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ÖZET 

FARKLI MĠKROBĠYAL KAYNAKLI LĠPOPOLĠSAKKARĠTLERLE STĠMÜLE 

EDĠLMĠġ MONOSĠT HÜCRELERĠNDE SELONSERTĠB‟ĠN (GS4997) ĠMMÜN 

YANITA ETKĠSĠ 

Fatma GÜNDOĞAN 

Farmasötik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Ağustos 2018 

DanıĢman: Doç. Dr. Zerrin CANTÜRK 

Ġnflamasyon, doku veya organın kendisine zarar verebilecek etkene karĢı savaĢması 

durumudur. Ġnflamasyonda önemli sitokinler; TNF-α, IL-1β‟dır. Ġnflamasyonun 

tedavisinde; Nonsteroidal Antiinflamatuvar ilaçlar kullanılır. Tez kapsamında ASK-1 

inhibitörü olan Faz II çalıĢmaları devam eden Selonsertib‟in, farklı mikrobiyal kaynaklı 

lipopolisakkaritlerle stimüle edilmiĢ THP-1 insan monosit hücrelerinde immün yanıta 

etkilerini WST-1 sitotoksisite testi ile flow sitometri ve Gerçek Zamanlı PZR 

yöntemiyle araĢtırılmıĢtır. Diklofenak Sodyumun IC50 konsantrasyonu 32 µM/mL; 

Selonsertib‟in  ise 120 µM/mL olarak belirlenmiĢtir. Flow sitometride elde edilen IL-1β 

sonuçlarına göre ise; Diklofenak Sodyum E.coli LPS uygulamasından sonra yaklaĢık 

3.1 kat, P. aeroginosa LPS uygulamasından sonra 6.8 kat ve S.enteritidis LPS 

uygulamasından sonra ise; 4.9 kat IL-1β seviyesi üzerinde bir inhibisyon sağlamıĢtır. 

Selonsertib ise; E.coli LPS uygulamasından sonra yaklaĢık 21.5 kat, P.aeroginosa LPS 

uygulandıktan sonra sonra 31.9 kat ve S.enteritidis LPS uygulamasından sonra ise 16.5 

kat IL-1β seviyesi üzerinde bir inhibisyon görülmüĢtür. mRNA seviyeleri LPS‟lerin 

kendi aralarındaki değerlendirmeleri sonucunda TNF-α gen düzeyinde, P. aeroginosa 

LPS ve Diklofenak Sodyum uygulaması ile 12 kat azaldığı, IL-1β gen düzeyinde, P. 

aeroginosa LPS ve Diklofenak Sodyum uygulaması ile 2,28 kat azaldığı, ASK-1 gen 

düzeyinde, P. aeroginosa LPS ve Selonsertib uygulaması ile diğer gruplara göre daha 

iyi inhibisyon yaptığı görülmüĢtür.  

ÇalıĢma sonunda ise, Selonsertib‟in Diklofenak Sodyum gibi inflamasyonda kritik rol 

oynayabileceği araĢtırılmıĢtır. 

Anahtar Sözcükler: Selonsertib (GS4997), Diklofenak Sodyum, Ġnflamasyon, THP-1. 
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ABSTRACT 

EFFECTS OF SELONSTIBIN (GS4997) ON MONOSITE CELLS WITH 

DIFFERENT MICROBIAL RESOURCES LIPOPOLISAKKARITLES 

 

Fatma GÜNDOĞAN 

Departent of Pharmaceutical Microbiology 

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2018 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTÜRK 

 

Inflammation is a fight against an effect that can damage the tissue or organ itself. 

Important cytokines in inflammation; TNF-α, IL-1β. In the treatment of inflammation; 

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs are used. In the thesis, Selonsertib, an ASK-1 

inhibitor, Phase II studies, was investigated with WST-1 cytotoxicity test by flow 

cytometry and Real Time PZR method on the immunosubstances of THP-1 human 

monocyte cells stimulated with different microbial lipopolysaccharides. Diclofenac 

Sodium IC50 concentration 32 μM / mL; Selonsertib was determined to be 120 μM / 

mL. According to the results of IL-1β obtained from flow cytometry; Diclofenac 

Sodium E. coli Approximately 3.1 fold after LPS application, 6.8 fold after P. 

aeroginosa LPS application and after S. enteritidis LPS application; 4.9 fold an 

inhibition on IL-1β level. Selonsertib is; after E. coli LPS administration, an inhibition 

was observed at about 21.5 fold, after P. aeroginosa LPS administration, then 31.9 fold 

and after S. enteritidis LPS administration at 16.5 fold IL-1β level. As a result of 

evaluations of mRNA levels of LPS, TNF-α gene level decreased 12 times with P. 

aeroginosa LPS and Diclofenac Sodium application, IL-1β gene level decreased 2.28 

times with P. aeroginosa LPS and Diclofenac Sodium application, ASK -1 gene, 

P.aeroginosa LPS and Selonsertib showed better inhibition than the other groups. 

At the end of the study, it was investigated that Selonsertib could play a critical role in 

inflammation like Diclofenac Sodium. 

 

Key Words: Selonsertib (GS4997), Diclofenac Sodium, Inflammation, THP-1. 
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1. GĠRĠġ 

Prokaryotik hücre yapısına sahip bakteriler, hücre duvarı farklılıklarına göre yapılan 

Gram boyama sonucuna göre; Gram (+) ve Gram (-) olarak ikiye ayrılırlar. Gram (+) 

bakterilerde, teikoik asit bulunur. Fosfodiester bağı ile bağlanan gliserol, ribitol içeren 

bu tabaka suda çözünebilen karakterdedir (Johnson, 2013). Gram (-) bakterilerde ise; dıĢ 

membranda lipoprotein ve lipopolisakkarit denilen yapılar bulunur. Bu katman toksik 

bir karakterde olup bakterilerin endotoksinini oluĢturur. Antijenik özellikte olmamakla 

birlikte hastalarda inflamasyon bulgularından olan yangı, ateĢ gibi etkileri oluĢtururlar.  

Ġmmün sistem; canlıları oluĢan hastalıklara karĢı koruyan bir sistemdir. Patojenler ve 

çeĢitli tümör hücrelerini tanıyıp onlara savaĢ açan bu sistem, vücuda giriĢ yapan her 

maddeyi tanır canlının sağlıklı hücrelerinden yabancı maddeyi ayırır (Chinen vd., 

2006). 

Ġmmün yanıt, immün sistemin bileĢenleriyle enfeksiyöz ajanların arasında kompleks bir 

dizi etkileĢiminden oluĢur. Ġmmün yanıt, aktif ve pasif immünite olmak üzere ikiye 

ayrılmaktadır. Hümoral ve hücresel immün mekanizmalarına sahiptir. Kompleman 

sistem hümoral immün yanıt ile inflamatuvar yanıtı ve patojenin fagositoz ve lizisini 

birbirine bağlar (Anuforom vd., 2015). Ġnflamasyonu inhibe etmek için genellikle 

aspirin, Diklofenak Sodyum gibi, siklooksijenaz-1 inhibitörü olan nonsteroidal 

antiinflamatuvar ilaçlar kullanılmaktadır. 

 

Selonsertib (GS-4997) ASK-1 inhibitörü olarak Faz II deney aĢamasında olan etkili bir 

antineoplastik bir maddedir. Üzerinde farklı etkilerinin araĢtırıldığı bu ajanın, immün 

sistem üzerindeki etkilerinin hücre inflamasyon modeliyle araĢtırılması tezin temel 

amacıdır. Bu amaçla öncelikle pozitif kontrol olarak kullanılan diklofenak sodyum ve 

selonsertib‟in WST-1 yöntemi ile sitotoksisite deneyi, ardından flow sitometri cihazıyla 

IL-1β seviyesinin ölçümü ve ardından RT-PZR ile TNF-α, IL-1β veASK-1 mRNA gen 

ekspresyon seviyeleri araĢtırılmıĢtır. 
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2.1.2.1. Salmonella enteridis 

Salmonella suĢları hücre içi patojenlerdir. Ġnsanlarda gıda zehirlenmelerine neden olan 

sistemik infeksiyon tipindeki Salmonella tavukların barsak sisteminde bulunmaktadır. 

Son yıllarda Salmonella ile ilgili hayvanlarda ve ulusal sağlık problemlerinde artıĢ 

görülmekte olup Salmonella enteritidis dünyada yaygın bir problem olmaya baĢlamıĢtır. 

Tavuk eti, yumurta ve ürünlerinin tüketilmesiyle insanlarda zehirlenmelere neden olan 

Salmonella enteritidis 1–3 µm boyunda, 0.5– 0.7 µm eninde, uçları düz hafif yuvarlak, 

sporsuz, kapsülsüz basillerdir, anilin boyalarla kolayca boyanır ve Gram (-)‟dir (Bekar 

vd., 1993). Sıvı besiyerlerinde homojen bulanıklık yaparak ürer, katı besiyerlerinde 24-

48 saat içinde yuvarlak, düz kenarlı, kabarık, düzgün yüzeyli koloniler oluĢturur 

(Calnek vd.,1996). Optimal üreme sıcaklığı 37°C‟dir. En uygun ortam asiditesi pH 

7.4‟dür (Davison vd.1996) (ġekil 2.1.2). 

VahĢi tip Enterobakteriyal türlerine ait O-zincirleri koloni morfolojilerinden dolayı 

“smooth” (S) olarak adlandırılmaktadır. Mutant Enterobakteriler LPS O-zinciri 

içermeyen rough görünümde koloniler oluĢtururlar. Bunlar “rough” (R) olarak 

adlandırılmaktadır ve LPS‟i ise core bölgelerinin kısalıĢını ifade eden Ra, Rb, Re olarak 

adlandırılmaktadır. Büyümekte olan Re mutant bir gram (-) bakterinin duvarında 

minimal LPS yapısında lipid A bölgesine 2 Kdo (Kilo Dalton) kalıntısı ile bağlanmıĢ bir 

LPS yapısı olduğu görülmüĢtür (Caroff vd.,2003) 

2.1.2.2. Pseudomonas aeuroginosa 

Pseudomonas aeruginosa 1,5-3 µm geniĢliğinde, bazen ikili bazen de kısa zincirler 

halinde görülen sporsuz, kapsülsüz, çubuk Ģeklinde aerob bakteridir. Çoğu kez bir 

uçlarında bir, nadiren iki-üç adet kirpiği vardır ve çok hareketlidirler. Kolay boyanırlar 

ve Gram (-)‟tirler. Uzun süre beklemiĢ kültürlerinde ve antiseptik maddelerin 

bulunduğu ortamlarda kısa veya çok uzun deforme Ģekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz 

olanları, R (rough) tipinde üreyenlerin bulunduğu bildirilmiĢtir (Sadoff, 1974) (ġekil 

2.1.2) 

P.aeruginosa; Kanlı agarda hemoliz yaparlar ve beta hemolitiktirler. Jelatin ve koagule 

plazmayı eriterek parçalarlar. Glikozu oksidatif yolla parçalayıp asite dönüĢtürürler. 

Laktoz ve sakkarozu kullanamazlar. Oksidaz pozitif olmaları ile Enterobacteriaceae 

familyası üyelerinden ayrılırlar. Asetamini deamine ederek amonyak oluĢtururlar. 

NiĢastayı parçalayamazlar. Katalaz ve sitrat reksiyonları pozitiftir. L-arjinin dihidrolaz 



5 

 

oluĢtururabilirken, lisin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz oluĢturmazlar. Ġndol ve 

H2S oluĢturmazlar. Metil kırmızısı ve Voges-Proskauer (VP)  negatiftir (Frobisher, 

1968). 

P.aeruginosa'nın 17 somatik (O) ve 6 flagella (H) antijeni vardır. O antijeni ısıya 

dayanıklı, flagella ve fimbria antijenleri ısıya dayanıksızdır. Fosfatazlar, proteazlar ve 

fosfolipazlar da antijen olarak rol oynarlar ( Ilgaz,1999). 

2.1.2.3.Echerichia coli 

Echerichia coli, Escherichae cinsinin en önemli türüdür. Basil veya kokobasil karakterli 

bir tür olup, 2-6 µm boy ve 1-1.5 µm enine sahip bakterilerdir. Gram (-) bazen hareketli, 

fakültatif anaerob, 1-2 mm çapında S tipi koloni oluĢturan bakterilerdir (ġekil 2.1.2). 

Enterobacter‟lerden ayırılan en belirgin özelliği 44
o
C‟de üreyebilmeleridir. 

E.coli glikoz, laktoz, maltoz gibi Ģekerleri parçalayarak asit ve gaza çevirir. NiĢastadan 

gaz oluĢturmaz, Ġndol pozitif, Metil red teseti pozitif, VP testi negatif, Sitratlı 

besiyerinde ürerler. IMVIC testleri (++--)‟dir. KCN testi negatiftir. Genellikle H2S 

oluĢturmazlar. Ayrıca SS Agar, MacConcey Agar ve Endo Agarda laktozu kullanması 

sonucu kırmızı renkli koloniler oluĢturur (http 5). 

2.2. ĠMMÜN SĠSTEM 

Ġmmünite, zararlı olan her türlü maddeye (mikroorganizma, protein ve polisakkarid 

gibi) karĢı organizmanın verdiği reaksiyonu tanımlayan bir kavramdır. Ġmmün yanıt, 

yabancı madde ile karĢılaĢmada immün sistem hücre ve moleküllerinin karĢılıklı ve 

düzenli etkileĢimleriyle ortaya çıkan savunmadır. Ġmmün yanıtı baĢlatan yabancı 

maddeler antijen veya immünojen olabilir (Abul K, 2006). 

Ġmmünojen terimi, sadece immün yanıt oluĢturma yeteneğindeki herhangi bir madde 

için kullanılır. Antijen ise daha ziyade bir molekülün, spesifik immünitenin ürünleri ile 

reaksiyona girebilme yeteneğini tanımlar, her zaman spesifik immüniteyi oluĢturması 

beklenmez. Bütün immünojenlerin antijen olduğu ifade edilir, ancak bunun aksi her 

zaman geçerli olmayabilir. Yeryüzünde yaklaĢık 10
9
 sayıda antijenin var olduğu kabul 

edilmektedir. Hastalık yapan mikroorganizmaların çoğu iyi bir antijen yapısındadır 

(Delves ve Roitt, 2000). 

Ġmmün yanıt, normalde bireyi infeksiyonlardan ve yabancı olan maddelerden korur. 

Ġmmün sistem vücudun hemen her yerinde karĢılaĢtığı sayısız yabancı antijene karĢı 

savunma yapmak zorundadır. Bu nedenle immün sistem hücrelerinin kan, lenf ve 
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dokular arasında dolaĢabilme ve gerekli bölgelerde yerleĢebilme özellikleri savunmada 

dinamik bir ağ oluĢturur (Mellman, 2013).  

Antijenin vücuda giriĢ yeri, oluĢacak immün yanıtı etkiler. Deri yoluyla alınan 

antijenler, bu dokudaki makrofajlar (Langerhans hücre) ile tanınır ve lenfatik yoldan 

bölgesel lenf düğümlerine taĢınır ve immün yanıt hem antijenin giriĢ yerinde hemde 

iliĢkili lenf bezinde baĢlar. Kan dolaĢımı ile giren antijenler dalaktaki makrofajlarca 

tanınır. Solunum yolu, gastrointestinal kanal mukozasından girenler ise bölgedeki 

mukoza iliĢkili lenfoid doku ile temas eder ve burada gerekli immün yanıt geliĢir 

(Sparber, 2014).  

2.2.1. Ġmmün Sistemin BaĢlıca Organ ve Hücreleri 

Ġmmün sistemin organ ve dokuları baĢlıca iki grupta toplanır. Birincisi, Santral lenfoid 

organlardır ki bunlar; kemik iliği ve timus, lenfositlerintüm özelliklerini kazanarak 

olgunlaĢtığı organlardır. Ġkincisi, Periferik lenfoid organlar olup bunlar; dalak, lenf bezi, 

mukozal lenfoid doku (mucosa associated lymphoid tissue, MALT), edinsel immün 

yanıtın baĢladığı organlardır. Ġmmün hücreler santral organlarda olgunlaĢır, periferik 

organlarda görevlerini yaparlar (Jakab, 2015). 

Ġmmün sistemin tüm hücreleri tek bir kök hücreden geliĢir. Kemik iliğinde pluripotent 

hemotopoetik kök hücreden özelleĢmiĢ iki farklı öncül hücre oluĢmaktadır. Bunlar 

myeloid progenitör hücre ve lenfoid progenitör hücredir. Myeloid progenitor hücreden 

eritrosit, trombosit, granülosit, monositler ve mast hücreleri geliĢmektedir. 

Lenfoidprogenitor hücreden lenfositler (T ve B) geliĢmektedir (Tablo 2.2.1) (ġekil 

2.2.1) 
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(opsonizasyon) nötrofil içine alınmalarını kolaylaĢtırmaktadır. YaĢam süreleri kısadır 

(birkaç saat-birkaç gün). Ġnflamasyon sırasında sayıları 2-3 kat artar. Ġnflamasyon 

bölgesine ilk ulaĢan hücrelerdir (Dinauer, 2014). 

2.2.1.2. Monosit-Makrofaj  

Periferik kanda kısa ömürlü hücrelerdir. Kandan dokulara göç eden monositler, 

farklılaĢarak makrofajları oluĢtururlar. Makrofajlar tüm vücut dokularına yayılmıĢ olup, 

yerleĢtiği yerde özel isimleri ile anılmaktadır; karaciğerde „kupfer‟, deride 

“Langerhans” hücreleri, alveollerde “alveolar makrofajlar”, beyinde “mikroglial 

hücreler”, böbrekte “mezenĢimal hücreler” ve kemikte “osteoklast” olarak bilinirler. 

Monosit ve makrofajlar profesyonel fagositik hücreler olup doğal immünitede önemli 

rol oynarlar, antikor ile kaplı bakteri ve tümör hücresinin yıkımı ve parçalanması gibi 

efektör görevleri vardır (Van De Wiele vd,. 2014).  

Yabancı ve zararlı olan maddeler, reseptör ve ligand bağlanmasından sonra aktine bağlı 

motilite ile makrofaj içine alınır, fagozom oluĢumu ve lizozom ile füzyon oluĢumu 

sonucunda fagolizozom içinde parçalanır ve zararsız duruma getirilir. TNF-α ve IL-1 

gibi sitokinler aracılığıyla monosit/makrofajlar antikora bağlı olmayan litik aktivite 

gösterirler. Makrofajların patojenleri tanıması, patojen iliĢkili moleküler motifler 

(PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern, PRR: Pattern Recognition Receptors), 

Toll like reseptörler (TLR), Mannoz reseptörleri (MR) gibi bazı yüzey molekülleri ile 

olur. Makrofajların yabancı ajan ile temasında IgG‟nin Fc parçasına karĢı (CD16, 

CD32) reseptörler, kompleman reseptörleri (CR) surfaktan proteini, CD14(LPS 

reseptörü) ve sitokin reseptörleri rol oynar (Van De Wiele vd,. 2014).  

Monosit-makrofajlar dokularda çeĢitli hidrolitik enzimler, oksidatif metabolizma 

ürünleri ve kemoatraktan çeĢitli sitokin (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15 gibi) ve 

kemokinler aracılığı ile proinflamatuar ve antiinflamatuar görevlerde bulunurlar. 

Makrofajlar sitokin üretimi ile hem doğal, hemde edinsel immünitede önemli görev 

yaparlar. Proinflamatuar sitokinlerin (IL-1,IL-6, IL-8,TNF) üretimi ile inflamasyonda, 

IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler aracılığıyla T ve B hücrelerin antijene bağlı aktivasyonunda 

temel rol alırlar. IL-12 ile hücresel immün yanıtta rol oynarlar (Linton ve Thoman, 

2014).  
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2.2.1.3. Dendritik/Langerhans hücreler  

Kemik iliğinden köken alan, yüzeyinde yüksek düzeyde HLA Sınıf II ve adezyon 

moleküllerine sahip olan ve antijen sunumu yapan bir hücre grubudur. Antijen sunan 

hücreler içinde yer alırlar. Epitelde bulunan immatür dendritik hücrelerce alınan antijen 

afferent lenf yolu ile periferik lenfoid organlara (dalak, lenf bezi, mukozal lenfoid doku) 

taĢınır ve buradaki T lenfositlere sunulur. Matür dendritik hücreler, antijeni zayıf T 

hücrelerine sunarlar ve aktive ederler. Dendritik hücreler kanda çok az miktarlarda 

bulunur (Linton ve Thoman, 2014).  

Ciltte ve mukoza yüzeylerin altında bulunanlar Langerhans hücresi adı ile bilinirler. 

Bazı sitokinlerin varlığında (IL-1,IL-4,TNF-α) kültürlerde çoğalabilirler. Foliküler 

dendritik hücreler, B hücrelerine antijen sunumu yaparlar ve bellek B hücre oluĢumunda 

rol oynadıkları düĢünülür. Periferik lenfoid organların germinal merkezlerine veya 

foliküllerine ulaĢan antijenleri tanırlar. Makrofajlar ve dendritik/Langerhans hücreler 

dıĢında, B lenfositleri de antijen sunumu yaparlar (Linton ve Thoman, 2014).  

2.2.1.4. Mast hücresi  

Solunum ve sindirim sistemlerinde ayrıca deride fazla sayıda bulunur. Anjiyogenez, 

doku onarımı ve vücudun mikroorganizmalara karĢı savunulmasında görev alırlar 

(Dahlin ve Hallgren, 2015). 

2.2.1.5. Eozinofil  

Parazitik infestasyonlarda ve alerjik inflamasyonda görev alan hücrelerdir. Fagositoz 

yeteneği dıĢında, hasar verici granül içeriğini dıĢ ortama salgılayarak parazitleri yok 

ederler (Scarlata, 2015). 

2.2.1.6. Trombosit  

IgG için Fc reseptörüne sahiptirler. Ġmmün komplekslere bağlandıklarında vazoaktif 

aminleri ve diğer mediatörleri salgılarlar (Jenne ve Kubes, 2015). 

2.2.1.7. Doğal öldürücü hücre (NK, Natural Killer)  

Doğal immün sistemde görev alan hücre grubudur, kesin olmamakla birlikte lenfoid kök 

hücresinden geliĢtiğini bildiren kaynaklar vardır. Periferik kandaki lenfositlerin %10-15 

kadarını oluĢturur, lenfositlere benzerdir, onlara göre daha büyük ve granüllüdür, büyük 

granüler lenfosit (LGL) olarak da anılırlar. Granüllerde bulunan granzim ve perforin ile 

hedef hücreleri öldürülür. T ve B hücrelerde bulunan antijen spesifik reseptörler, NK 
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hücrelerinde bulunmaz. NK hücrelerinin çoğu, CD16, CD56 ve CD57 yüzey 

molekülleri taĢırlar. Yüzey molekülleri ile hedef hücreyi (virus ile enfekte hücre ve 

tümör hücresi gibi) tanır ve öldürücü aktivite(sitotoksisite) göstererek onları yok 

ederler. Ayrıca antikor ile kaplanmıĢ hücreleri de öldürme özelliği vardır. NK hücre 

yüzeyindeki Fc reseptör ile „antikor bağımlı hücre aracılı sitotoksite‟de (ADCC) önemli 

rol oynar (Orange, 2013). 

2.2.1.8. Endotel hücreler  

Ġmmün yanıta doğrudan katılmazlar, ancak inflamatuar reaksiyonlarda rol oynarlar. 

Endotel hücreleri, intersellüler, vasküler ve mukozal adezyon moleküllerini eksprese 

ederler. Lökositlerin dolaĢımdan dokulara geçiĢini, damar endoteli üzerinde bulunan 

adezyon molekülleri ile birlikte sağlarlar. ÇeĢitli sitokinlerle aktive olduklarında, MHC 

Sınıf II moleküllerini eksprese ederek antijen sunan hücre gibi davranabilirler (Glynn ve 

Hinds, 2014). 

2.2.1.9. Lenfositler  

Morfolojik olarak tüm lenfositler birbirine benzerdir, ayırt edilemez, ancak 

fonksiyonları ve fenotipik karakteristikleri ile birbirlerinden ayrılan üç büyük lenfosit 

popülasyonu vardır: T lenfosit (hücresel immünite), B lenfosit (humoral immünite) ve 

doğal öldürücü hücre (NK) (doğal immünite). Lenfositler (T ve B), kemik iliğinde 

hematopoetik kök hücrenin bir alt kolu olan lenfoid progenitör hücrelerden köken alırlar 

ve santral lenfoid organ olan kemik iliğinde; B lenfosit, timusta ise T lenfosit, 

lenfositlerin tüm özelliklerini kazanırlar(Sakaguchi vd. 2001). 

2.2.1.10. T lenfosit 

Kemik iliğinden timusa gelen timositler geliĢme sürecinde; antijen reseptörünü (T hücre 

reseptörü=TCR), kazanır. Pozitif ve negatif seleksiyon (self antijenleri yabancı olandan 

ayırt etme yeteneği) safhalarını geçirdikten sonra olgun T hücreler (CD4
+
T lenfosit ve 

CD8
+
T lenfosit) olarak periferik dolaĢıma geçerler. Periferik kanda total kan 

lenfositlerinin yaklaĢık %70 kadarı CD4
+ 

T yardımcı (Th, T Helper), %25 kadarı ise 

CD8
+ 

T sitotoksik (Tc) bulunmaktadır. Tüm T lenfositler yüzeylerinde CD3 molekülü 

taĢırlar. T lenfositler hücresel immün yanıtta anahtar rol oynarlar (Sakaguchi vd. 2001).  
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2.2.1.11. T hücre reseptörü (TCR)  

T hücrelerin immün yanıt verebilmeleri için uygun Ģekilde sunulan antijeni tanıması 

gereklidir. T lenfositler antijeni TCR ile tanırlar. Bu reseptörler belli bir antijene özgü 

yanıt geliĢmesini sağlar. Antijen tanımayı sağlayan TCR‟ler polipeptid zincirlerine göre 

iki tiptir. Periferik kandaki T hücrelerinin %90-95‟i TCR-αβ taĢır ve antijen ile 

etkileĢimi, MHC molekülüne bağımlıdır. TCR-αβ hücreler CD4
+
 ve CD8

+
 hücrelerdir 

ve immün yanıttan doğrudan sorumludurlar (Ataca ve Arslan, 2015).  

2.3. Bakterilere KarĢı Ġmmün Yanıt 

Bakterilere karĢı immün cevapta hem hücresel hem de humoral bağıĢıklık sistemleri 

rolalır. Bakteriler immün cevabı tetikleyebilecek hem çok çeĢitli yüzey antijenleri, hem 

detoksinlere sahiptirler. Hümoral immünite, ekstrasellüler bakterilere karĢı koruyucu 

spesifik immün cevaptır. Bu bakterilerin hücre duvarı ve kapsüllerindeki immünojenik 

yapılar, timusa bağımlı olmayan antijenler olarak bilinen polisakkaridlerdir. Bu 

antijenler B lenfositlerini doğrudan uyararak güçlü bir spesifik IgM cevabına yol açarlar 

(Mills vd., 1994).  

Ekstraselüler bakterilere karĢı olan hücresel immün yanıtta HLA Sınıf II molekülü ve 

CD4
+ 

T hücreleri yardımıyla immün cevap oluĢur. Ekstrasellüler bakteriler antijen 

sunan hücreler tarafından fagosite edilirler. Bu antijenlere hücre içinde bir iĢlem 

uygulandıktan sonra bu antijen sunan hücrelerlerin yüzeyinde bulunan antijen, HLA 

Sınıf II molekülü ile birlikte belirginleĢir. CD4
+
 T hücreleri yardımcı T lenfositleri olup, 

B lenfositlerini antikor sentezlemek için uyarırlar. Bazı bakteriyel toksinlerin çok sayıda 

CD4
+
 T lenfositleri uyardıkları bilinmektedir. Bu toksinler süper antijenler olarak 

bilinir. Bu antijenlerin önemi, T hücrelerinin aktive olması ile fazla miktarda sitokin 

yapılmasına ve endotoksik Ģoka benzeyen klinik tablolara yol açabilmeleridir (de Vries, 

1989). 

2.3.1. Endotoksin 

Bakteri hücre duvarı bileĢenleridir. Gram (-) bakterilerde endotoksine lipopolisakkarit 

adı verilir. LPS makrofajlardan sitokin salınımını uyarırve iyi bir adjuvandır. 

Organizma LPS‟ lere fazla miktarda veya sistematik maruz kaldığında sistemik bir 

yangısal reaksiyon meydana gelebilir ve bu da endotoksin Ģoku, doku hasarı ve ölüm 

gibi çoklu fizyopatolojik etkilere sebep olabilir (Anspach, 2001; Ogikuba vd., 2004). 
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Bununla birlikte, endotoksinler hücre ve organlara direkt etki etmezler (Heilman, 1965; 

Heilman, 1968), bunun yerine immün sistemin aktivasyonu, özellikle de monosit ve 

makrofajlar baĢta olmak üzere immün sistem hücrelerinin aktive edilmesi ve dolayısıyla 

immün yanıtın artırılması ile etki gösterirler (Forehand vd., 1989). Bu hücrelerin 

sentezledikleri maddeler özellikle tümör nekroz faktörü (TNF), birçok interlökinler, 

prostoglandinler, koloni sitümüle edici faktörler, trombosit aktive edici faktör ve serbest 

radikaller gibi mediyatörlerdir (Rietschel vd., 1994).  

Westphal ve Jann (1965), endotoksinleri saflaĢtıran ilk araĢtırıcılar olmuĢtur. Bu 

araĢtırıcılar değiĢik Gram (-) bakterilerden sıcak fenol-su ekstraksiyon yöntemini 

kullanarak yüksek oranda saf, biyolojik olarak aktif endotoksin elde etmiĢlerdir. Elde 

ettikleri ürün, proteinden yoksun olup, sadece karbonhidrat, yağ asiti ve fosfor 

içermekte idi. Bu araĢtırıcılar aynı zamanda endotoksinleri tanımlamak için 

"lipopolisakkarit" (LPS) terimini ilk kullananlardır. 

Lipopolisakkaritler olarak da adlandırılan endotoksinler, Gram (-) bakterilerin dıĢ 

membranının ana bileĢenidir (Kirikae vd., 1998). Bakterilerin sitoplazmik membranında 

lipopolisakkarit veya lipoprotein yapısında bulunurlar (Raetz vd., 1991). Bu bileĢikler, 

bakterileri dıĢ ortama karĢı korumak ve yarı geçirgen bir membran oluĢturmak için 

tasarlanmıĢlardır (Hirayama vd., 2002). Bunlar hidrofobik bir lipid parçasına kovalent 

olarak bağlanan bir hidrofilik polisakkarit parçasından oluĢmuĢtur (Ogikuba vd., 2004).  

2.3.1.1. Endotoksinlerin etki mekanizması  

Endotoksinlerin oluĢturduğu doku hasarı, Ģok ve ölüm gibi fizyopatolojik etkileri 

oldukça çeĢitlilik gösterir (Ogikubo vd., 2004). Endotoksinler hücre ve organlar üzerine 

direkt etki etmezler (Rietschel vd., 1994). Fakat bunun yerine, monosit ve makrofajlar 

baĢta olmak üzere immün sistemin aktive edilmesiyle ve dolayısıyla immün yanıtın 

artırılması ile etki gösterirler (Forehand vd., 1989). Bu durum, aktive edilen immün 

sistem hücrelerinden özellikle TNF, interlökinler, prostoglandinler, koloni sitümüle 

edici faktörler, trombosit aktivite edici faktörler ve serbest radikaller gibi mediyatörlerin 

salınmasına sebep olur (Magalhaes vd., 2007). 

LPS'lerin moleküler aktiviteleri, LPS molekülünün kendisinden kaynaklanmaz. Bunun 

yerine endotoksinin, LPS'lere duyarlı hücrelerle etkileĢimi sonucu üretilen medyatörler 

tarafından indirekt olarak indüklenir (Galanos vd., 1993). Makrofajların, LPS 

molekülünün Lipid A bölümü tarafından indüklenen aktivasyonu, biyoaktif lipidlerin, 
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reaktif oksijen türlerinin ve özellikle de TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-10 gibi peptit 

mediyatörlerinin üretilmesine yol açar (Galanos ve Freudenberg, 1993).  

Enfeksiyona karĢı vücut ısısında artma, bakteriyal, viral enfeksiyonlar, tümör nekrozuna 

karĢı savaĢma gibi yararlı etkiler görülür (Bui, 2012). Bu yararlı etkiler yüksek ateĢin 

tedavisinde, tümörlerin yok edilmesinde ve non-spesifik olarak immün yanıtın 

geliĢtirilmesinde kullanılmaktadır (Golenbock vd., 1991; Pugin vd., 1995). 

2.4. ProinflamatuarSitokinler 

Sitokinler; immünolojik ve inflamatuvar travmaya karĢı doku cevabında ortaya çıkan, 

makrofajların aktive edilmesi, yangılı dokuda fibroblastların geliĢmesi, kemik iliğindeki 

lökosit prokürsörlerinin aktivasyonu, kas yıkılanması ve beden ısısının artıĢından 

sorumlu maddelerdir (Miert, 1995; Özcan vd., 1996; Tsiotou vd., 2005).Proinflamatuar 

özellikte olan sitokinler (TNF-α/β, IL-1- α/β, IL-6, IFN-α/β ve makrofaj inhibitör 

protein-1) (Miert, 1995). Ġnflamasyon olgularında ilk TNF-α uyarılmaktadır (Van der 

Poll ve van Deventer, 1999; Van der Poll, 2001; Otto, 2007).  

Sağlıklı bireylerdeki serum TNF-α seviyesi genellikle tespit edilemeyecek seviyede 

iken sepsis ve kritik hastalık durumlarında, endojen ve ekzojen uyarıcı faktörlerle 

düzeyi artmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda TNF-α, IL-1β ve IL-6‟nın plazma 

düzeylerinin yüksek olması ile mortalite arasında doğru orantı olduğu gösterilmiĢtir 

(Murdaca vd., 2013).  

TNF-α‟nin varlığı ilk kez kendiliğinden geliĢen tümör vakalarında belirlenmiĢ ve 

farelerin deneysel subkutan tümörlerinde hemorajik nekroz oluĢturduğu için bu isim 

verilmiĢtir (Diker, 2005).  

Sepsis/endotoksemi olgusunun en önemli belirteçleri, serumda yüksek düzeyde 

belirlenen TNF-α ve IL-1β‟dır. Ġki sitokin sinerjistik etkiyle, inflamasyonu artırarak 

klinik bulguların büyük kısmının ortaya çıkmasına neden olurlar (Bochud vd, 2003; 

Hopkins, 2003; Ahmetvd., 2009). TNF-α‟nın sepsis ve geliĢebilecek septik Ģokta ortaya 

çıkan ateĢ, ishal, metabolik asidoz, pıhtılaĢmanın uyarılması, böbrek ve kan hücreleri ile 

ilgili bozukluklara neden olduğu belirlenmiĢtir (Okajima, 2001; Ahmetvd., 2009).  

TNF-α‟nın etkileri IL-1β ile desteklenmektedir. Ayrıca TNF-α ve IL-1β‟nın tek 

baĢlarına septik Ģok belirtilerine neden olabildiği de bildirilmektedir. TNF-α ve IL-1β 

sinerjik etkileĢim ile doğrudan veya dolaylı yollarla hemodinamik ve inflamatuvar 
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değiĢikliklerin birçoğuna aracılık etmektedir (Doherty vd., 1992; Remick, 2007; 

Ahmetvd., 2009). 

2.5. Apoptoz Sinyal Düzenleyici Kinaz 1 (ASK-1) Ġnhibitörleri ve Etki 

Mekanizmaları 

Apoptoz Sinyal Düzenleyici Kinaz 1 (ASK-1) ilk olarak Ichjio vdadaĢları tarafından, 

mitojenle aktive olmuĢ protein olan (MAPK) kinazlardan biri olarak tanımlanmıĢtır 

(Ichijo vd. 1997). ASK-1 Sınıfik MAPK ailesi içerisinde yer alır. Sitoplâzmadabulunan 

bu proteinler hücre zarından çekirdeğe bilgi aktarılmasında önem taĢımaktadır. Bu 

sitoplazmik proteinler hücre içindeki diğer proteinlerin, serin (Ser)/treonin (Thr) amino 

asitlerine fosfat gruplarını aktararak etkinliklerini düzenleyebilirler. MAPK ailesi; gen 

ekspresyonu, hücre bölünmesi, apoptoz, metabolizma, farklılaĢma ile iliĢkili süreçlerin 

kontrolündeki sinyal iletimi yolaklarını oluĢtururlar (Obara vd. 2010) (ġekil 2.5.1) 

(ġekil 2.5.2) 
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tümörlerle ve büyüme faktörleri ile indüklenebilen bir enzimdir (Khan vd., 2007; 

Queiroga vd., 2007). NSAID‟lar NF-KB‟nin etkinliğini engelleyerek, proinflamatuar 

sitokinler, iNOS ve COX oluĢumunu engeller (Meduri, 1999; Ahmetvd., 2009). 

2.4.1. Diklofenak Sodyum 

 

 

 

ġekil 2.4.1.1:Diklofenak Sodyum’nun Kimyasal Yapısı(http 9) 

 

Bir fenil asetik asit türevi nonsteroid antiinfiamatuarilaç olan diklofenak, yapısal ve 

farmakolojik olarak mefenamik asit ve meklofenamat sodyuma benzer (ġekil 2.4.1.1). 

Diklofenak‟ın analjezik potensi indometazin, sulindak veya kodein kadarken, aspirin ve 

naproksenden 5-15 kat fazladır. Diklofenağın ürikozürik aktivitesi yoktur (Hannah vd., 

2015) 

2.4.2. Selonsertib (GS4997) 

 

ġekil 2.4.2.1:Selonsertib (GS-4997)’in Kimyasal Yapısı(http 10) 
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Selonsertib (GS-4997) (C24H24FN7O), ASK-1 inhibitörü olan potansiyel bir anti 

inflamatuar, antineoplastik ve antifibrotik aktiviteleri olan bir inhibitördür. Apoptoz 

sinyal düzenleyici kinaz 1‟in (ASK-1) oral biyoyararlanımı inhibitörürdür (ġekil 

2.4.2.1).  ASK-1'in katalitik kinaz alanına hedefler bağlanır, böylece fosforilasyonunu 

ve aktivasyonunu önler. Bu, c-Jun N-terminal kinazlar (JNK'ler) ve p38 mitojenle aktive 

olan protein kinaz (p38 MAPK) gibi aĢağı akım kinazların fosforilasyonunu önler. 

ASK-1 bağımlı sinyal transdüksiyon yollarının aktivasyonunu önleyerek, Selonsertib 

inflamatuar sitokinlerin üretimini önler, fibroziste yer alan genlerin ekspresyonunu 

aĢağı regüle eder, aĢırı apoptozu bastırır ve hücresel proliferasyonu inhibe eder (http 8). 

Ayrıca mitojen ile aktive olan protein kinaz 5 (MAP3K5) olarak da adlandırılan ASK-1, 

oksidatif ve endoplazmik retikulum (ER) stresi, kalsiyum akıĢı ve infeksiyona yanıt 

olarak aktive edilir. Belli bazı kanser türlerinin yanı sıra bazı kardiyovasküler ve 

nörodejeneratif hastalıkların, diyabetin geliĢiminde önemli bir rol oynar (http 8). 
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3. GEREÇLER 

3.1. Kullanılan Hücreler 

Ġnsan Monosit Hücre Hattı (THP-1) ATCC (American Tissue Culture Collection) 

(ATCC kodu: TIB-202). 

3.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler, Ġlaç Etkin Maddeleri ve Laboratuvar 

Gereçleri 

Lipopolysaccarides from S.enteridis serotype enteritidis (L4774 10MG-Sigma, 

Almanya). 

Lipopolysaccarides fromP.aeruginosa10 (L9143 10MG-Sigma, Almanya). 

Lipopolysaccarides from E.coli 0111:B4 (L4391 1MG-Sigma, Almanya). 

Diklofenak Sodyum (MA=318.129 g/mol, DFS/16090267-Anti Drugs Ltd., Hindistan). 

Selonsertib (GS-4997) (MA= 445.49 g/mol, Catalog No.S8292-Sellechem, ABD). 

Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, Ġsrail). 

Tripan mavisi (Roche, Almanya). 

 

Tripsin-EDTA 10X (Pan, Biotch, Almanya). 

WST-1 sitotoksisite kiti (25 ml) Cat no:11644807001 (Roche, Almanya). 

cDNASentez Kiti (Katolog no:05091284001, Roche, Almanya) 

Phosphate Buffer Salina (PBS) (Ġnvitrogen, ABD). 

RPMI-1640 medyum (1X) (HyClone, Thermo Scientific, ABD). 

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya). 

Ġnterlökin 1-β Antibody (Biolegend, ABD). 

Amfoterisin B (Biological Industries, Ġsrail). 

Dimetilsülfoksit (DMSO) (Roth, Almanya). 
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0,2 ml‟lik PZR tüpü (Greiner bio-one, ABD). 

10, 100, 1000 ve 5000 μl‟lik otomatik pipetör (Nichipet EX, Japan). 

10, 200, 1000 μl‟lik mikropipet ucu (Ġsolab, Almanya). 

12 kanallı otomatik pipet (Eppendorf, Kanada). 

15 ve 50 ml‟lik santrifüj tüpleri (Isolab, Almanya). 

25 cm2-75 cm
2
‟lik hücre kültür flaskı (Nest, China). 

2ml‟lik Ependorf tüp (Greiner bio-one, ABD). 

5-10 ve 25 ml‟lik serolojik pipet (Nest, China). 

6 ve 96 kuyucuklu hücre kültür plakası (SPL, Korean). 

Cedex smart Slide (Roche, Almanya). 

Kryotüp (2ml) (Cryo.s, Türkiye) 

Lamel (Isolab, Almanya), 

Parafilm (Pechiney, Fransa), 

ġarjlı pipetör (Starlab, Almanya), 

3.2. Kullanılan Cihazlar 

Cedex (Innovatis, ABD), 

Derin dondurucu buzdolabı (Lıebherr, Almanya), 

DNA-RNA çalıĢma kabini HEPA/UV PZR (UVP, Türkiye), 

AkıĢ sitometri cihazı (BD Accuri C6, ABD), 

Hassas terazi (Sartorius, Almanya), 

Ġnverted mikroskop (Leica, Almanya), 

Laminar Flow kabin (Scanlaf, Danimarka), 

Light Cycler 480® (Roche, Ġsviçre), 
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Masaüstü soğutmalı santrifüj (Hettich, Almanya), 

Mikro santrifüj (Hettich, Almanya), 

Mikroplaka okuyucu (ELISA) (BioTek, Belçika), 

NanoDrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD), 

Otoklav (Alp, Türkiye), 

Otomatik pipetler (Nichipet EX, Japonya), 

PZR Thermal Cycler (Gradient PZR) (Takara, Japonya), 

Steril CO2 inkübatörü (Thermo Scientific, ABD), 

Su banyosu (Lab Companion, Kore), 
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4.YÖNTEMLER 

4.1. Deneylerde Kullanılan Hücreler 

ÇalıĢmamızda kullanılan hücre hattı: Ġnsan Monosit Hücre Hattı olan THP-1 hücre 

hattıdır. 

4.2. Kullanılan Araç ve Gereçlerin Hazırlanması 

4.2.1. Kullanılan malzemelerin steril edilmesi 

ÇalıĢmalarda kullanılan cam ve metal malzemeler alüminyum folyolara sarılıolarak 

sterilizatörde 180ºC‟de 2 saat, sıvı solüsyonlar ise otoklavda 121ºC, 1.5atm/Hg‟de 20 

dakika steril edilmiĢtir. Kullanılan tüm sıvı kimyasallar selüloznitrat filtreden 

geçirilerek steril edilmiĢtir. 

4.2.2. Kullanılan kimyasal maddelerin hazırlanması 

4.2.2.1. Diklofenak sodyum 

Toz halindeki Diklofenak Sodyum, 3.18 mg tartılarak 100 µl steril distile suiçinde 

çözülerek 100 mM konsantrasyonda ana stok hazırlanmıĢtır. Bu stok solüsyondan, 

kültür medyumunda çeĢitli seyreltme iĢlemleri yapılarak, 1.56,3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 

100, 200, 400, 800 µM konsantrasyonları hazırlanmıĢtır. Diklofenak Sodyum‟dan 

hazırlanan ana stok, alikotlanarak -20ºC‟de saklanmıĢtır. Deneyde kullanılan 

Diklofenak Sodyum konsantrasyonları da her deney tekrarında taze hazırlanarak 

kullanılmıĢtır. 

4.2.2.2. Selonsertib (GS-4997) 

Toz halindeki Selonsertib (GS-4997), 4.45 mg tartılarak 100 µl dimetilsülfoksit 

(DMSO; Roth) içinde çözülerek 100 mM konsantrasyonda ana stok hazırlanmıĢtır. Bu 

stok solüsyondan, kültür medyumunda çeĢitli seyreltme iĢlemleri yapılarak, 1.56,3.12, 

6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800 µMkonsantrasyonları hazırlanmıĢtır. En yüksek 

Selonsertib konsantrasyonunda  DMSO oranı %0.1 oranında olduğu için kontrol 

grubuna da medyum içinde %0.1 oranında DMSO uygulanmıĢtır. Selonsertib‟ten 

hazırlanan ana stok, alikotlanarak -20ºC‟de saklanmıĢtır. Deneyde kullanılan 

Selonsertib konsantrasyonları da her deney tekrarında taze hazırlanarak kullanılmıĢtır. 
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4.2.3. Kullanılan LPS’lerin hazırlanması 

4.2.3.1. LPS S.enteridis serotype 

10 mg LPS S.enteridis ĢiĢesi ve1 ml steril distile suda çözdürülüp, 0,22 µl‟lik milipor 

filtreden geçirilerek 10 tane viale 100‟er µl  alikotlanarak deneye hazır hale getirilmiĢtir. 

4.2.3.2. LPS P.aeruginosa10  

10 mg LPS P.aeruginosaĢiĢesi 0,22 µl‟lik filtreden geçirilerek 1 ml steril distile suda 

çözüldü ve 10 tane PZR tüpüne 100‟er µl  alikotlanarak deneye hazır hale getirilmiĢtir. 

4.2.3.3. LPS E.coli 0111:B4  

1 mg LPS E.coli ĢiĢesi 2000 µl steril distile suda çözüldü. Ve 100‟er µl‟lik PZR 

tüplerine alikotlandı. 

4.2.4. Hücre kültürü çalıĢmaları 

4.2.4.1. THP-1 hücresinin kültür ortamında çoğaltılması ve deneylere hazırlık 

THP-1 hücresi %1 Amfoterisin B, %10 fötal bovine serum, %1  Penisillin-Streptomisin 

(10000 ünite/ml-10 mg/ml), içeren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO2‟li inkübatörde, 

%95 bağıl nem‟de 37 °C‟de süspansiyon kültür ortamında çoğaltıldı. Kültür kabı %70 

oranında hücre yoğunluğuna sahip olduğu zaman (yaklaĢık 2-3 gün) alt kültürlere 

ayrılarak büyümesi sağlanmıĢtır. Çoğaltılan hücrelerin bir kısmı -80 
o
C‟de dondurularak 

çalıĢmanın sonraki deneyleri için stoklanmıĢtır. 

4.2.4.2. Hücre sayımları 

Flasklarda bulunan THP-1 hücreleri santrifüj tüpüne aktarılarak 1200 rpm‟de 5 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant dökülüp üzerine 1 ml yeni besiyeri eklenmiĢtir ve 

pipetaj iĢlemi yapılmıĢtır. Pipetaj ile hücrelerin besiyerine homojen olarak dağılımı 

sağlanmıĢtır. Hücreler Cedex-Roche cihazında Tripan Blue boyası ile boyanarak sayımı 

gerçekleĢmiĢ ve bu aĢamadan sonraki deneylere hazır duruma getirilmiĢtir. 

4.2.4.3. WST-1 yöntemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi 

THP-1 hücresi süspanse bir hücre olması nedeniyle sitotoksisite testinde WST-1 boyası 

kullanılmıĢtır. WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzenedisulfonate), bir tetrazolyum tuzu olup, canlı hücrelerin mitokondrilerinde 

süksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olararak bağlanır ve suda çözünmeyen 

formazan tuzlarına dönüĢür (ġekil 4.2.4.3.1). Bu dönüĢüm canlı hücrelerde nikotinamid 
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adenindinükleotit fosfatın glikolitik üretimine bağlıdır. Bu nedenle oluĢan formazan 

miktarı direkt olarak kültürde metabolik olarak aktif hücreleri (canlı hücreleri) 

göstermektedir. WST-1 yönteminde spektrofotometrik olarak ölçülen absorbans değeri, 

kültürdeki hücrelerin metabolik aktivitelerini gösterir ve bu değer deyaĢayan hücre 

sayısı ile iliĢkilidir. Proliferasyon arttıkça, formazan tuzu oluĢumuna bağlı olarak 

absorbans değeride artıĢ gösterir (Koyanagi vd., 2016). 

 

 

 

ġekil 4.2.4.3.1:WST-1 boyasının Kimyasal Yapısı(http 11) 

 

4.2.4.3.1. Metodun uygulanması 

THP-1 hücreleri %10‟luk Fetal Bovine Serum ve %1 Penisilin-Streptomisin (10000 

ünite/ml-10 mg/ml) içeren RPMI-1640 ortamında, 37 
o
C‟ de %5 CO2  inkübatöründe 

kültüre edilmiĢtir. Hücreler yeterince çoğaldıktan sonra hücre sayımı yapılarak, 96 

kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5.10
3
 hücre olacak Ģekilde besiyeriortamında 

ekilmiĢtir. THP-1 hücreleri süspansiyon oldukları için konsantrasyonların verilmesi için 

3-4 saat beklenmiĢtir.  

DMSO‟da çözülerek hazırlanmıĢ olan Selonsertib (GS-4997) ve steril distile suda 

çözülerek hazırlanan Diklofenak Sodyum stok solüsyonundan hücre kültür besiyeri 

içinde gerekli seyreltmeler yapılarak uygun Selonsertib ve Diklofenak Sodyum 

konsansantrasyonları (1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800μM) 

hazırlanmıĢtır. 11. kuyucuğa taze olarak kültür besiyerinde hazırlanan Diklofenak 

Sodyum ve GS-4997 konsansantrasyonları kimyasal kontrol grubu olarak 



24 

 

uygulanmıĢtır. Kontrol grubundaki hücrelere de %0.1 oranında DMSO içeren besiyeri 

uygulanmıĢtır (Selonsertib için). Daha sonra plakalar 24 saatlik inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süreleri sonunda her bir 96‟lık kuyucuktaki hücreler üzerine, 

WST-1 kit (Katalog no: ab155902) prosedürü talimatlarına göre 20 μL WST-1 reaktifi 

ilave edilerek, hücreler 3 saat inkübatörde inkübe edilmiĢ ve inkübasyon sonunda 

absorbanslar 420 nm dalga boyunda ELĠSA okuyucu cihazında, her bir grupta 8 

kuyucuk olacak Ģekilde okunarak IC50 değerleri Excel Programı ile hesaplanmıĢtır. 

Deneyler bir birinden bağımsız 3 tekrar olarak çalıĢılmıĢtır.  

4.2.5. Flow Sitometride Örneklerin IL-1β Seviyelerinin Belirlenmesi 

Flow sitometri, hücre veya partiküllerin akmakta olan bir akıĢkanın içindeyken 

karakteristiklerinin ölçülmesidir. AkıĢ sitometrisi ile bir süspansiyon halindeki hücreya 

da partiküller, lazer ıĢığı ile aydınlatılmakta olan bir bölmeden geçirilir; hücrelerin 

ıĢığın önünden geçerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. OluĢan sinyallerin 

kaynağı, hücrenin büyüklük, granülarite gibi fiziksel özellikleri olabildiği gibi; hücreye 

bağlanan çeĢitli fluorokromlar da olabilir. Böylece hücre ya da partikülün immün 

fenotipi, DNA içeriği, enzim aktiviteleri, hücre membran potansiyeli, canlılığı gibi 

çeĢitli özellikleri hakkında bilgi toplanabilir (Dunpy vd, 2004). 

Flow sitometrilerin fluorosen olmayanları tam kan hücresi sayımları için klinik 

laboratuarlarda kullanılır. Daha çok yönlü araĢtırmalar icin fluorosen olanları kullanılır. 

Bunlara sitofluorometre denir. Flow sitometriler birçok biyolojik araĢtırma enstitüsünde 

ve tıp merkezlerinde bulunur. Bunlardan dünyada yaklaĢık 7 bin tane vardır. Tıp 

merkezlerinde araĢtırmanın yanında tanı için de kullanılır. Ayrıca kanserli hücre 

tanısında ve AIDS hastalarının kanında CD4 lenfosit seviyesinin izlenmesinde de 

kullanılır (Laane vd. 2005). 

4.2.5.1. Metodun uygulanması 

THP-1 hücreleri %10‟luk Fetal Bovine Serum ve %1 Penisilin-Streptomisin içeren 

RPMI-1640 ortamında, 37 
o
C‟ de %5 CO2  inkübatöründe kültüre edilmiĢtir. Hücrelerin 

yeterince çoğalması beklendikten sonra hücre sayımı yapılarak hücreler 6 kuyucuklu 

plakalara her bir 1x10
5 

 hücre olacak Ģekilde besiyeri ortamında ekilmiĢtir. Kuyucuklara 

taze olarak kültür besiyerinde hazırlanan Selonsertib ve Diklofenak Sodyum 

stoksolüsyonundan hücre kültür besiyeri içinde gerekli seyreltmeler yapılarak WST-1 

sonuçlarına göre belirlenen konsantrasyonlarda (Selonsertib için 120 µM, Diklofenak 
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Sodyum için 32 µM) verilip, inkübasyona bırakılmıĢtır. Kontrol grubu kuyucukta ise 

sadece taze besiyeri bulunan THP-1 hücreleri bulunmaktadır. Daha sonra plakalardan 

ilk dört kuyucuğu LPS stimülasyon analizi için 4 saatlik inkübasyona diğer kuyucuklar 

ise 24 saatlik analiz için inkübatöre bırakılmıĢtır.  

Bırakılan süreler sonunda önce 4 saatlik inkübasyonda olan sadece LPS (bir kuyucuğa 

100 ng E.coli LPS, bir kuyucuğa 10 ng S.enteridis LPS ve baĢka bir kuyucuğa ise 10 ng 

P. aureoginosa LPS verilmiĢtir) verilen hücrelerin analizi yapılmak üzere toplanıp iyice 

PBS yardımıyla yıkanmıĢtır. Hücreler 1200 rpm‟da 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. 2 kez 

soğuk PBS ile (ilk yıkamada 2000 µL, ikinci yıkamada 1000 µL) yıkanmıĢtır. 500 µL 

cytofix/cytoperm ile 20 dakika boyunca buzda bekletilmiĢtir. Bu sürenin sonunda 1200 

rpm de 5 dk santrifüje dilmiĢ vepellet 2 kez 500 μL “perm wash” ile yıkanmıĢtır. Son 

yıkamadan sonra hücre pelleti 50 μl perm wash ile resüspanse edilerek üzerine 10 μl IL-

1β antibody eklenmiĢ ve 30 dk oda ısısında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

süresisonunda her bir tüpe 1000 μl perm wash ilave edilerek santrifüj edilmiĢtir. 

Santrifüj sonunda pellet 350 μl perm wash ile eppendorf tüpüne aktarılarak 

flowsitometri cihazında analiz edilmiĢtir. 

 

4.2.6. Real Time (Gerçek Zamanlı )- PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yöntemi 

ile IL-1β, TNF-α ve ASK-1 mRNA Ekspresyon Düzeylerinin Belirlenmesi 

Polimeraz zincir reaksiyonu, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA‟daki özgül 

bölgelerin çoğaltılması için kullanılan bir yöntemdir ve bunun için sadece DNA 

örnekleri kullanılmaktadır. Ancak, hücrelerden elde edilen RNA‟lar, polimeraz zincir 

reaksiyonunda kullanılamadıklarından, önce revers transkriptaz ile komplementer 

DNA‟ya (cDNA) çevrilirler. Bu olaya “reverstranskripsiyon” denir (Bustin, 2000). 

TaqMan sisteminde 5‟ ve 3‟ uçlarından florokrom maddelerle iĢaretli prob 

kullanılmaktadır. Prob‟un 5‟ ucunda raportör florokrom, 3‟ ucunda ise “quencher 

(baskılayan)” florokrom bulunmaktadır. ġekil 4.2.6.1‟de de belirtildiği gibi prob, tek 

zincir haldeki hedef moleküle, primerlerin bağlanma bölgesinin arasında kalan yere 

bağlanmaktadır. Prob-hedef molekül arasındaki hibridizasyon devam ettiği sürece 

raportör florokrom molekülünün sinyal oluĢturması, 3‟ uçtaki quencher florokrom 

tarafından engellenmektedir. Primerlerin hedef nükleik asite bağlanmasından sonra 

baĢlatılan primer uzaması prob‟un bağlandığı noktaya kadar geldiğinde, sentezin devam 
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4.2.6.2.Total RNA izolasyonu 

WST-1 deney sonuçları göze alınarak, IC50 değerleri konsantrasyonlarına paralel 

olarak LPS verilen THP-1 hücrelerinin total RNA izolasyonu Roche mRNA sentez kiti 

yardımıyla yapılmıĢtır. RNA verimi 260 nm ve 280 nm optik dansitede, nanodrop 

spektrofotometrik ölçüm yapılarak belirlenmiĢtir. Daha sonra cDNA sentezi için her bir 

örnekten eĢit miktarda RNA (100 ng/örnek) taĢınmıĢtır. 

4.2.6.3.cDNA sentezi 

cDNA sentezi için Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit prosedürü 

uygulanmıĢtır. PZR tüplerine örnek baĢına 100 ng total RNA, 1μl Oligo (dT) 18 primeri 

(2.5 μM) koyularak toplam hacim 11.4 μl‟ye distile su ile tamamlanmıĢtır. Tüpler PZR 

Thermal Cycler‟da 10 dakika 65°C‟de denature edilmiĢtir. Tüplerin içeriğine, 4 μl 

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer (1X ve 8 mM MgCl2 

içerir), 0.5 μl RNase inhibitörü (20 U), 2 μl dNTP karıĢımı (her biri 10mM ), 1 μl DTT 

(5mM), 1.1 μl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (10U) ilave edilerek 

toplam hacim 20 μl‟ye tamamlanmıĢtır. Daha sonra tüpler PZR Thermal Cycler‟da 

55°C‟de 30 dk, 85 °C‟de 5 dk inkübe edilmiĢtir. Elde edilen cDNA‟lar, Light Cycler 

480 PZR cihazında amplifikasyon için kullanılmıĢtır. 

 

4.2.6.4.RT-PZR (Real time PZR) ile mRNA ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi 

RT-PZR ile THP-1 hücre hattı üzerine IC50 konsantrasyonu düzeyinde Diklofenak 

Sodyum ve Selonsertib konsantrasyonları verilip, IL-1β, TNF-α ve ASK-1 genlerinin 

mRNA ekspresyon düzeylerine olan etkileri araĢtırılmıĢtır. RT-PZR yöntemi, cihaza 

uygun kit veprimerler kullanılarak uygulanmıĢtır. Elde edilen cDNA‟lar, LightCycler 

480 RT-PZR cihazında, IL-1β, TNF-α ve ASK-1  genine spesifik TaqMan‟lı primerler 

ve PZR kit kullanılarak kit protokolüne göre, cihazda optimize edilerek çoğaltılmıĢtır. 

House keeping gen olarak Aktin-β geni kullanılmıĢtır. 

Kullanılan primerler sırasıyla; 

1. IL-1β Primeri 

2. TNF-α Primeri 

3. ASK-1 Primeri 

4. Aktin-β Primeri 

Light Cycler PZR 480 uyumlu 96‟lık well plate‟lere sırasıyla; 



28 

 

1. H2O = 5 µl 

2. Prob Master = 10 µl 

3. Primer Forward = 0,5 µl 

4. Primer Reverse = 0,5 µl kimyasalları yüklendi.  

Hazırlanan bu karıĢım 96‟lık plakaya IL-1β, TNF-α, ASK-1 ve Actin-β  genleri için ayrı 

ayrı yüklenmiĢtir. Yükleme iĢleminden sonra 96‟lık plaka Light Cycler 480 RT-PZR 

cihazına yerleĢtirilip örneklerin niceliksel ölçüm miktarları belirlenmiĢtir. Sonuçlar 

„Advenced Relative Quantification‟ programı (Software Release 1.5.0 SP4 version 

1.5.0.39) kullanılarak, üç farklı LPS verilen THP-1 hücrelerinde Diklofenak Sodyum ve 

Selonsertib‟in belirlenen genler üzerindeki ekspresyon etkileri karĢılaĢtırılmıĢtır. 
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5. BULGULAR ve TARTIġMA 

5.1. Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in THP-1 Hücresinde SitotoksikEtkilerinin 

WST-1 Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

Diklofenak Sodyum ve Selonsertib‟in IC50 konsantrasyonunu belirleyebilmek için 

öncelikle THP-1 hücrelerinin 96‟lık kültür plakalarına her kuyucukta 5x10
3
 hücre 

olacak Ģekilde ekimi yapılmıĢtır. THP-1 hücresi süspanse hücre hattı olduğundan dolayı 

ilaçlar aynı gün içinde verilmiĢtir. Ekim sonunda Diklofenak Sodyum ve Selonsertib 

için belirlenen konsantrasyonlar, 1,56-800 µM arasındadır. Verilen bu konsantrasyonlar 

sonunda plakalar24 saatlik inkübasyona bırakılmıĢtır. Süre sonunda Diklofenak Sodyum 

ve Selonsertib‟in THP-1 hücrelerinde IC50 konsantrasyonunu belirleyebilmek için 

WST-1 boyası verilerek (20 µl) 3 saatlik inkübasyona bırakıldı. 1,56-800 µM ve 

kontrol, DMSO konsantrasyonları 420 nm dalga boyunda ELISA cihazında 

okunmuĢtur. Çıkan değerler Microsoft Office Excel programına aktarılıp ilaçların en 

etkili olduğu konsantrasyonları bulabilmek için GraphPad Software programı 

yardımıyla ihtiyaç duyulacak IC50 düzeyi hesaplanmıĢtır.  

Diklofenak Sodyum ve Selonsertib‟in WST-1 yöntemiyle belirlenen toksik olmayan 

inhibitör konsantrasyonları yani IC50 değerleri 3 ayrı zamanda 3‟er tekrarlı olacak 

Ģekilde yapılmıĢtır (ġekil 5.1.1) (ġekil 5.1.2). 

Deney sonucunda IC50 konsantrasyonları belirlenen Diklofenak Sodyum‟un inhibisyon 

konsantrasyonu 32 µM/ml; Selonsertib‟in inhibisyon konsantrasyonu 120 µM/ml olarak 

hesaplanmıĢtır.  
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ġekil 5.1.1:Diklofenak Sodyum Konsantrasyonlarının, THP-1 Hücre Hattında WST-1 Yöntemine Göre 

Hesaplanan 24. Saatteki % Canlılık Değerleri (p≤  0,0001, n=8) 

 

ġekil 5.1.2:Selonsertib Konsantrasyonlarının, THP-1 Hücre Hattında WST-1 Yöntemine Göre 

Hesaplanan 24. Saatteki % Canlılık Değerleri (p≤ 0,0001, n=8) 

Diklofenak Sodyum‟un pozitif kontrol olarak kullanıldığı, Sima ve arkadaĢlar 

tarafından yapılan bir çalıĢmada inhibisyon konsantrasyonu 47,04 µM/mL olarak 

hesaplanmıĢtır (Sima vd.2014). 

THP-1 hücrelerinin ko-kültür olarak kullanıldığı bir çalıĢmada Diklofenak Sodyum ve 

çeĢitli ilaçlar verilerek oluĢturulan bir deney modelinde WST-1 yöntemi ile sitotoksisite 

deneyi uygulanmıĢtır. Bu deney sonucunda Diklofenak Sodyum için belirlenen 

konsantrasyon 125 µM olarak belirlenmiĢtir (Anne vd., 2017). 
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Ġnsan baĢ ve boyun skuamöz karsinoma hücre hatları kullanılan bir baĢka deneyde 

Diklofenak Sodyum‟un çeĢitli konsantrasyonlar verilerek WST-1 yöntemi ile canlılık 

düzeyleri belirlenmiĢtir. Diklofenak Sodyum için belirlenen konsantrasyonlar, 0.87–224 

μg/ arasındadır. 38 µg/mL  konsantrasyonu belirlenen IC50 düzeyini oluĢturmakla 

birlikte en düĢük doz olan 2.7 µM Diklofenak Sodyum, kullanılan hücre hattının 

çoğalmasına da sebep olmuĢtur (Olga vd., 2016).  

Diklofenak Sodyum‟un prostat kanseri üzerine anti-kanser etkisinin araĢtırılması için 

yapılan bir çalıĢmada sitotoksisite deneyleri yapılmıĢtır. Diklofenak Sodyum için 

belirlenen konsantrasyonlar, 0-1000 µM arasında berlenen aralıktadır. Diklofenak 

Sodyum‟un IC50 dozları, iki farklı inhibitör kullanılarak (LNCaP-Neo ve LNCap-COX-

2) sırasıyla 42.2 µM ve 91.6 µM olarak hesaplanmıĢtır (Satoshi vd., 2013). 

Diklofenak Sodyum‟un tendon hücreleri üzerinde poliferasyonunun araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada ise Diklofenak Sodyum IC50 konsantrasyonu 6.7 µM dolaylarında 

kullanılmıĢtır (Maritha vd., 2013). 

ASK-1 inhibitörü olan Selonsertib‟in literatür taraması sonucu WST-1 yöntemi ile 

sitotoksisite deneyi bulgularına rastlanmamakla birlikte Selonsertib‟in daha çok nan-

alkolik etkisi üzerine durulmuĢtur. 

5.2. Diklofenak Sodyum ve Selonsertib’in Farklı Mikrobiyal Kaynaklı 

Lipopolisakkaritlerle UyarılmıĢ THP-1 Hücrelerinde Ġmmün Yanıtlarının AkıĢ 

Sitometri Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

3 farklı deney grubu kurulmuĢtur. 6 kuyucuklu plakalara 1x10
5
 THP-1 hücresi 

ekilmiĢtir.  

1. grup; Kontrol grubu, yalnızca E.coli LPS (100 ng/mL), P.aerouginosa LPS 

(10ng/mL) ve S.enteridis LPS (10ng/mL) verilmiĢtir. 4 saat etüvde inkübe edilmiĢtir. 

IL-1β seviyeleri flow sitometride ölçülmüĢtür (ġekil 5.2.1).  

2. grup; 6‟lı plakada bulunan THP-1 hücreleri ise; öncelikle E.coli LPS, P.aerouginosa 

LPS ve S.enteridis LPS 4 saat stimüle edilmiĢtir. Daha sonra Diklofenak Sodyum IC50 

konsantrasyonunda (32 µM) uygulanmıĢ ve IL-1β seviyeleri flow sitometride 

ölçülmüĢtür (ġekil 5.2.1) (Tablo 5.2.1). 
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3. grup; 6‟lı plakada bulunan THP-1 hücreleri ise; öncelikle E.coli LPS,  P.aerouginosa 

LPS ve S.enteridis LPS 4 saat stimüle edilmiĢtir. Daha sonra Selonsertib IC50 

konsantrasyonunda (120 µM) uygulanmıĢ ve IL-1β seviyeleri flow sitometride 

ölçülmüĢtür (ġekil 5.2.2) (Tablo 5.2.2). 
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Tablo 5.2.1: Diklofenak Sodyum IL-1β Sonuçları 

 IL-1β (-) % IL-1β (+) % 

E.coliLPS 59,5 36,7 

E.coli Diklofenak Sodyum 73,6 12,1 

P.aerouginosaLPS 57,4 38,3 

P.aerouginosaDiklofenak Sodyum 88,0 5,6 

S. enteridisLPS 61,8 34,8 

S. enteridis Diklofenak Sodyum 83,2 7,1 

 

THP-1 hücreleri 100 ng/mL E.coli LPS ile uyarıldıktan sonra IL-1β %36.7 olarak 

bulunmuĢ, Diklofenak Sodyum uygulanmasından sonra ise bu değerin %12.1‟e düĢtüğü 

görülmüĢtür. 10 ng/mL P.aeroginosa LPS ile uyarılan THP-1 hücrelerinde IL-1β %38,3 

iken, Diklofenak Sodyum uygulanmasından sonra %5.6 bulunmuĢtur. Yine aynı 

metodla 10 ng/mL S.enteridis LPS ile stimüle edilen THP-1 hücrelerinde IL-1β %34.8 

iken, Diklofenak Sodyum uygulamasından sonra ise; %7.1‟e gerilediği flow sitometride 

tespit edilmiĢtir. Oransal bir değerlendirme yapıldığında; Diklofenak Sodyum E.coli 

LPS uygulamasından sonra yaklaĢık 3.1 kat, P. aeroginosa LPS uygulamasından sonra 

6.8 kat ve S.enteridis LPS uygulamasından sonra ise; 4.9 kat IL-1β seviyesi üzerinde bir 

inhibisyon sağlamıĢtır. Elde edilen bulgulara göre; P.aeroginosa kaynaklı 

stimülasyonda Diklofenak Sodyumun daha etkili olduğu bulunmuĢtur. 

Tablo 5.2.2: Selonsertib IL-1β Sonuçları 

 IL-1β (-) % IL-1β (+) % 

E.coliLPS 59,5 36,7 

E.coliSelonsertib 73,0 1,7 

P.aerouginosaLPS 57,4 38,3 

P.aerouginosaSelonsertib 68,0 1,2 

S. enteridisLPS 61,8 34,8 

S.enteridis Selonsertib 65,1 2,0 

 

THP-1 hücreleri 100 ng/mL E.coli LPS uyarıldıktan sonra IL-1β %36,7 olarak 

bulunmuĢ, Selonsertib uygulamasından sonra ise bu değer 1.7‟e düĢtüğü görülmüĢtür. 

10 ng/mL P.aeroginosa LPS le uyarılan THP-1 hücrelerinde IL-1β %38,3 iken, 

Selonsertib uygulamasından sonra 1.2 bulunmuĢtur. Yine aynı metodla 10 ng/mL 

S.enteridis LPS ile stimüle edilen THP-1 hücrelerinde IL-1β %34,8 iken, Selonsertib 

uygulamasından sonra ise; %2,0 olarak flow sitometride tespit edilmiĢtir. Oransal olarak 

değerlendirildiğinde; Selonsertib E.coli LPS uygulamasından sonra yaklaĢık 21.5 kat, 

P.aeroginosa LPS uygulandıktan sonra sonra 31.9 kat ve S.enteridis LPS 
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uygulamasından sonra ise 16.5 kat IL-1β seviyesi üzerinde bir inhibisyon sağlanmıĢtır. 

Ve bu bulgulara göre; P.aeroginosa kaynaklı stimülasyonda Selonsertib‟in daha etkili 

olduğu bulunmuĢtur. Ancak Diklofenak Sodyum‟a göre; Selonsertib IL-1β üzerinde 

daha önemli bir inhibisyon sağlamıĢtır. 

E.coli LPS kullanılarak stimülasyon sağlanan dentritik hücrelerde Diklofenak 

Sodyum‟un kullanıldığı flow sitometri analizi sonrası IL-1β ve TNF-α düzeylerinde 

oldukça önemli bir azalma gözlenmiĢtir (Suzhao vd. 2015) 

Bir baĢka çalıĢmada ise, LPS ile stimüle edilip baĢka bir anti imflamatuvar ajana maruz 

bırakılan yetiĢkin monosit hücrelerin flow sitometri analizi sonrasında, TNF-α 

ifadesinde azalmalar meydana gelirken, IL-1β seviyesi hiçbir anlamlıdeğiĢme 

olmamıĢtır (Kirstenvd. 2016). 

Amy vd.‟nın yaptığı bir çalıĢmada serviks kanseri üzerine ve farklı inflamatuvar ilaçlar 

kullanılarak sitokinlerin seviyeleri flow sitometride ölçülmüĢtür. Ve IL-1β seviyesinde 

azalma meydana gelmiĢtir (Amy vd. 2015). 

LPS enjekte edilerek endotoksemi oluĢturulmuĢ ratlarda Diklofenak Sodyum‟un 

antiinflamatuvar etkinliği ile ilgili bir çalıĢmada, Diklofenak Sodyum‟un 

gastrointestinal toksisiteyi, günlük dozlarda uygulanarak 3 gün boyunca engellediği 

bildirilmiĢtir. Aynı çalıĢmada, Diklofenak Sodyum‟un LPS uygulaması sonrası TNF-α 

artıĢını engellediği, serum IL-10 konsantrasyonunu potansiyalize ettiği, iNOS enzim 

aktivitesini ve plazma IL-1β düzeyini azalttığı bildirilmiĢtir (Li vd., 2007).  

Doğan vd.‟nın yaptığı çalıĢmada nimesulid ve Diklofenak Sodyum‟un ratlarda TNF-α 

artıĢını engellediği belirtilmiĢtir (Doğan vd., 2002). 

Bu ve bunun gibi makaleler çalıĢmamızı desteklemiĢtir ve IL-1β‟nın azalmasını 

açıklamıĢtır. 

5.3. Real Time PZR ile mRNA Ekspresyonunun Değerlendirilmesi 

mRNA izolasyonu için, Diklofenak Sodyum ve Selonsertib‟in inhibisyon 

konsantrasyonları verilen LPS‟ler sonrası THP-1 hücrelerine uygulanmıĢtır. Ve hücreler 

sadece LPS verilen THP-1 hücreleri dıĢında 24 saatlik inkübasyona bırakılmıĢtır. 4 

saatlik stimülasyon sonrası THP-1 hücrelerine verilen 3 farklı LPS‟nin RNA izolasyonu 

yapılmıĢtır. Her bir RNA örneğinin saflığı ve miktarı nanodrop cihazında belirlenmiĢ ve 
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cDNA sentezi için 100 ngRNA kullanılmıĢtır. Elde edilen cDNA‟ların Light Cycler 480 

de PZR analizleriyapılmıĢtır. 

 

Tablo 5.3.1: RT-PZR mRNA Ekspresyon Sonuçları 

 TNF-α IL-1β ASK-1 AKTĠN-β 

THP-1 Kontrol 1,000 1,000 1,000 Referans Gen 

E.coli LPS 4,916 71,26 3,496 Referans Gen 

P.aeruginosa LPS 2,220 5,492 0,835 Referans Gen 

S.enteridis LPS 3,398 26,60 0,557 Referans Gen 

E.coli LPS+Diklofenak Sodyum 1,600 148,3 -7,47 Referans Gen 

P.aeruginosa LPS+Diklofenak Sodyum 0,175 2,402 0,260 Referans Gen 

S.enteridisLPS+Diklofenak Sodyum 0,652 90,97 0,264 Referans Gen 

E.coli LPS+Selonsertib 4,364 257,1 0,493 Referans Gen 

P.aeruginosa LPS+Selonsertib 1,605 38,94 0,111 Referans Gen 

S.enteridis LPS+Selonsertib 2,061 195,7 1,985 Referans Gen 

 

5.3.1. TNF-α Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

RT-PZR sonuçlarına göre; 4 saatlik LPS uyarısı sonucu kontrole göre sırasıyla; E.coli 

LPS verilen THP-1 hücrelerinde TNF-α‟nın gen ekspresyon seviyesinde 4.9 kat, 

P.aeroginosa LPS‟ de 2.2 kat ve S.enteridis LPS uyarımında sonra ise; 3.3 kat artıĢ 

görülmüĢtür. (Tablo 5.3.1) (ġekil 5.3.1). 

24 saatlik Diklofenak Sodyum ile inkübasyondan sonra ise TNF-α; E.coli LPS verilen 

THP-1 hücrelerinde TNF-α‟nın gen ekspresyon seviyesi E.coli LPS kontrole göre 3 kat, 

P. aeroginosa LPS kontrole göre 12.9 kat ve  S.enteridis LPS kontrolüne göre 5.5 kat 

azalmıĢtır (Tablo 5.3.1) (ġekil 5.3.1).  

24 saatlik Selonsertib ile inkübasyondan sonra ise TNF-α; E.coli LPS verilen THP-1 

hücrelerinde TNF-α‟nın gen ekspresyon seviyesi E.coli LPS kontrole göre 1.1 kat,  P. 

aeroginosa LPS kontrole göre 1.3 kat ve S.enteridis LPS kontrolüne göre 1.6 kat 

azalmıĢtır (Tablo 5.3.1) (ġekil 5.3.1). 

mRNA seviyeleri açısından değerlendirildiğinde;  Diklofenak Sodyum‟un, Selonsertib‟e 

göre TNF-α gen ekspresyonu açısından daha iyi inhibisyon yaptığı bulunmuĢtur (ġekil 

5.3.2). 

mRNA seviyeleri LPS‟lerin kendi aralarındaki değerlendirmeleri sonucunda TNF-α gen 

düzeyinde, P. aeroginosa LPS ve Diklofenak Sodyum uygulaması ile 12 kat azaldığı, ve 

diğer gruplara göre daha iyi bir inhibisyon yaptığı görülmüĢtür. 
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5.3.2. IL-1β Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

RT-PZR sonuçlarına göre; 4 saatlik LPS stimülasyonu sonucu kontrole göre sırasıyla; 

E.coli LPS verilen THP-1 hücrelerinde IL-1β‟nın gen ekspresyon seviyesinde 71.2 kat, 

P.aeroginosa LPS‟de 5.4 kat ve S.enteridis LPS stimülasyonu sonrasında ise; 26.6 kat 

artıĢ görülmüĢtür (Tablo 5.3.1) (ġekil 5.3.2.1).  

24 saatlik Diklofenak Sodyum ile inkübasyondan sonra ise IL-1β; E.coli LPS verilen 

THP-1 hücrelerinde IL-1β‟nın gen ekspresyon seviyesi 2.08 kat artmıĢtır. P.aeroginosa 

LPS kontrole göre 2.28 kat azalmıĢ ve S.enteridis LPS kontrole göre 3.41 kat artmıĢtır. 

24 saatlik Selonsertib ile inkübasyondan sonra ise IL-1β; E.coli LPS verilen THP-1 

hücrelerinde IL-1β‟nın gen ekspresyon seviyesi 3.6 kat artmıĢtır. P.aeroginosa LPS 

kontrole göre 7 kat ve S.enteridis LPS kontrole göre 7.3 kat artmıĢtır (Tablo 5.3.1) 

(ġekil 5.3.2.1). 

mRNA seviyeleri açısından değerlendirildiğinde;  Diklofenak Sodyum‟un, Selonsertib‟e 

göre IL-1β gen ekspresyonu açısından daha iyi inhibisyon yaptığı bulunmuĢtur. 

Selonsertib‟in ise Diklofenak Sodyum gibi antiinflamatuvar bir etki yerine, 

proinflamatuvar bir etki yaptığı gözlenmiĢtir. 

mRNA seviyeleri LPS‟lerin kendi aralarındaki değerlendirmeleri sonucunda IL-1β gen 

düzeyinde, P. aeroginosa LPS ve Diklofenak Sodyum uygulaması ile 2,28 kat azaldığı, 

ve diğer gruplara göre daha iyi bir inhibisyon yaptığı görülmüĢtür (ġekil 5.3.2.2). 
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5.3.3. ASK-1 Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

RT-PZR sonuçlarına göre; 4 saatlik LPS stimülasyonu sonucu kontrole göre sırasıyla; 

E.coli LPS verilen THP-1 hücrelerinde ASK-1‟in gen ekspresyon seviyesinde 3.4 kat, 

P.aeroginosa LPS‟de 0.8 kat ve S.enteridis LPS stimülasyonu sonrasında ise; 0.5 kat 

artıĢ görülmüĢtür (Tablo 5.3.1) (ġekil 5.3.3.1).  

24 saatlik Diklofenak Sodyum ile inkübasyondan sonra ise ASK-1; E.coli LPS verilen 

THP-1 hücrelerinde ASK-1‟in gen ekspresyon seviyesi 3.98 kat, P.aeroginosa LPS 

kontrole göre 3.21 kat ve S.enteridis LPS kontrole göre 2.14 kat azalmıĢtır. 

24 saatlik Selonsertib ile inkübasyondan sonra ise ASK-1; E.coli LPS verilen THP-1 

hücrelerinde ASK-1‟in gen ekspresyon seviyesi 7.12 kat, P.aeroginosa LPS kontrole 

göre 7.5 kat azalmıĢtır. Ve S.enteridis LPS kontrole göre 0.28 kat artmıĢtır (Tablo 5.3.1) 

(ġekil 5.3.3.1). 

mRNAseviyeleri LPS‟lerin kendi aralarındaki değerlendirmeleri sonucunda ASK-1 gen 

düzeyinde, P.aeroginosa ve Selonsertib uygulaması ile diğer gruplara göre daha iyi bir 

inhibisyon yaptığı görülmüĢtür. 

mRNA seviyeleri açısından değerlendirildiğinde; Selonsertib‟in Diklofenak Sodyum‟a 

göre ASK-1 gen ekspresyonu açısından daha iyi inhibisyon yaptığı bulunmuĢtur. Faz II 

ilaç araĢtırmalarında ASK-1 inhibitörü olarak kullanıldığı bildirilen Selonsertib‟in, 

bizim deney bulgularımız tarafından da desteklendiği ortaya konmuĢtur (ġekil 5.3.3.2). 
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Jay vd. tarafından yapılan bir çalıĢmada Selonsertib yerine MEAI (Methanolic Extract 

of Azadirachta indica) kullanılan ve pozitif kontrol olarak Diklofenak Sodyum 

kullanılan çalıĢmada proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-α‟nın kullanılan diğer 

proinflamatuvar ajanlara göre gen düzeyinde daha fazla etkisi olduğu görülmüĢtür 

(Jayvd. 2017). 

 

Ila ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada ise; farklı LPS‟lerle uyarılmıĢ THP-1 

hücrelerinde IL-1β ve TNF-α sitokin düzeylerinin arttırılmasında non-steroid ajanlar 

yerine saflaĢtırılmıĢ peptit dizileri kullanılarak bu sitokinlerin arttığı bulunmuĢtur 

(Ilavd. 2016). 

Bonaterra ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada LPS ile uyarılmıĢ THP-1 hücrelerinde 

STW (Proaktiv
®

) ajanının antiinflamatuvar etkilerin araĢtırılmıĢ ve Diklofenak 

Sodyum‟un da deneylerde kullanıldığı bu çalıĢmada STW‟nin IL-1 ve TNF-α gibi 

sitokinleri uyardığı araĢtırılmıĢtır (Bonaterra vd. 2010). 

Kirsten vd.‟nın yaptığı bir çalıĢmada farklı bir hücre hattının 100 ng E.coli LPS ile 

stimülasyonu sonucunda IL-1β, TNF-α ve IL-8 mRNA ekspresyonu anlamlı bir 

düzeyde artmıĢtır (Kirsten vd., 2015). 

Jozsef vd.‟nın yaptığı bir çalıĢmada fibroblast hücreleri üzerinde yapılan çeĢitli genlerin 

ifadesinin ölçüldüğü ko-kültür deneyinde IL-1β, IL-6, COX-2 gibi genler kullanılmıĢtır. 

COX-2 ve IL-6 anlamlı bir ifade oluĢtururken IL-1β upregüle olmuĢtur (Jozsefvd., 

2011).  

Bu tez kapsamında Diklofenak Sodyum‟un önemli bir ASK-1 inhibitörü olarak görev 

aldığı ortaya konulmakta olup çalıĢmada anlaĢılacağı gibi IL-1β bazı çalıĢmalarda 

upregüle olarak vücutta stimülasyona karĢı sitokin üreterek mRNA düzeyinin artmasını 

sağlamıĢtır. Farklı mikrobiyal kaynaklı LPS uyarısına karĢı, özellikle flow sitometride 

hücre içi sitokin olarak ölçülen IL-1β seviyesinde Selonsertib‟in önemli bir inhibisyon 

yaptığı görülmüĢtür. Ancak bu etki mRNA düzeyinde gen ekspresyon çalıĢmasında 

hedef gene göre bir oranlama yapıldığında görülmemiĢtir. Bunun nedeninin, hücre içi 

sitokinlerin gen düzeyinde yeterince fosforillenmemesinden kaynaklanan bir sonuç 

olduğu düĢünülmektedir. ASK-1'in katalitik kinaz alanına hedefler bağlanır, böylece 

fosforilasyonunu ve aktivasyonunu önler. Bu, c-Jun N-terminal kinazlar (JNK'ler) ve 



44 

 

p38 mitojenle aktive olan protein kinaz (p38 MAPK) gibi aĢağı akım kinazların 

fosforilasyonunu önler. ASK-1 inhibitörü olarak Faz II çalıĢmaları sürdürülen 

Selonsertib‟in, THP-1 hücreleriyle oluĢturulan inflamasyon hücre kültürü modelinde 

proinflamatuvar/antiinflamatuvar etkilerinin araĢtırıldığı bu tez, literatüre farklı bir 

bakıĢ açısı getirmiĢ ve önemli bir katkı sağlamıĢtır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Selonsertib (GS-4997), faz II deney çalıĢmaları devam eden güçlü bir antiiflamatuar, 

antinoplastik ve anti-fibrotik aktivitesi olan apoptoz sinyal düzenleyici kinaz olan ASK-

1 inhibitörüdür. Bu çalıĢmada Selonsertib‟in fenilasetik asit türevi, non steroid anti 

inflamatuvar bir ilaç olan Diklofenak Sodyum ile antiinflamatuvar etkilerinin insan 

monosit hücresi olan THP-1 hücre hattı üzerine etkileri karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢma 

Selonsertib‟in THP-1 hücrelerinde kullanılan çeĢitli LPS‟ler etkisiyle önce bir 

stimülasyon oluĢturup daha sonra Selonsertib‟in anti inflamatuvar etkisinin araĢtırılması 

açısından özgün bir değer taĢımaktadır. Selonsertib‟in özellikle NSAĠD ilaçlarla kombin 

kullanımlarda önemli etkilerinin olabileceği, sadece ASK-1 inhibitörü olarak kullanımı 

yanısıra, farklı biyolojik aktiviteler açısındanda değerlendirilmesi gereken önemli bir 

ajan olduğunu bu tez çalıĢması kapsamında ortaya koyulmuĢtur. Selonsertib‟in 

literatürdeki bilinen ve çalıĢılan etkilerine önemli bir katkı sağlayan bu tez, amacı ve 

bulguları doğrultusunda önemli sonuçlar elde etmiĢtir. İn vitro deneylerle immün sistem 

üzerinde etkileri araĢtırılan Selonsertib‟in in vivo deneylerle desteklenmesi önerilebilir. 
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