bir işlem 

görmeyen kontrol grubuna göre Formoterol’ün farklı dozlarının sitotoksisite üzerine etkisi 

gösterilmiştir. 
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Şekil 13. Sitotoksisite analizi sonuçları (n=5) [*,**,***Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma veya artma görüldü (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001)] 

Efektif dozun bulunabilmesi için son aşamada ise, hücreler üzerinde LPS+ATP ile 

inflamazom aktivasyonu oluşturulduktan sonra Formoterol’ün farklı dozlarının IL-1β 

seviyeleri üzerine etkisi bakıldı. Analiz sonuçlarına göre artan Formoterol dozlarında IL-1β 

seviyelerinin azaldığı bulunmuştur. Şekil 14’te herhangi bir işlem görmeyen kontrol grubuna 

göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün farklı dozlarının LPS+ATP (-) grubuna göre 

IL-1β seviyeleri bakımından karşılaştırılması gösterilmiştir. 
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Şekil 14. IL-1β analizi sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel 

olarak anlamlı bir artma görüldü (***p<0.01)]. [#,##,###LPS+ATP (-) grubuyla 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı azalma görüldü (#p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001)] 

Yapılan üç deney sonucunda hücre canlılığını % 96.34 değerinde tuttuğu, 

sitotoksisiteyi % 7.98 değerine indirdiği (kontrol değeri % 8.15) ve inflamazom aktivasyonu 

yapıldıktan sonra IL-1β seviyesini (50.34) LPS+ATP (-) grubuna kıyasla neredeyse kontrol 

seviyesine (12.26) indirdiği için Formoterol’ün efektif dozu 300 µM olarak belirlendi. 

Sonraki yapılan tüm deneylerde Formoterol’ün 300 µM dozu kullanıldı.  

4.2.  Formoterol’ün NLRP3 İnflamazomu ve Piroptoz Üzerine Etkilerinin Analiz 

Sonuçları 

4.2.1. Piroptotik Hücre Ölümünün Belirlenmesi Analiz Sonuçları 

Formoterol’ün piroptotik hücre ölümüne etkisi, hücrelerde LPS+ATP ile oluşturulan 

NLRP3 inflamazomu aktivasyonundan sonra CCK-8 ve LDH deneyleri yapılarak belirlendi. 

CCK-8 testi analiz sonuçlarına göre, hücre canlılığı LPS+ATP grubunda % 27.44 ± 0.86 

iken, Formoterol grubunda % 81.65 ± 2.07 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile azalan 

hücre canlılığını istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırmıştır (p<0.001). Şekil 15’te 
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herhangi bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün 

LPS+ATP (-) grubuna göre hücre canlılığı bakımından karşılaştırılması gösterilmiştir. 

 
Şekil 15. Hücre canlılığı analizi sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma görüldü (***p<0.001)]. [###LPS+ATP (-) 

grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı artma görüldü 

(###p<0.001)] 

LDH testi analiz sonuçlarına göre, 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 anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.001). Şekil 16’da herhangi 

bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün 

LPS+ATP (-) grubuna göre sitotoksisite bakımından karşılaştırılması gösterilmiştir. 
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Şekil 16. Sitotoksisite analizi sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, 

istatistiksel olarak anlamlı bir artma görüldü (***p<0.001)]. [###LPS+ATP (-) 

grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı azalma görüldü 

(###p<0.001)] 

4.2.2. Aktif Kaspaz-1 Aracılı Piroptotik Hücre Ölümünün Belirlenmesi Analiz 

Sonuçları 

Formoterol’ün aktif kaspaz-1 aracılı piroptotik hücre ölümüne etkisinin belirlenmesi 

için aktif kaspaz-1 boyama (FAM-YVAD-FMK) kiti kullanıldı. Şekil 17’de herhangi bir 

işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün LPS+ATP 

(-) grubuna göre aktif kaspaz-1 yoğunluğu bakımından karşılaştırılmasının floresan 

görüntüleri verilmiştir. Analiz sonuçlarına göre, kaspaz-1 ortalama yoğunluğu LPS+ATP 

grubunda 91253 ± 6480 iken, Formoterol grubunda 32853 ± 3363 olarak bulundu. 

Formoterol, LPS+ATP ile artan aktif kaspaz-1 yoğunluğunu istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde azaltmıştır (p<0.001) (Şekil 18).  
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Şekil 17. Aktif kaspaz-1 boyamasının floresan görüntüleri 
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Şekil 18. Aktif kaspaz-1 yoğunluğu (ortalama) analizi sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı artma görüldü (***p<0.001)]. 

[###LPS+ATP (-) grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı azalma 

görüldü (###p<0.001)] 

4.2.3. PI Boyama ile Piroptotik Hücre Ölümünün Belirlenmesi Analiz Sonuçları 

Formoterol’ün piroptotik hücre ölümüne etkisinin belirlenmesi için PI boyası 

kullanıldı. Şekil 19’da herhangi bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) 

grubunun ve Formoterol’ün LPS+ATP (-) grubuna göre PI pozitif hücre bakımından 

karşılaştırılmasının floresan görüntüleri verilmiştir. Analiz sonuçlarına göre, PI pozitif hücre 

LPS+ATP grubunda % 36.30 ± 2.51 iken, Formoterol grubunda % 1.66 ± 0.24 olarak 

bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan PI pozitif hücre sayısını (% cinsinden) istatistiksel 

olarak anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.001) (Şekil 20).  
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Şekil 19. PI boyamasının floresan görüntüleri 
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Şekil 20. PI boyama ile piroptotik hücre ölümü analizi sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı artma görüldü (***p<0.001)]. 

[###LPS+ATP (-) grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı azalma 

görüldü (###p<0.001)] 

4.2.4. IL-1β ve IL-18 Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi Analiz Sonuçları 

Formoterol’ün IL-1β ve IL-18 sitokin seviyelerine etkisi, hücrelerde LPS+ATP ile 

oluşturulan NLRP3 inflamazomu aktivasyonundan sonra IL-1β ve IL-18 ELISA deneyleri 

yapılarak belirlendi. IL-1β 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-1β seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.001). Şekil 21’de 

herhangi bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün 

LPS+ATP (-) grubuna göre IL-1β seviyeleri bakımından karşılaştırılması gösterilmiştir. 
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Şekil 21. IL-1β analizi sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel 

olarak anlamlı artma görüldü (***p<0.001)]. [###LPS+ATP (-) grubuyla 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı azalma görüldü (###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 anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.001). Şekil 22’de herhangi 

bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün 

LPS+ATP (-) grubuna göre IL-18 seviyeleri bakımından karşılaştırılması gösterilmiştir. 
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Şekil 22. IL-18 analizi sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel 

olarak anlamlı artma görüldü (***p<0.001)]. [###LPS+ATP (-) grubuyla 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı azalma görüldü (###p<0.001)] 

4.2.5. NLRP3 İnflamazom Yolağı ile İlişkili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuçları 

Formoterol’ün, NLRP3 inflamazom yolağı ile ilişkili IκBα, p-IκBα, NF-κB p65, 

NLRP3, pro-kaspaz-1, kaspaz-1 (p20), GSDMD ve GSDMD-N protein seviyelerine etkisi 

western blot yöntemiyle belirlendi. 

IκBα protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 0.166 ± 0.008 iken, Formoterol 

grubunda 0.251 ± 0.035 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile azalan IκBα protein 

seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırmıştır (p<0.01). p-IκBα protein seviyeleri 

LPS+ATP grubunda 0.219 ± 0.060 iken, Formoterol grubunda 0.145 ± 0.030 olarak bulundu. 

Formoterol, LPS+ATP ile artan p-IκBα protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde azaltmıştır (p<0.001). NF-κB 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-κB p65 protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.01). 

Şekil 23’te herhangi bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve 

Formoterol’ün LPS+ATP (-) grubuna göre IκBα, p-IκBα ve NF-κB p65 protein seviyeleri 

bakımından karşılaştırılması gösterilmiştir. 
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Şekil 23. IκBα, p-IκBα ve NF-κB p65 protein seviyeleri analizi sonuçları (n=5) [***Kontrol 

grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı artma görüldü 

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

anlamlı azalma görüldü (##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 anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.001). Şekil 24’te herhangi 

bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün 

LPS+ATP (-) grubuna göre NLRP3 protein seviyeleri bakımından karşılaştırılması 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 24. NLRP3 protein seviyeleri analiz sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı artma görüldü (***p<0.001)]. 

[###LPS+ATP (-) grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı 

azalma görüldü (###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 grupları arasında pro-

kaspaz-1 protein seviyeleri bakımından istatistiksel olarak anlamlı fark bulunamamıştır 

(p=0.984).  

Hücre lizatında, 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 anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.001).  

Süpernatanda, kaspaz-1 protein seviyeleri LPS+ATP grubunda 1513.4 ± 37.8 iken, 

Formoterol grubunda 373.2 ± 27.2 olarak bulundu. Formoterol, LPS+ATP ile artan kaspaz-

1 protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.001). Şekil 25’te 
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herhangi bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün 

LPS+ATP (-) grubuna göre pro-kaspaz-1 ve kaspaz-1 (hücre lizatı ve süpernatan) protein 

seviyeleri bakımından karşılaştırılması gösterilmiştir. 

 

Şekil 25. pro-kaspaz-1 ve kaspaz-1 (hücre lizatı ve süpernatan) protein seviyeleri analiz 

sonuçları (n=5) [***Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak 

anlamlı artma görüldü (***p<0.001)]. [###LPS+ATP (-) grubuyla 

karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı azalma görüldü (###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 grupları arasında 

GSDMD protein seviyeleri bakımından istatistiksel olarak anlamlı fark bulunamamıştır 

(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 anlamlı şekilde azaltmıştır (p<0.001). Şekil 26’da herhangi 

bir işlem görmeyen kontrol grubuna göre LPS+ATP (-) grubunun ve Formoterol’ün 

LPS+ATP (-) grubuna göre GSDMD ve GSDMD-N protein seviyeleri bakımından 

karşılaştırılması gösterilmiştir. 

 

Şekil 26. GSDMD ve GSDMD-N protein seviyeleri analiz sonuçları (n=5) [***Kontrol 

grubuyla karşılaştırıldığında, istatistiksel olarak anlamlı artma görüldü 

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

anlamlı azalma görüldü (###p<0.001)] 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ  

Nörodejenerasyon, merkezi sinir sisteminde nöron hücresi kaybı olarak tanımlanan, 

“NH” olarak ifade edilen AH ve PH gibi hastalıkların ortaya çıkmasını sağlayan bir süreçtir 

(59, 60). NH’de, merkezi sinir siteminin ana bağışıklık hücresi olan mikroglialar kronik 

olarak aktive olmakta ve bağışıklıkta görev alan mediatörleri üreterek nöroinflamasyona 

neden olmaktadır (32, 65-67). Mikroglial NLRP3 inflamazom aktivasyonunun, 

nöroinflamasyon sürecinde önemli rol oynadığı (13); aktivasyon kronik hale dönüştüğünde 

patolojinin şiddetlendiği ve bu durumun da NH’nin ilerlemesinin hızlanmasına sebep olduğu 

ortaya koyulmuştur (14). 

NLRP3 inflamazom aktivasyonu “piroptoz” olarak tanımlanan ve kaspaz-1 bağımlı 

pro-inflamatuar düzenlenmiş hücre ölümüne yol açmaktadır (103). İnflamazom kompleksi 

kaspaz-1'in aktivasyonuna, aktif kaspaz-1 ise IL-1β ve IL-18 inflamatuar sitokinlerinin 

üretilmesine ve hücre ölümünden sorumlu oligomerik membran porlarının oluşumunu 

sağlayan GSDMD’nin aktive olmasına neden olmaktadır (93, 104). GSDMD'nin 

aktivasyonu plazma membran bütünlüğü kaybına (por oluşturarak) neden olduğu için 

piroptoz sürecini başlatır ve inflamasyonun yayılmasına katkı sağlar (6, 104, 110-112). Bu 

nedenle, istenmeyen aşırı inflamasyonu önlemek için NLRP3 inflamazom aktivasyonunun 

düzenlenmesi oldukça önem arz etmektedir. NLRP3 inflamazom aktivasyonunun inhibe 

edilmesi/azaltılması, hücrelerin piroptoz yoluyla ölümünü ve inflamatuar sitokinlerin 

hücreler arasında yayılmasını önleyebilir. Bu alandaki hem in vivo hem de in vitro 

çalışmaların sayısı gün geçtikçe artmakta ve bu konu literatürde ön plana çıkmaktadır (152-

155).  

β2-adrenoseptör, MSS’de yoğun miktarda bulunan bir reseptördür (16-18). 

Dolayısıyla bu reseptörün hedef alınarak terapötik etkilerinin belirlenmesi NH için önemli 

olabilir. MSS’de çeşitli hastalık veya hastalık modellerinde β2-adrenoseptör agonistlerinin 

terapötik kullanımında umut verici nörokoruyucu ve anti-inflamatuar etkiler tespit 

edilmiştir. β2-adrenoseptör agonistlerinin kullanımının, α-syn seviyelerini azaltarak PH 

riskini % 40'a kadar düşürdüğü (23), PH riskini azalttığı (24), hipokampal nörogenezi 

artırdığı ve bilişsel gerilemeyi iyileştirdiği (25), MS’e özgü klinik sonuçları iyileştirdiği (26), 

toksik mikrogliayı inhibe ettiği (27), glia hücrelerinde anti-inflamatuar fenotip durumunu 

teşvik ettiği (28), mikroglial aktivasyonu ve pro-inflamatuar sitokin üretimini azalttığı (29) 
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bulunmuştur. Formoterol, β2-adrenoseptörün güçlü ve seçici bir agonistidir. FDA tarafından 

onaylanmıştır ve nörokoruyucu ve anti-inflamatuar etkileri belirlenmiştir (29). Literatürdeki 

bu önemli çalışmalar göz önüne alındığında, merkezi sinir sisteminde β2-adrenoseptör 

aktivasyonu ile ilgili son yıllarda birçok çalışma yapılmasına rağmen (23, 27, 29), 

Formoterol’ün mikroglia hücrelerinde NLRP3 inflamazomu ve NLRP3 inflamazomu 

aktivasyonuyla teşvik edilen programlı hücre ölümü olan piroptoz üzerindeki etkilerini 

araştıran herhangi bir çalışma mevcut değildir. Bu durum göz önüne alınarak planlanan bu 

çalışmada, β2-adrenoseptör agonisti Formoterol’ün NLRP3 inflamazomu aktivasyonuna ve 

NLRP3 inflamazomu aracılı piroptotik hücre ölümüne etkisi in vitro koşullarda incelendi. 

NLRP3 inflamazomu, PAMP’lar (LPS, vb.) ve DAMP’lar (ATP, vb.) dahil olmak 

üzere çeşitli uyaranlara yanıt olarak aktif hale gelir ve piroptotik hücre ölüm sürecini başlatır 

(3, 90, 91). Tüm bu süreçler düşünüldüğünde, ilk olarak in vitro koşullarda mikroglia 

hücrelerinde NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gerçekleştirilmesi gereği ortaya 

çıkmaktadır. Bu bağlamda literatür incelendiğinde benzer çalışmaların olduğu ve 

standardizasyonun sağlandığı görülmektedir. Bu çalışmalarda NLRP3 inflamazom 

aktivasyonunda birinci sinyal olan “priming” sinyalini aktive etmek için 1 μg/mL LPS, ikinci 

sinyal olan “aktivasyon” sinyalini aktive etmek için ise 5 mM ATP kullanılmıştır. 

İnflamazom aktivasyonundan sonra,  

 IL-1β ve IL-18 sitokin seviyelerinin (ELISA ve RT-PCR yöntemi ile ölçülmüş) arttığı,  

 piroptotik hücre ölümü belirteçleri olan LDH seviyelerinin (sitotoksisite tespit kiti ile 

ölçülmüş), kaspaz-1 seviyelerinin (aktivite tayini ve western blot yöntemi ile 

ölçülmüş) ve PI pozitif hücre sayısının (PI boyama yöntemi ile ölçülmüş) arttığı, 

 NLRP3 inflamazom yolağı ile ilişkili proteinler olan NLRP3, kaspaz-1 (p20) ve 

GSDMD-N protein seviyelerinin (Western blot yöntemi ile ölçülmüş) arttığı 

saptanmıştır (11, 12, 156). 

Bu çalışmada da tıpkı ilgili çalışmalardaki gibi, N9 fare mikroglia hücrelerine 4 saat 

1 μg/mL LPS ve 1 saat 5 mM ATP uygulaması yapıldı ve NLRP3 inflamazom aktivasyonu 

gerçekleştirildi.  

Hücre kültürü çalışmalarında hücre canlılığını tespit etmek için günümüzde 3-[4,5-

Dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolyum bromür (MTT), 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-

sülfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT), 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
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disülfofenil)-2H tetrazolyum, monosodyum tuzu (WST-1), 2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-

nitrofenil)-5-(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu (CCK-8) ve LDH gibi 

testler kullanılmaktadır (157). Uygun hücre canlılığı testi seçilirken, güvenilir sonuçlar elde 

edebilme, maliyet, hız, hassasiyet ve gerekli ekipman gibi faktörler göz önünde 

bulundurulmaktadır (158). Bu faktörler göz önüne alındığında ideal bir hücre canlılığı testi, 

çalışması güvenli, hızlı, sonuçları güvenilir, verimli, zaman ve maliyet açısından uygun 

olmalı ve aynı zamanda test maddesini etkilememelidir (159). CCK-8 testi, radyoaktif 

olmayan, bileşenlerin önceden hazırlanması gerekmeyen, hassas kolorimetrik bir analiz 

yöntemidir. Ayrıca CCK-8'in tespit hassasiyeti, MTT, XTT, MTS veya WST-1 gibi diğer 

tetrazolyum tuzlarından daha yüksektir (141). Bu sebeplerden dolayı bu çalışmada, N9 fare 

mikroglia hücrelerinde hem efektif dozun bulunması hem de NLRP3 inflamazom 

aktivasyonundan sonra Formoterol’ün etkisinin değerlendirilmesi deneylerinde hücre 

canlılığı testi olarak CCK-8 testi kullanıldı. Formoterol’ün, LPS+ATP ile azalan hücre 

canlılığını anlamlı olarak artırdığı belirlendi. 

NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile hücre kültürü ortamındaki membranı hasarlı 

ve/veya ölü hücrelerden ortama LDH salınmaktadır. LDH testi, hücre kültürü çalışmalarında 

sitotoksisiteyi ve piroptozu test etmek için geliştirilen hassas, hızlı ve yaygın olarak 

kullanılan bir yöntemdir (160, 161). Bu yüzden, N9 fare mikroglia hücrelerinde hem efektif 

dozun bulunmasında sitotoksisitenin saptanmasında hem de NLRP3 inflamazom 

aktivasyonundan sonra Formoterol’ün piroptoza etkisinin değerlendirilmesi deneylerinde 

LDH testi kullanıldı. Formoterol’ün, LPS+ATP ile artan sitotoksisiteyi anlamlı olarak 

azalttığı tespit edildi. 

NLRP3 inflamazom aktivasyonu neticesinde kaspaz-1 aktive olarak piroptozu teşvik 

etmektedir. Aktif kaspaz-1 boyama kiti, hücre kültürü çalışmalarında canlı hücrelerde 

kaspaz-1 aktivasyonunu ölçmek için kullanılan hassas ve sonucu kısa süre içinde alınan 

florometrik bir testtir (144-146). NLRP3 inflamazomu ve piroptoz çalışmalarında yaygın 

olarak kullanılmaktadır (162, 163). Bu sebeple, N9 fare mikroglia hücrelerinde NLRP3 

inflamazom aktivasyonundan sonra Formoterol’ün aktif kaspaz-1 miktarına etkisinin 

değerlendirilmesinde aktif kaspaz-1 boyama kiti tercih edildi. Formoterol’ün, LPS+ATP ile 

artan aktif kaspaz-1 yoğunluğunu anlamlı olarak azalttığı saptandı.  

NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile hücre ölümü meydana gelmektedir. PI, hücre 

kültürü çalışmalarında ölü hücreleri belirleme amacıyla kullanılan bir boyadır ve piroptotik 
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hücrelerin belirlenmesinde yaygın olarak tercih edilmektedir (12, 106, 147). Bundan dolayı, 

N9 fare mikroglia hücrelerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonundan sonra Formoterol’ün 

hücre ölümüne etkisinin belirlenmesinde PI boyası tercih edildi. Formoterol’ün, LPS+ATP 

ile artan PI pozitif hücre sayısını anlamlı olarak azalttığı bulundu.  

Birçok hastalığın patogenezinde inflamasyonun yaygın rolü düşünüldüğünde, 

mevcut ilaçlar için yeni anti-inflamatuar mekanizmaları ortaya çıkarmayı veya inflamasyonu 

hafifletmek için yeni terapötikler geliştirmeyi amaçlayan araştırmalara olan ilgi giderek 

artmaktadır (164). Bu bağlamda, hem periferik dokulardaki hem de MSS'deki immün 

hücreler üzerine yapılan çalışmalar, Formoterol’ün anti-inflamatuar etkilerini doğrulamıştır. 

Victoni ve arkadaşları, insan monositik makrofaj hücrelerinde LPS ile oluşturdukları 

inflamasyon modelinde Formoterol’ün TNF-α ve IL-1β pro-inflamatuar sitokin salınımını 

azalttığını tespit etmişlerdir (140). Damo ve arkadaşları ve mikroglia hücreleri üzerinde 

yaptıkları çalışmada Formoterol’ün mikroglial aktivasyonu ve IFN-γ ve TNF-α pro-

inflamatuar sinyal iletimini inhibe ettiği bildirmişlerdir (165). Bu çalışmada, N9 fare 

mikroglia hücrelerinde LPS+ATP ile oluşturulan nöroinflamasyon modelinde, β2-

adrenoseptör agonisti Formoterol’ün NLRP3 inflamazomu aracılı piroptotik hücre ölümüyle 

hücre dışına salınan IL-1β ve IL-18 sitokin seviyelerine etkisi ELISA yöntemi ile 

değerlendirildi. Literatürde benzer çalışmalardaki verileri destekleyecek şekilde, 

Formoterol’ün LPS+ATP hasarı ile artan IL-1β ve IL-18 seviyelerini anlamlı olarak azalttığı 

saptandı. 

Nöroinflamasyonun NH’nin patogenezinde kritik rol oynaması, bu konu hakkındaki 

çalışmalara yönelik ilginin artmasında neden olmuştur (166). Bu bağlamda, literatürde 

Formoterol’ün nöroinflamasyon üzerindeki terapötik etkilerini inceleyen çalışmalar da 

bulunmaktadır. Ryan ve arkadaşları, ratlarda LPS ile oluşturdukları nöroinflamasyon 

modelinde, korteks ve hipokampüste Clenbuterol ve Formoterol'ün IκB ekspresyonunu 

artırdığını ve NF-κB seviyelerini azalttığını göstermişlerdir. Ryan ve arkadaşları, 

Clenbuterol ve Formoterol'ün MSS'de NF-κB seviyelerini azalttığı sonucuna dayanarak, β2-

adrenoseptörlerin nöroinflamasyonu tedavi etmek ve inflamasyonla ilişkili 

nörodejenerasyonla mücadele etmek için çekici bir hedef olabileceğini açıklamışlardır (167). 

O'Neill ve arkadaşları, ratlarda sistemik ve intranigral LPS ile oluşturdukları 

nöroinflamasyon modelinde Formoterol’ün mikroglial aktivasyonu azalttığı, substantia 

nigra ve striatumdaki dopaminerjik hücre kaybını önlediği, orta beyin/striatum dopamin 
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konsantrasyonlarını arttırdığı ve merkezi/sistemik inflamasyonun neden olduğu motor 

bozukluklarını azalttığı bulunmuşlardır. O'Neill ve arkadaşları, glial hücrelerin dahil olduğu 

nöroinflamasyon sürecinde, Formoterol’ün MSS parankimine girerek glial hücreler üzerinde 

güçlü immünomodülatör etkiler oluşturabileceğini belirtmişlerdir (29). MSS’de yapılan 

çalışmalardan elde edilen veriler, NLRP3 inflamazomunun nöroinflamasyonu düzenlemede 

merkezi bir rol oynadığını göstermektedir (1). NF-κB, NLRP3 protein sentezini ve NLRP3 

inflamazom aktivasyonunu artıran kritik transkripsiyon faktörüdür (4). Bu bilgiler ve 

Formoterol’ün olumlu etkileri (130, 167) göz önünde bulundurularak, bu çalışmada, N9 fare 

mikroglia hücrelerinde LPS+ATP ile oluşturulan nöroinflamasyon modelinde, β2-

adrenoseptör agonisti Formoterol’ün NLRP3 inflamazomu aktivasyonu öncesinde görev 

alan proteinler olan IκB, p-IκB ve NF-κB p65 protein seviyeleri western blot yöntemi ile 

belirlendi. Buna göre, literatürde ilgili yolağı inceleyen çalışmalardaki sonuçlar ile benzer 

şekilde, Formoterol’ün LPS+ATP hasarı ile azalan IκB protein seviyelerini anlamlı olarak 

artırdığı; artan p-IκB ve NF-κB p65 protein seviyelerini ise anlamlı olarak azalttığı 

bulundu. 

NLRP3 inflamazomu aktive edildiğinde, kaspaz-1'in aktivasyonunu sağlar. Aktif 

kaspaz-1 daha sonra pro-IL-1β ve pro-IL-18'i enzimatik olarak parçalayarak, onları aktif 

formları olan IL-1β ve IL-18'e dönüştürür ve hücre dışına salınmalarını kolaylaştırır. Ek 

olarak aktif kaspaz-1, piroptotik hücre ölümünde rol oynayan bir protein olan GSDMD'nin 

aktivasyonunu başlatır. Bu durum, plazma membranında porların oluşmasına, piroptoz 

sürecinin başlamasına ve inflamasyonun yayılmasına sebep olur (168). Bu çalışmada, N9 

fare mikroglia hücrelerinde LPS+ATP ile oluşturulan NLRP3 inflamazom aktivasyonu 

modelinde, β2-adrenoseptör agonisti Formoterol’ün NLRP3 inflamazomu aktivasyonuna ve 

NLRP3 inflamazomu aracılı piroptotik hücre ölümüne etkisi in vitro koşullarda incelendi. 

Bu bağlamda, NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun ve piroptozun en önemli belirteçleri 

olan kaspaz-1 (p20) (aktif kaspaz-1 boyama kiti ve western blot yöntemi ile), pro-kaspaz-1, 

NLRP3, GSDMD ve GSDMD-N (Western blot yöntemi ile) seviyeleri incelenmiştir. 

Literatürde benzer çalışmalardaki verileri destekleyecek şekilde, Formoterol’ün LPS+ATP 

hasarı ile artan kaspaz-1 (p20), NLRP3 ve GSDMD-N seviyelerini anlamlı olarak azalttığı 

tespit edildi. 
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N9 fare mikroglia hücrelerinde LPS+ATP ile uyarılan NLRP3 inflamazom 

aktivasyonu modelinin oluşturulduğu bu çalışmada, bir β2-adrenoseptör agonisti olan 

Formoterol’ün NLRP3 inflamazomu aktivasyonunu IκB/NF-κB yoluyla inhibe ettiği ve 

piroptotik hücre ölümünü engellediği ortaya koyuldu. Etkilerini tam olarak anlamak için 

daha kapsamlı çalışmalara ihtiyaç duyulsa da sonuçlarımız, Formoterol’ün nöroinflamasyon 

süreci ile ilişkili olan NLRP3 inflamazom aktivasyonunda ve düzenlenmesinde anti-

inflamatuar ve immünomodülatör etkiler sergilediğini göstermiştir. Bu durum, 

Formoterol’ün nöroinflamasyonu azaltabilecek potansiyel bir terapötik ajan olabileceğini 

işaret etmektedir. Bu çalışma, ilgili yolaktaki mekanizmalar hakkında yapılacak çalışmalara 

yeni ışıklar tutmaktadır. 
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