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OZET

LIPOPOLISAKKARIT ILE FARELERDE OLUSTURULAN ENFLAMATUVAR HiPERALJEZIYE
RIPK1/RIPK3/MLKL NEKROZOMUNUN KATKISININ ARASTIRILMASI

Bu tezde, lipopolisakkarit (LPS) ile farelerde olusturulan enflamatuvar hiperaljeziye reseptor ile
etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase;
RIPK) 1/RIPK3/karisik kokenli kinaz benzeri pséodokinaz (mixed lineage kinase domain like
pseudokinase; MLKL) nekrozomunun katkisi secici RIPK1 inhibitorii nekrostatin (necrostatin;
Nec)-1s kullanilarak arastirilmistir. Deneyler 8 gruba ayrilan fareler iizerinde
gerceklestirilmistir: (1) Serum fizyolojik (SF), (2) LPS, (3) SF ve dimetil siilfoksit, (4) SF ve Nec-
1s (0.01 mg/kg), (5) LPS ve Nec-1s (0.001 mg/kg), (6) LPS ve Nec-1s (0.01 mg/kg), (7) LPS ve
Nec-1s (0.1 mg/kg) ile (8) LPS ve Nec-1s (1 mg/kg). Nec-1s (10 ml/kg) SF (10 ml/kg) veya LPS
(10 mg/kg; 10 ml/kg) ile ayni anda intraperitoneal yoldan uygulanmistir. Farelerin 60 saniye
icinde termal uyariya tepki verme siireleri SF veya LPS enjeksiyonundan 6 saat sonra
degerlendirilmistir. Deneyler sonunda 6ldiiriilen farelerin beyinleri ve omurilikleri alinmistir.
Beyinler ve omuriliklerden hazirlanan doku homojenati siipernatantlarinda B-tiibiilin, toll
benzeri reseptor (toll-like receptor; TLR) 4, RIPK1, fosforile RIPK1, RIPK3, fosforile RIPK3,
MLKL, fosforile MLKL, high-mobility-group-box (HMGB) 1, kaspaz-11 p20, p30-gasdermin D
(GSDMD), interlokin (interleukin; 1L)-1f, semaforin (SEMA) 3A ve miyelin proteolipit protein
(PLP) ekspresyonu immunoblotting yontemiyle olciilmiistiir. Farelerin termal uyariya yanit
verme siirelerinde LPS'nin neden oldugu azalma yalmizca 0.01 mg/kg dozda Nec-1s ile
onlenmistir. Nec-1s etkili olan en diisiik dozunda (0.01 mg/kg) uygulandiginda, LPS'nin neden
oldugu TLR4, fosforile RIPK1, fosforile RIPK3, fosforile MLKL, HMGB1, kaspaz-11 p20, p30-
GSDMD, IL-13 ve SEMA3A ekspresyonundaki artmanin yani sira, miyelin PLP ekspresyonundaki
azalma Onlenmistir. Bu bulgular, Nec-1s'nin LPS/TLR4 yolu araciligiyla gelisen enflamatuvar
hiperaljeziyi 6nleyici etkisine santral sinir sisteminde RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomu aracilikli
nekropitoz ve kaspaz-11/GSDMD aracilikli piropitoz ile SEMA3A ekspresyonundaki azalmanin
yani sira, miyelin PLP ekspresyonundaki artmanin katkida bulunabilecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Lipopolisakkarit; Nekrostatin-1s; Enflamatuvar hiperaljezi; Nekropitoz;
Demiyelinizasyon; Remiyelinizasyon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CONTRIBUTION OF RIPK1/RIPK3/MLKL NECROSOME
TO INFLAMMATORY HYPERALGESIA INDUCED BY LIPOPOLYSACCHARIDE IN MICE

In this thesis, by using the selective receptor-interacting serine/threonine-protein kinase
(RIPK) 1 inhibitor necrostatin (Nec)-1s, the contribution of RIPK1/RIPK3/mixed lineage kinase
domain like pseudokinase; MLKL) necrosome to inflammatory hyperalgesia induced by
lipopolysaccharide (LPS) was investigated. Mice were divided into 8 groups: (1) saline, (2) LPS,
(3) saline and dimethyl sulfoxide, (4) saline and Nec-1s (0.01 mg/kg), (5) LPS and Nec-1s (0.001
mg/kg), (6) LPS and Nec-1s (0.01 mg/kg), (7) LPS and Nec-1s (0.1 mg/kg), and (8) LPS and Nec-
1s (1 mg/kg). Nec-1s (10 ml/kg) was administered simultaneously with saline (10 ml/kg) or
LPS (10 mg/kg) intraperitoneally. Reaction time to thermal stimuli within 60 seconds was
evaluated in mice that received either saline or LPS after 6 hours. At the end of the experiments,
the brains and spinal cords of the mice were removed after they were killed. In tissue
homogenate supernatants prepared from brains and spinal cords, expression of 3-tubulin, toll-
like receptor (TLR4), RIPK1, phosphorylated RIPK1, RIPK3, phosphorylated RIPK3, MLKL,
phosphorylated MLKL, high-mobility-group-box (HMGB1), caspase-11 p20, p30-gasdermin D
(GSDMD), interleukin (IL)-1f, semaphorin (SEMA) 3A, and myelin proteolipid protein (PLP)
proteins was measured by using the immunoblotting method. It was observed that LPS-induce
decrease in the response time of mice to thermal stimulation was prevented with Nec-1s only at
a dose of 0.01 mg/kg. When Nec-1s was injected at the lowest effective dose (0.01 mg/kg), it
prevented the increase induced by LPS in expression of TLR4, phosphorylated RIPK1,
phosphorylated RIPK3, phosphorylated MLKL, HMGB1, caspase-11 p20, p30-GSDMD, IL-1f3, and
SEMA3A as well as decreased expression of myelin PLP. These results suggested that
suppression of the RIPK1/RIPK3/MLKL necrosome-mediated necroptosis, caspase-11/GSDMD-
mediated pyroptosis, and SEMA3A expression, in addition to increased expression of myelin
PLP in the central nervous system contributes to the preventive effect of Nec-1s on
inflammatory hyperalgesia mediated by the LPS/TLR4 pathway.

Keywords: Lipopolysaccharide; Necrostatin-1s; Inflammatory hyperalgesia; Necroptosis;
Demyelination; Remyelination
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KISALTMALAR ve SIMGELER

Kisaltma/Simge Tanim

a Alfa (Alpha)

B Beta (Beta)

1) Delta (Delta)

€ Epsilon (Epsilon)

Y Gama (Gamma)

K Kapa (Kappa)

aa Amino asit (Amino acid)

ACS Apopitozla iligkili nokta benzeri protein iceren bir kaspaz biriktirici alan
(Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment
domain)

AIM Absent in melanoma

Aip Aktin ile iliskili protein (Actin interacting protein)

AP Etkinlestirici protein (Activator protein)

ARM Armadillo

ASC Apopitozla iliskili nokta benzeri protein iceren bir kaspaz biriktirici alan
(Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment
domain)

ATP Adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate)

BBB Kan-beyin engeli (Blood-brain barrier)

Bcl B hiicresi lenfoma protein (B-cell ymphoma protein)

Cucu Karboksil ucu (Carboxyl terminal; C-terminal)

C3aR C3areseptorii (C3a receptor)

Ca** Kalsiyum iyonu (Calcium ion)

Caz+ Kalsiyum iyonu (Calcium ion)

CARD Kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan (Caspase-recruitment and activation
domain)

Casp Kaspaz (Caspase)

cbp Siklik adenozin monofosfat yanit elementi baglayici proteini baglayici
protein (Cyclic adenosine monophosphate-response element binding protein-
binding protein)

CCL Kemokin (C-C) motif ligand1 (Chemokine [C-C motif] ligand)

CD Farklilasma kiimesi (Cluster of differentiation)
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Kisaltma/Simge Tanim

CDL

c-FLIP

clIAP
CNS
COR
COX
CREB

CYLD
CYP
DAI

DAMP
DAMPs

DAP
DC
DED
DFU
DHET
DMF
DMSO
DNA
dsDNA
DTT
E. coli
eCIRP

EDTA
EET
ELANE

Kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan alan1 baglayici1 bolge (Caspase-
recruitment and activation domain domain linker region)

Hiicresel Fas ile iligkili 6liim alan1 benzeri interlokin-1f doniistiiriicii enzim
inhibitor protein (Cellular Fas-associated death domain-like interleukin-1[-
converting enzyme-inhibitory protein)

Apopitozun hiicresel inhibitori (Cellular inhibitor of apoptosis)

Santral sinir sistemi (Central nervous system)

Kompleks proteinlerin Ras'in C ucu (C-Terminal of Ras of complex proteins)
Siklooksijenaz (Cyclooxygenase)

Siklik adenozin monofosfat yanit elementi baglayic protein (Cyclic adenosine
monophosphate-response element binding protein)

Silindromatdéz (Cylindromatosis)

Sitokrom P450 (Cytochrome P450)

Deoksiriboniikleik aside bagimli interferon diizenleyici faktor
(Deoxyribonucleic acid-dependent activator of interferon regulatory factor)
Zedelenmeyle iliskili molekiiler kalip (Damage-associated molecular pattern)
Zedelenmeyle iliskili molekiiler kaliplar (Damage-associated molecular
patterns)

DNAX etkinlestirici protein (DNAX-activating protein)

Dentritik hiicre (Dendritic cell)

Oliim efektor alan1 (Death effector domain)
5,5-Dimetil-3-(3-florofenil)-4-(4-metilsiilfonil)fenil-2(5H)-furanon
Dihidroksieikozatrienoik asit (Dihydroxyeicosatrienoic acid)

Dimetil fumarat (Dimethyl fumarate)

Dimetil stilfoksit

Deoksiriboniikleik asit (Deoxyribonucleic acid)

Cift sarmalli deoksiribontikleik asit (Double-stranded deoxyribonucleic acid)
Ditiyotreytol

Escherichia coli

Ekstraseliiler sogukla indiiklenebilen riboniikleik asit baglayici protein
(Extracellular cold-inducible ribonucleic acid-binding protein)
Etilendiamintetraasetik asit

Epoksieikozatrienoik asit (Epoxyeicosatrienoic acid)

Notrofil elastaz (Neutrophil elastase)
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Kisaltma/Simge Tanim

eNOS
ERK

ESCRT

ESCRT

FADD
FVIla
Fx
GAP

GBPs

GPI
GSDMA
GSDMB
GSDMC
GSDMD
GSDMD-C
GSDMD-N
GSDMDNT
GSDMD-NT
GSDME
GTPase
HCI

HIV
HMGB
[ASP

IAV
IDL
IFN
IFNAR

Endoteliyal nitrik oksit sentaz (Endothelial nitric oxide synthase)
Ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz (Extracellular signal-regulated
kinase)

Tasima i¢in gerekli endozomal siralama kompleksi (Endosomal sorting
complex required for transport)

Tasima i¢in gerekli endozomal siralama kompleksi (Endosomal sorting
complex required for transport)

Fosforilasyon; fosforile

Fas ile iliskili 6liim alam (Fas-associated death domain)

Pihtilasma faktori VIla (Coagulation factor Vila)

Pihtilasma faktorii X (Coagulation factor X)

Guanozin trifosfataz etkinlestirici protein (Guanosine triphosphatase
activating protein)

Guanilat baglayic1 proteinler (Guanylate binding proteins)
Glikozil-fosfatidil inozitol (Glycosyl-phosphatidylinositol)

Gasdermin A (Gasdermin A)

Gasdermin B (Gasdermin B)

Gasdermin C (Gasdermin C)

Gasdermin D (Gasdermin D)

Gasdermin D'nin C ucu (C-Terminal gasdermin-D)

Gasdermin D'nin N ucu (N-Terminal gasdermin-D)

Gasdermin D'nin N ucu (N-Terminal gasdermin-D)

Gasdermin D'nin N ucu (N-Terminal gasdermin-D)

Gasdermin E (Gasdermin E)

Guanozin trifosfataz (Guanosine triphosphatase)

Hidroklorik asit (Hydrochloric acid)

Insan bagisiklik yetersizligi viriisii (Human immunodeficiency virus)
High-mobility-group-box

Uluslararasi Agr1 Arastirmalari Dernegi (International Association for the
Study of Pain)

Enfliianza A viriist (Influenza A virus)

Alanlar arasi baglayici bolge (Inter-domain linker region)

Interferon (Interferon)

Interferon-a/B reseptorii (Interferon-a/p receptor)
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Kisaltma/Simge Tanim

IKK
IKKs
IL
IL-1R
IPT

IRF
IRGB

ISGF
IxB
i.p.

Lv.
i/R
i/R
iNOS
JAK
JNK
K+
K48 U
K63 U
KCl
kDa
Kgp
KH2PO4

LBP
LMP
L-NAME
LPS

LRR

kB kinase inhibitorii (Inhibitor of kB kinase)

kB kinase inhibitorleri (Inhibitors of kB kinase)

Interlékin (Interleukin)

Interlékin-1 reseptorii (Interleukin-1 receptor)

Pleksinler ve transkripsiyon faktorleri tarafindan paylasilan immiinoglobulin
benzeri alanlar (Immunoglobulin-like domains shared by plexis and
transcription factors)

Interlékin-1 reseptorii ile iliskili kinaz (Interleukin-1 receptor-associated
kinase)

Interferon diizenleyici faktdr (Interferon regulatory factor)

Immiinite ile iligkili guanozin trifosfataz aile tiyesi b10 (Immunity-related
guanosine triphosphatase family member b10)

Interferon ile uyarilan biiyiime faktorii (Interferon stimulated growth factor)
kB inhibitorii (Inhibitor of kB)

Intraperitoneal

Intravenosz

Iskemi/reperfiizyon

Iskemi/reperfiizyon

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (Inducible nitric oxide synthase)

Janus kinaz (Janus kinase)

c-Jun N-terminal kinaz (c-Jun N-terminal kinase)

Potasyum iyonu (Potassium ion)

K48 ile baglantili ubikuitinlenmis (K48-linked ubiquitinated)

K63 ile baglantili ubikuitinlenmis (K63-linked ubiquitinated)

Potasyum Kkloriir (Potassium chloride)

Kilodalton

Lizine 6zgli proteaz gingipain (Lysine-specific protease gingipain)
Potasyum dihidrojen fosfat (Potassium dihydrogenphosphate)

Uzun form (Long form)

Lipopolisakkarit baglayici protein (Lipopolysaccharide-binding protein)
Latent membran protein (Latent membrane protein)

NG-Nitro-L-arjinin metil ester

Lipopolisakkarit (Lipopolysaccharide)

Losinden zengin yinelenen (Leucine rich repeat)
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Kisaltma/Simge Tanim

LRRs
LS
LUBAC

MAPK
MAVS

MBP
MCC950

MD
MDA

MEK

Mg++

Mg2+

MHC

MKK

MKKs

MLKL

MrgprD

mRNA
MRSA

mtDNA
mtROS
MyD
MYD

Losinden zengin yinelenenler (Leucine rich repeats)

Biiyiik alt birim (Large subunit)

Dogrusal ubuikitin zincir montaj kompleksi (Linear ubiquitin chain assembly
complex)

Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz (Mitogen-activated protein kinase)
Mitokondriyal antiviral sinyalleyici proteinler (Mitochondrial antiviral
signaling proteins)

Miyelin temel protein (Myelin basic protein)
N-[[(1,2,3,5,6,7-hekzahidro-s-indasen-4-il)Jamino]karbonil]-4-(1-hidroksi-1-
metiletil)-2-furansiilfonamit (N-[[(1,2,3,5,6,7-hexahydro-s-indacen-4-
yl)amino]carbonyl]-4-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2-furansulfonamide)
Miyeloit farklilasma (Myeloid differentiation)

Melanom farklilasmasi ile iligkili protein (Melanoma differentiation-
associated protein)

Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz (Mitogen-activated protein
kinase kinase)

Magnezyum iyonu (Magnesium ion)

Magnezyum iyonu (Magnesium ion)

Major doku uygunluk kompleksi (Major histocompatibility complex)

Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz (Mitogen-activated protein
kinase kinase)

Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinazlar (Mitogen-activated protein
kinase kinases)

Karisik kokenli kinaz benzeri ps6odokinaz (Mixed lineage kinase domain-like
pseudokinase)

Mas ile iliskili G proteini ile kenetli reseptor D (Mas-related G protein-coupled
receptor D)

Ulak riboniikleik asit (Messenger ribonucleic acid)

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus)

Mitokondriyal deoksiribontikleik asit (Mitochondrial deoxyribonucleic acid)
Mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (Mitochondrial reactive oxygen species)
Miyeloit farklilasma faktorii (Myeloid differentiation factor)

Miyeloit farklilasma faktorii (Myeloid differentiation factor)
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Kisaltma/Simge Tanim

n
N ucu
Na+*
NACHT

NaCl
Nav
Nec
NEK

NEMO

NF
N-GSDMD
NLR

NLRC

NLRP

NLRX

NMDA
nNOS
NO
NOX

Nrp
Nsp
02
07y
0oDC

Fare sayisi

Amino ucu (Amino terminal; N-terminal)

Sodyum iyonu (Sodium ion)

Santral niikleotit baglayici oligomerizasyon alani (Central nucleotide-binding
oligomerization domain)

Sodyum klortir (Sodium chloride)

Voltaj kapili sodyum kanali (Voltage-gated sodium channel)

Nekrostatin (Necrostatin)

Never in mitosis gene A ile iliskili kinaz (Never in mitosis gene A-related
kinase)

Niikleer faktor kB esansiyel diizenleyicisi (Nuclear factor kB essential
modulator)

Niikleer faktor (Nuclear factor)

Gasdermin D'nin N ucu (N-Terminal gasdermin-D)

Niikleotit baglayici oligomerizasyon alani benzeri reseptor (Nucleotide
binding oligomerization domain-like receptor)

Kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan igeren niikleotit baglayici
oligomerizasyon alani benzeri reseptor (Caspase-recruitment and activation
domain containing nucleotide binding oligomerization domain-like receptor)
Niikleotit baglayici oligomerizasyon alan benzeri, I6sinden zengin yinelenen
ve pirin alani iceren (Nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich
repeat and pyrin domain containing)

Niikleotit baglayici oligomerizasyon alani benzeri reseptor X (Nucleotide
binding oligomerization domain-like receptor X)

N-Metil-D-aspartik asit (N-Methyl D-aspartic acid)

Noronal nitrik oksit sentaz (Neuronal nitric oxide synthase)

Nitrik oksit (Nitric oxide)

Nikotinamit adenin diniikleotit fosfat oksidaz (Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase)

Noropilin (Neuropilin)

Yapisal olmayan protein (Non-structural protein)

Molekiiler oksijen (Molecular oxygen)

Siiperoksit radikali (Superoxide radical)

Oligodendrosit (Oligodendrocyte)
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Kisaltma/Simge Tanim

OLG

oMV

OPC

P

P

P2X7R
p30-GSDMD

PAMP
PF
PFT
PG
pH
PI3K
PJVK
PKC
PLC
PLP
PLP1
PNS
PON
PPAR

PPRE

PR
PS
PSI
PSS
PYD
RHIM

RIG
rIL

Oligodendrosit (Oligodendrocyte)

Dis membran vezikiilii (Outer membrane vesicle)

Oligodendrosit projenitor hiicre (Oligodendrocyte progenitor cell)
Istatistiksel analizlerde anlamhlik diizeyi (Probability)
Fosforilasyon; fosforile (Phosphorylation; phosphorylated)
Piirinerjik reseptor P2X 7 (Purinergic receptor P2X 7)

Kaspaz-11 tarafindan béliinen piropitotik delik olusturucu protein
gasdermin D'nin N ucu p30 fragmani

Patojen iliskili molekiiler kalip (Pathogen-associated molecular pattern)
Paeoniflorin (Paeoniflorin)

Delik olusturucu toksin (Pore-forming toxin)

Prostaglandin

Hidrojen iyonu derisiminin negatif logaritmasi

Fosfoinozitit 3-kinaz (Phosphoinositide 3-kinase)

Pejvakin, DFNB59

Protein kinaz C (Protein kinase C)

Fosfolipaz C (Phospholipase C)

Proteolipit protein (Proteolipid protein)

Proteolipit protein 1 geni (Proteolipid protein 1 gene)

Periferik sinir sistemi (Peripheral nervous system)

Peroksinitrit (Peroxynitrite)

Peroksizom proliferator ile etkinlestirilen reseptor (Peroxisome proliferator-
activated receptor)

Peroksizom proliferator ile etkinlestirilen reseptor yanit elementi
(Peroxisome proliferator-activated receptor response element)
Proteaz (Protease)

Fosfatidilserin (Phosphatidylserine)

Pleksin-semaforin-integrin (Plexin-semaphorin-integrin)

Periferik sinir sistemi (Peripheral nervous system)

Pirin alani (Pyrine domain)

Reseptor ile etkilesen protein homotipik etkilesme motifi (Receptor-
interacting protein homotypic interaction motif)

Retinoik asit ile indtiklenebilir gen (Retinoic acid-inducible gene)

Rekombinant interlokin (Recombinant interleukin)
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Kisaltma/Simge Tanim

RIP
RIPK

RNA
RNAi
Roc
Ros
RXR

SARS
SDS
sEH
SEMA
Sema
Ser
SF
SIRS

sr-DM20
sr-PLP
SS

SSA
ssRNA
SSS
STAT

TAK

TBK

TCR

TEMED
TF

Reseptor ile etkilesen protein (Receptor-interacting protein)

Reseptor ile etkilesen serin/treonin protein kinaz (Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase)

Ribontikleik asit (Ribonucleic acid)

Riboniikleik asit interferans (Ribonucleic acid interference)

Kompleks proteinlerin Ras'1 (Ras of complex proteins)

Ras-of-complex

Retinoit X reseptorti (Retinoid X receptor)

Kisa form (Short form)

Siddetli akut solunum sendromu (Severe acute respiratory syndrome)
Sodyum dodesil fosfat

Coziinebilir epoksit hidrolaz (Soluble epoxide hydrolase)

Semaforin (Semaphorin)

Semaforin (Semaphorin)

Serin (Serine)

Serum fizyolojik

Sistemik enflamatuvar yanit sendromu (Systemic inflammatory response
syndrome)

Soma kisith DM20 (soma-restricted DM20)

Soma kisith proteolipit protein (Soma-restricted proteolipid protein)
Kiictik alt birim (Small subunit)

Sig1r serum albiimini

Tek sarmalli ribontikleik asit (Single-stranded ribonucleic acid)

Santral sinir sistemi

Transkripsiyonun sinyal ileticisi ve etkinlestiricisi (Signal transducer and
activator of transcription)

Doniistiiriicii bliytime faktori B ile etkinlestirilen kinaz (Transforming
growth factor f-activated kinase)

Tlumor nekrozlastirici faktor reseptorii ile iliskili faktor niikleer faktor kB
etkinlestiricisi baglayici kinaz (Tumor necrosis factor receptor family member
associated nuclear factor kB activator-binding kinase)

T hiicresi reseptorii (T cell receptor)

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)
Doku faktort (Tissue factor)
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Kisaltma/Simge Tanim

TGF
Th
TIM

TIRAP

TLR
TMEM
TNF
TNFR
TPPU
TRADD

TRAF

TRAM

TREM

TRIF

TRPV
TTC
Tyr
Ub
WD
YKTS
yNOS
Yop]
ZBP

Dontistiiriicii biiytime faktori (Transforming growth factor)

Yardima1 T (T helper)

T hiicresi immiinoglobulin ve miisin alani (7-Cell immunoglobulin and mucin
domain)

Toll-interlokin-1 reseptor alan iceren adaptor protein (Toll/interleukin-1
receptor domain-containing adapter protein)

Toll benzeri reseptor (Toll-like receptor)

Transmembran (Transmembrane)

Tliimor nekrozlastirici faktor (Tumor necrosis factor)

Tlimor nekrozlastirici faktor reseptorii (Tumor necrosis factor receptor)
(Trifluoromethoxyphenyl-3-(1-propionylpiperidin-4-yl)urea)

Timor nekrozlastirici faktor reseptorii tip 1 ile iligkili 61iim alani1 (Tumor
necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein)

Timor nekrozlastirici faktor reseptort ile iliskili faktor (Tumor necrosis
factor receptor-associated factor)

Toll-interlokin-1 reseptor alan iceren adaptor indiikleyici interferon-f ile
iliskili adaptor molekiil (Toll-interleukin-1 receptor domain-containing
adapter-inducing interferon-f-related adaptor molecule)

Miyeloit hiicresi lizerinde eksprese edilen tetikleyici reseptor (Triggering
receptor expressed on myeloid cell)

Toll-interlokin-1 reseptor alan iceren adaptor indiikleyici interferon-f (Toll-
interleukin-1 receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f)
Gegici reseptor potansiyel vaniloit (Transient receptor potential vanilloid)
Tris tampon ¢ozeltisi

Tirozin (Tyrosine)

Ubikuitilasyon (Ubiquitylation)

WD40/beta-transdusin yinelenmeleri (WD40/beta-transducin repeats)
Yagsiz kurutulmus siit tozu (Non-fat dry milk)

Yapisal nitrik oksit sentaz

Yersinia dis proteini ] (Yersinia outer protein-j)

Z-Deoksiriboniikleik asit baglayici protein (Z-Deoxyribonucleic acid-binding

protein)
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1. GIRIS

Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan deneysel endotoksemi modeli bir¢ok
antienflamatuvar ve analjezik ilacin etkisini arastirmak icin model olarak siklikla kullanilmaktadir
[1-3]. Ayrica, LPS'nin termal uyaranlara yanit olarak, supraspinal ve spinal diizeylerde algilanan
sicak zemin testi ile degerlendirildiginde, supraspinal diizeyde kontrol edildigi ileri siirtilen akut
agriy1 artirdig1 bildirilmistir [4, 5]. LPS'nin neden oldugu hiperaljeziye beynin bazi bolgeleri ile
omurilik diizeyinde olusturdugu degisiklikler katkida bulunmaktadir [6-11].

LPS immiin yanit olusumunda rol oynayan periferik sinir sistemi ile santral sinir sistemi
(SSS)'deki hiicrelerin membranlarinda bulunan reseptdr proteini olan toll benzeri reseptor (toll-
like receptor; TLR) 4'e baglanmaktadir. TLR4 sinyal ileti yolu miyeloit farklilasma birincil yanit
proteini (myeloid differentiation primary response protein; MyD88) ve interferon (interferon; IFN)-
B'ya bagh olmak tizere ikiye ayrilmaktadir [10-17]:

(1) MyD88'e bagiml olan yolda, toll-interlokin (interleukin; 1L)-1 reseptori (IL-1 receptor;
IL-1R) alan iceren adaptor protein (toll/IL-1R domain-containing adapter protein; TIRAP)
aracilifiyla MyD88'e iletilen uyar1 IL-1R ile iliskili kinaz (IL-1R-associated kinase; IRAK), tiimor
nekrozlastiric1 faktor (tumor necrosis factor; TNF) reseptori ile iliskili faktér (TNF receptor-
associated factor; TRAF), doniistiiriicii biiylime faktéri (transforming growth factor; TGF)  ile
etkinlestirilen kinaz (TGFB-activated kinase; TAK) 1, kB kinase inhibitorii (inhibitor of kB kinase;
IKK) a (IKK1), IKKB (IKK2), IKKy (IKK3); niikleer faktdr (nuclear factor; NF)-xB esansiyel
diizenleyicisi (NF-xB essential modulator; NEMO) ve mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz
(mitogen-activated protein kinase; MAPK)'ler gibi sinyalleyici molekiiller (MAPK kinaz [MAPK
kinase; MEK] 1, MAPK kinaz [MAPK kinase; MKK] 3/6 ve MKK4, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz [extracellular signal-regulated kinase; ERK] 1/2, p38 MAPK ve c-Jun N-terminak kinaz [c-Jun
N-terminal kinase (JNK) 1/2)] araciigiyla NF-kB ve etkinlestirici protein (activator protein; AP)-1
gibi transkripsiyon faktorleri etkinlestirilmektedir. Niikleusa gecen NF-kB ve AP-1 ise, hiperaljezik
mediyatorlerden prostaglandin (PG) E; gibi prostaglandinlerin sentezini katalize eden
siklooksijenaz (cyclooxygenase; COX) enzimleri ile IL-1f, IL-6 ve TNF-a gibi pro-enflamatuvar
sitokinlerin ekspresyonunu artirarak enflamasyonun olusmasina ve yayilmasina yol agmaktadirlar.

(2) MyD88'den bagimsiz yolda ise, toll-IL-1 reseptor alan iceren adaptor indiikleyici IFN-3
(toll-IL-1 receptor domain-containing adapter-inducing IFN-f3) tarafindan TRAF3 ve reseptor ile
etkilesen protein (receptor-interacting protein; RIP)-1 etkinlestirilmektedir. TRAF3 ise, sirasiyla,
tiir 1 IFN'lerin olusumu ile NF-kB ve AP-1'in etkinlesmesinden sorumlu transkripsiyon faktorleri

IFN diizenleyici faktor (IFN regulatory factor) 3 ve RIP-1'in etkinlesmesine neden olmaktadir.
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Nekropitoz reseptor ile etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase; RIPK) 1 tarafindan etkinlestirilen RIPK3 ve karisik kokenli kinaz
benzeri psdodokinaz (mixed lineage kinase domain like pseudokinase; MLKL)'ye bagimli, ancak
kaspaza bagimli olmayan, litik tiirde bir hiicre o6limi olarak tamimlanmaktadir [18-25].
RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomu aracilikli nekropitozda plazma membraninin zedelenmesi
sonucunda yirtilmasi, hiicrenin sismesi ve parcalanmasi, enerjinin azalmasi ve basta high-mobility-
group-box (HMGB) 1 gibi zedelenmeyle iliskili molekiiler kaliplar olmak iizere sitoplazma
iceriginin saliverilmesi gibi morfolojik/biyokimyasal degisiklikler goriilmektedir [23, 26-29].
LPS/TLR4 veya TNF/TRAF sinyal yolunun etkinlesmesi sonucunda ortaya ¢cikan nekropitoz RIPK1,
RIPK3 ve MLKL gibi deubiquitinazlar tarafindan pozitif, kaspaz-8, FLICE inhibitdr protein ve fas ile
iligkili 61tim alani tarafindan ise negatif yonde diizenlenmektedir [30-32].

Nekropitozun tersine piropitoz, antimikrobiyal yanitin bir parcasi olarak, siklikla hiicre ici
patojenler ile enfeksiyonlarda goriilen ileri derecede enflamatuvar o6zellikte olan litik
programlanmis hiicre 6liimiiniin bir tiiriidiir. Giiniimtize dek piropitoza yol acan niikleotit baglayici
oligomerizasyon alan benzeri, l6sinden zengin yinelenen ve pirin alani iceren (nucleotide-binding
oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing; NLRP) 3/apopitozla
iliskili nokta benzeri protein iceren bir kaspaz biriktirici alan (apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase recruitment domain; ASC)/Kaspaz-1 inflamazomu aracilikli klasik
(canonical), kaspaz-3/5/11 aracilikh klasik olmayan ve kaspaz-3 aracilikli olmak iizere 3 degisik
yol oldugu bildirilmistir [33]. Piropitotik 61iim hiicresel sisme ve yirtilma, parcalanma ve HMGB1,
adenozin trifosfat (adenosine triphosphate; ATP), deoksiriboniikleik asit (deoxyribonucleic acid;
DNA), mitokondriyal DNA (mitochondrial DNA; mtDNA), IL-1a, IL-14, IL-18, IL-33, ekstraseliiler
sogukla indiiklenebilen riboniikleik asit baglayic1 protein (extracellular cold-inducible ribonucleic
acid-binding protein; eCIRP) ile ASC noktalar: gibi zedelenmeyle iliskili molekiiler kalip (damage-
associated molecular pattern; DAMP)'larin saliverilmesi ile sonu¢lanmaktadir [18, 21, 24, 34].

RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomunun olusmasi ve etkinlesmesine bagli olarak gelisen
nekropitoz basta enfeksiy6z ve norodejeneratif hastaliklar olmak iizere enflamasyon ile belirgin
cok sayidaki hastaligin patojenezinde rol oynamaktadir [20, 24, 25, 35-59]. Ote yandan,
patojenezinde nekropitozun rol oynadig1 bakteriyel sepsis, septik sok ve ¢oklu organ yetmezligi
gibi durumlarda RIPK'leri hedefleyen klinik arastirmalarin sayisi azdir [60]. Literatiirde LPS'nin
farelerde neden oldugu akut sistemik enflamatuvar yanitlar, akut akciger ve karaciger
zedelenmesi, sepsis ve septik sok patojenezinde RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomunun rolii

oldugunu bildiren az sayida klinik 6ncesi in vivo ¢alisma bulunmaktadir [55, 61-69]. Ayrica, LPS'ye
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yanit olarak SSS'de gelisen enflamasyonun patojenezinde nekropitozun onemli rolii olduguna
iliskin yapilan in vivo ¢alismalarin sayisi azdir [70-73]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, farelerde
olusturulan letal polimikrobiyal sepsis modelinde, RIPK3 aracilikli nekropitoz ve gasdermin D
(gasdermin D; GSDMD) aracilikli piropitozun sepsis gelismesine neden olan enflamatuvar sinyalde
rol oynadig1 ve doku zedelenmesini artirdigr gosterilmistir [74]. Klinik olarak sepsisi taklit
edilebildigi rodentlerde olusturulan cecal ligation and puncture modelinde yapilan bir ¢alismada
ise, nekropitozun secici inhibitorii olan nekrostatin (necrostatin; Nec)-1'in sepsisin neden oldugu
karaciger zedelenmesini dnledigi gosterilmistir [75].

LPS veya LPS/D-galaktozamin ile fareler, siganlar ve domuzlarda olusturulan sepsis, septik
sok, akut akciger ve karaciger zedenlenmesi ve noéroenflamasyon modellerinde yapilan
¢alismalarda, hiicre 6liimii ve enflamasyona RIPK1'in katkisinin arastirildigi hastalik modellerinde
siklikla kullanilan secici bir nekropitoz inhibitérii Nec-1'in 1, 1.65, 1.8, 5, 10 veya 30 mg/kg
intraperitoneal (i.p.) veya 5 mg/kg (transtrakeal) ya da 30 mg/kg intravendz (i.v.) dozda
uygulandiginda yararh etkileri oldugu gosterilmistir [61-65, 67-69, 76-80]. Tez konusu ile ilgili
olarak rodentlerde yapilan in vivo ¢alismalardan yalnizca birinde, farelerde LPS ile olusturulan
akut akciger zedelenmesi modelinde, bronkoalveolar lavaj sivisinda o6l¢iilen proenflamatuvar
mediyator diizeyleri ve NF-kB etkinliginin Nec-1 (10 mg/kg; i.p.) ile 6nlendigi bildirilmistir [62].

Nec-1'in daha dayanikh bir varyanti olmasina karsin, Nec-1'e gore ¢ok daha secici bir
RIPK1 inhibitérii olan nekrostatin (necrostatin; Nec)-1s (RIPK1 i¢in ortanca inhibitér derisim
degerleri Nec-1 ve Nec-1s icin sirasiyla 494 nM ve 210 nM) [81, 82] ile farelerde yapilan in vivo
¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin sonuglari, Nec-1s'nin 0.3, 1.6, 1.65, 2, 4, 6 veya 10
mg/kg (i.p.) ya da 4 mg/kg (i.v.) dozda uygulandiginda patojenezinde enflamasyonun rol oynadig
TNF'nin neden oldugu sistemik enflamatuvar yanit sendromu (systemic inflammatory response
syndrome; SIRS) ve mortalite, iskemi/reperfiizyon (I/R)'nin neden oldugu miyokardiyal
enflamasyon, hepatik enflamasyon, enterokolit, abdominal aortik anevrizma ve romatoit artrit gibi
nekropitoz ile iliskili ¢esitli durumlarda yararl etkileri olabilecegini gostermektedir [76, 82-89].
Ayrica, Takahashi ve ark. [82] tarafindan TNF ile SIRS modeli olusturulan farelerde yapilan
inhibitorlerin diisiik ve yiiksek (sirasiyla 0.6 ve 6 mg/kg; i.p.) dozlarda kullanildig1 in vivo bir
calismada, paradoksik olarak, Nec-1 ve inhibitor analogu Nec-1i'nin diisiik dozda mortaliteye karsi
duyarhlastirdigi, ancak Nec-1s'nin diisiik dozda duyarlastirmamasina ek olarak, yliksek dozda
koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir. Nec-1s (30 mg/kg; i.v.) kullanilarak farelerde yapilan in
vivo bir ¢alismada, LPS'in neden oldugu akut sistemik enflamatuvar yanitlarda RIPK1 ve RIPK3'iin

O6nemli bir rol oynadigi sonucuna varilmistir [65]. Newton ve ark. [66] farelerde LPS ile olusturulan
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sepsis, TNF ile olusturulan SIRS, dekstran sodyum siilfat ile olusturulan kolit, imikuimot ile
olusturulan psériyaz, seriilein ile olusturulan pankreatit, hipoksi ile olusturulan serebral 6dem,
miyokart enfarktiisii, bobrek [/R ve orta serebral arter okliizyonu modellerinde yaptiklari
calismalarin sonuglarina gore, enflamasyon ve doku zedelenmesiyle belirgin nekropitotik
hastaliklarda RIPK1'in etkisizlesmesi veya RIP3K eksikliginden ¢ok, MLKL eksikliginin daha énemli
oldugunu ileri siirmiislerdir. Ote yandan, Kearney ve ark. [90] L929 hiicrelerinde yaptiklar in vitro
bir ¢calismanin sonuglarina goére, RIPK3'e bagimli nekropitozu baslatmaktan ¢ok, 6nlemek yoniinde
islev gordiigli sonucuna varmislardir. Ayrica, ripoptotik sinyal kompleksi RIPK1/RIPK3 tarafindan
MLKL'nin araciik ettigi nekropitozu etkin kaspaz-8'in oOnledigine yonelik c¢alismalar da
bulunmaktadir [91]. Bunlara ek olarak, MLKL ve kaspaz-11/GSDMD tarafindan NLRP3/ASC/pro-
kaspaz-1 inflamazomunun etkinlestirilmesi kaspaz-1/GSDMD araciikli piropitoz ile
sonuglanmaktadir [92-95]. Ote yandan, literatiirde Nec-1s'nin piropitoz iizerindeki etkisine
yoOnelik olarak yapilan herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

Tez konusu ile ilgili olarak daha once tarafimizdan yapilan calismalarin sonuglar ise
asagida 6zetlenmistir:

(1) Farelere LPS (10 mg/kg) uygulanmasindan sonra 24 saat icinde serum, bobrek ve
akciger nitrit, 6-keto-PGF1, ve/veya tromboksan B; diizeylerindeki artisa mortalitenin eslik ettigi
gozlenmistir [96-98]. Ote yandan, sicak zemin testi kullanarak yaptigimiz ¢alismalarda ise [99],
kontrol grubundaki farelere uygulanan termal uyaridan 6 saat sonra tepki siiresi degismeksizin
serum nitrit diizeylerinin arttig1, gerek bazal agri1 duyarliliginin ve gerekse serum nitrit diizeylerinin
NF-xB inhibitorii N-asetilserotonin, nitrik oksit (nitric oxide; NO) prekiirsorii L-arjinin, yapisal NO
sentaz (yNOS) inhibit6érii NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME), indiiklenebilir NO sentaz (iNOS)
inhibitérii aminoguanidin, secici olmayan COX inhibitorii indometasin ve secgici COX-2 inhibitori
5,5-dimetil-3-(3-florofenil)-4-(4-metilsiilfonil)fenil-2(5H)-furanon (DFU) ile degismedigi, ote
yandan, poli adenozin difosfat riboz polimeraz sentaz inhibitérii 3-aminobenzamit ile serum nitrit
diizeylerinde degisiklik olmaksizin tepki siliresinin uzadigi gézlenmistir. Bunlara ek olarak, LPS
uygulanan farelerde N-asetilserotonin, L-arjinin, L-NAME, indometasin, DFU ve 3-aminobenzamit
LPS'nin neden oldugu tepki siiresindeki kisalmay1 énlemislerdir. Ote yandan, LPS'nin neden oldugu
serum nitrit diizeylerindeki azalma N-asetilserotonin, L-arjinin, indometasin, DFU ve 3-
aminobenzamit ile énlenmistir. Ayrica, LPS'nin neden oldugu serum 6-keto-PGFi4 olarak 6lciilen
PGI; diizeylerindeki artma yalnizca L-arjinin ve aminoguanidin ile 6nlenebilmistir. LPS, bobrek
nitrit diizeylerinde bir degisiklik olusturmasa da, kalp, akciger ve beyin nitrit diizeylerinde neden

oldugu azalma N-asetilserotonin, L-arjinin, L-NAME, aminoguanidin, DFU ve 3-aminobenzamit ile
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Onlenmistir. Bulgularimiz, en azindan bébrek, kalp, akciger ve beyinde yNOS ve/veya iNOS
araciligiyla NO olusumundaki azalmanin LPS'nin hiperaljezik etkisine katkida bulunabilecegini,
ayrica NO'nun PGI; olusumunu azaltarak LPS'nin neden oldugu hiperaljeziyi 6nleyebilecegini
diistindiirmustiir. Bunlara ek olarak, N-asetilserotonin, L-arjinin, L-NAME, aminoguanidin, DFU
ve/veya 3-aminobenzamidin LPS ile azalan sistemik NO olusumunu 6nleyen dozlarda
kullanildiklarinda, LPS'nin neden oldugu bébrek, kalp, akciger ve/veya beyinde miyeloperoksidaz
etkinligi ve/veya malondialdehit diizeylerindeki azalmay1 6nledikleri, hatta bazi organlarda kontrol
grubuna gore daha da artirdiklari goézlenmistir. Bulgularimiz, LPS'nin neden oldugu nétrofil
infiltrasyonu ve lipit peroksidasyonundaki azalmanin NO ile énlenebilecegini gostermistir.

(2) Hepatik NO olusumu ile serum TNF-a ve PGE; diizeylerindeki azalmanin, ayrica, beyin
ve sistemik dolasimdaki nitrit diizeylerindeki artma oldugu kadar doku nétrofil infiltrasyonu ve
lipit peroksidasyonundaki degisikliklerin, bir TNF-a inhibitéri olan talidomidin LPS'nin neden
oldugu hiperaljeziyi onleyici ve COX inhibitorlerinden indometasin, nimesulit ile parasetamoliin
analjezik etkinligini artirici etkisine katkida bulundugunu diisiindiirmiistiir [100].

(3) Secici NLRP3 inflamazom inhibitorii olan N-[[(1,2,3,5,6,7-hekzahidro-s-indasen-4-
il)Jamino]karbonil]-4-(1-hidroksi-1-metiletil)-2-furanstilfonamit (N-[[(1,2,3,5,6,7-hexahydro-s-
indacen-4-yl)amino]carbonyl]-4-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2-furansulfonamide; MCC950) kullanarak
yaptigimiz bir ¢alismada ise, NLRP3/ASC/pro-kaspaz-1 inflamazom olusumu ve etkinligi inhibe
edildiginde, farelerde LPS'nin neden oldugu enflamatuvar hiperaljeziye eslik eden beyin, kalp ve
akciger dokularinda NF-kB p65, kaspaz-11 p20, nikotinamit adenin dintikleotit fosfat oksidaz
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxydase; NOX) ve endoteliyal NOS/noéronal NOS
(nNOS)/iNOS ekspresyonlarindaki/etkinliklerindeki degisikliklerin 6nlenebilecegi sonucuna
varilmistir [101].

(4) Farelerde LPS'nin neden oldugu enflamatuvar hiperaljezinin yani sira, SSS'de pro-
enflamatuvar, antienflamatuvar ve antiapoptotik yollarda rolii olan retinoit X reseptérii (RXR) o,
fosfoinozitit 3-kinaz (phosphoinositide 3-kinase; PI3K) p85a, Akt, siklik adenozin monofosfat yanit
elementi baglayic1 protein (cyclic adenosine monophosphate-response element binding protein;
CREB) 1, B hiicresi lenfoma protein (B-cell ymphoma protein; Bcl)-2 ve peroksizom proliferator ile
etkinlestirilen  reseptér  (peroxisome  proliferator-activated  receptor;  PPAR)  o/B/y
ekspresyonlarindaki/etkinliklerindeki azalma, TLR4, MyD88, TRAF6, TAK1, IKKa/B/y, IkB-o, NF-xB
p65, MAPK, ERK1/2, c-Jun, COX-2 ve IL-1f ekspresyonlari/etkinlikleri ile nitrotirozin, PGE; ve IL-1f3
diizeylerindeki artmanin secici bir RXR agonisti olan beksaroten ile 6nlenebilecegi gosterilmistir

[102, 103].
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(5) SSS'de iNOS, nNOS ve kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan iceren niikleotit baglayici
oligomerizasyon alani benzeri reseptdr (caspase-recruitment and activation domain containing
nucleotide binding oligomerization domain-like receptor; NLRC) 3 ekspresyonundaki azalmanin yani
sira, 14,15-dihidroksieikozatrienoik asit, NLRC4, ASC, IL-1B, kaspaz-1 p20, kaspaz-11 p20,
stiperoksit radikali (superoxide radical; O27) olusturan bir adenin dintikleotit fosfat oksidaz enzimi
(gp91phox;  NOX2), gpovhox'un diizenleyici alt birimi (p47rhex; NOXO0Z2) ve nitrozin
ekspresyonlarindaki/etkinliklerindeki artmanin eslik ettigi degisikliklere iliskin bulgularimiz, secici
bir ¢o6zlnebilir epoksit hidrolaz (soluble epoxide hydrolase; sEH) inhibitérii olan
triflorometoksifenil-3-(1-propiyonilpiperidin-4-il)iire (trifluoromethoxyphenyl-3-(1-
propionylpiperidin-4-yl)urea); TPPU) nin farelerde LPS'nin neden oldugu enflamatuvar hiperaljeziyi
onleyici etkisine katkisinin bulunabilecegini diislindiirmustiir [104].

(6) Mitokondriyal bir niikleotit baglayici oligomerizasyon alani benzeri reseptor (nucleotide
binding oligomerization domain-Ilike receptor; NLR) olan ve enflamasyonla belirgin durumlarda rol
oynadig1 gosterilen NLRX1 ligand1 dokosaheksaenoik asidin enflamatuvar hiperaljeziyi 6nleyici
etkisine, LPS'ye yanit olarak SSS'de TRAF6'dan ayrilan NLRX1'in, K63 U baglantis1 iizerinden
ubikuitinlenmesindeki artisin ardindan IKK kompleksine baglanmasi sonucunda IKKoa/IKKp, IKKy,
kB inhibitérii (inhibitor of kB; IkB)-a ve NF-kB etkinligi ile IL-1p protein ekspresyonundaki
azalmanin katkida bulunabilecegini diistindiirmiistiir [105].

(7) Secici RIPK1 inhibitorii nekrosiilfonamidin LPS'nin neden oldugu enflamatuvar
hiperaljeziyi 6nleyici etkisine SSS'de kaspaz-11/GSDMD aracilikli piropitoz, RIPK1/RIPK3/MLKL
nekrozomu araciliklh nekropitoz ve remiyelinizasyon inhibitérii semaforin (SEMA) 3A
ekspresyonundaki azalmanin yani sira, miyelin membranin baslica bileseni olan proteolipit protein
(PLP) ekspresyonundaki artmanin katkida bulunabilecegini diistindiirmtstiir [106].

Glncel literatlirden derlenmis bilgiler ile daha 6nce yaptigimiz ¢alismalardan elde ettigimiz
bulgular birlikte degerlendirildiginde [99-106], LPS'nin SSS'de tetikledigi olaylar sonucunda
RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomu aracilikli nekropitoz, kaspaz-11/GSDMD aracilikli piropitoz ile
demiyelinizasyonun da egslik ettigi enflamatuvar hiperaljeziyle sonuclanabilecek olaylarin
Onlenmesinde Nec-1s gibi secici RIPK1 inhibitérlerin yararli olabilecegi diisiiniilmiistr.
Dolayisiyla, LPS ile farelerde olusturulan enflamatuvar hiperaljezi modeli kullanilarak
gerceklestirilmis olan bu tezde, Nec-1s'nin RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomu aracilikli nekropitoz
ve kaspaz-11/GSDMD araciikli  piropitoz lzerindeki etkisinin demiyelinizasyon ve

remiyelinizasyon ile iliskilendirilerek arastirilmasi amaglanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Enflamatuvar Hiperaljezi

Uluslararas1 Agr1 Arastirmalart Dernegi (International Association for the Study of Pain;
[ASP) tarafindan 1979 yilinda agr1 "gercek veya olas1 doku zedelenmesi ile iliskili veya buna benzer
hos olmayan bir duyusal ve duygusal deneyim" olarak tanimlanmistir. Bu tanim, saglik uzmanlari
ve agr1 alamindaki arastirmacilar tarafindan genis capta kabul gérmiis ve Diinya Saglk Orgiitii de
dahil olmak tizere bir¢ok profesyonel, resmi ve sivil toplum kurulusu tarafindan benimsenmistir.
Son yillarda, bu alandaki bazi arastirmacilar, agrinin anlasilmasindaki ilerlemelerin, tanimin
yeniden degerlendirilmesini gerektirdigini diisiinerek degisiklikler 6nermislerdir. Bu tanim, 2020
yilinda "agr1" s6zcligiiniin kokeni olarak Latince'de "ceza" anlamina gelen "poena" sozctigii dikkate
alinarak eklenen asagidaki 6 6nemli not ile genisletilmistir [107, 108]:

(1) Agr1 her zaman biyolojik, psikolojik ve sosyal etkenlerden degisen derecelerde etkilenen
kisisel bir deneyimdir.

(2) Agn ve nosisepsiyon farkli fenomenlerdir; agr1 deneyimi duyusal yollardaki etkinlige
indirgenemez.

(3) Bireyler yasam deneyimleri araciligiyla agr1 kavramini 68renirler.

(4) Bir kisinin ac1 olarak bir deneyimi oldugunu bildirmesine saygi gosterilmelidir.

(5) Agr genellikle uyum saglayici bir role hizmet etse de, islev ve sosyal ve psikolojik iyilik
durumu tizerinde olumsuz etkileri olabilir.

(6) Sozli betimleme, aciy1 ifade eden birka¢ davranistan yalnizca biridir; iletisim
kuramama, bir insanin veya insan olmayan bir hayvanin ac1 ¢ekmesi olasiligini ortadan kaldirmaz.

Agri 6zelliklerine gore 3 gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.1.) [109]:

(1) Grup I: Stiresine gore doku zedelenmesinin olmadig1 gecici, doku zedelenmesinin oldugu
akut agr1 ile doku zedelenmesi ve/veya sinir zedelenmesinin oldugu kronik/siirekli agri

(2) Grup II: Baslatan uyar1 ve isleve gore fizyolojik ve patolojik agr1

(3) Grup III: (1) Fizyolojik ve nosiseptif agr1 olmak iizere 2 gruba ayrilan fizyolojik agr1 ve
(2) enflamatuvar ve néropatik agri ile kanser agrisi olmak iizere 3 gruba ayrilan patolojik agri

Akut ve kronik agrinin baglica 6zellikleri Tablo 2.1.'de 6zetlenmistir [110].
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Category |

Feature

: o
Category lll | Physiolgical ﬁ@@w]i

-

Inflammatory Neuropathic

Damge / dysfunction

Stimulus Moxious | ‘ Inflammation at PNS and CNS
Site PNS r PNS ] PNSandCNS PNS and CNS
Function Protective Healing/Repair Pathological

» Post-operation  * PNS/CNS lesion

Example » Touch a pin :
= Arthritis * Diabetic neuropathy

« Hot plate

Sekil 2.1. Agrinin gruplandirilmasi ve temel 6zellikleri [109]. PNS, periferik sinir sistemi (peripheral
nervous system); CNS, santral sinir sistemi (central nervous system).

igne batmas, sicak zemin, akut travma ve cerrahi agr1 gibi durumlarda, zararli uyaranlar ile
baslatilan ve periferik sinir sistemi (peripheral nervous system; PSS)'nin noral substratlarinin rol
oynadigi fizyolojik agrinin koruyucu islevleri bulunmaktadir. Patolojik agr1 ise, post-operatif, artrit,
PSS/SSS lezyonu, diabetik noropati, kemik kanseri ve gliyoblastom gibi durumlarda enflamasyon,
PSS ve SSS'de zedelenme/islev bozuklugu ile doku zedelenmesine bagli olarak baslatilmaktadir

[109].
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Tablo 2.1. Akut ve kronik/siirekli agrinin baslica 6zellikleri [110].

AKkut agr1

Kronik/siirekli agr1

Nosiseptorleri etkinlestiren zararl
uyaranlardan kaynaklanir.

Cerrahi, travmatik yaralanma, doku
zedelenmesi, miyokart enfarktiisii ve
enflamatuvar stireglere eslik eder; genellikle
iyilesme basladiginda azalir.

Kendinden siirlidir, giinler veya haftalar icinde
diizelir, ancak 3 aya dek stirebilir.

Hafiften siddetli dereceye dek degisebilir.
Kayg1 ve huzursuzluk eslik edebilir.

Tedavi edilmediginde morbidite ve mortaliteyi
artirabilir ve hastanede kalis siiresini uzatabilir.

Kotii yonetilirse, iyilesmeye katilimi ve
ardindan engelliligin artmasini engelleyebilir.

Viseral veya somatik nosiseptorlerden
kaynaklanir.

Kronik hastaliga ve tedavi edilmeyen duruma
eslik eder; genellikle yavas yavas baslar ve
zamanla daha ¢ok ac1 ¢ekilmesine yol agar.

Altta yatan neden oldugu stirece ¢6ziillmez;
genellikle 3 aydan uzun (genellikle 6 aydan
uzun siire) siirer.

Hafiften siddetli dereceye dek degisebilir.

Genellikle ¢oklu yasam kalitesi ve depresyon,
umutsuzluk, ¢aresizlik, tlikenmislik, mali ytik,
aile, arkadaglar ve saglik sistemine artan
bagimlilik gibi islevsel yan etkiler eslik eder.

Aile iiyeleri ve arkadaslarin yasam kalitesini
etkileyebilir.

Fizyolojik yanitlar kalic1 veya aralikli olmasina
baghdir; akut agrida oldugu gibi, aralikli agrili
fizyoyolik yanita tasikardi, terleme ve
hipertansiyon gibi ters etkiler eslik eder.

"Nosisepsiyon" agrinin nasil bilin¢li bir deneyim durumuna geldigini tanimlamak igin

kullanilan bir terimdir [111]. Nosiseptor ise, zararli bir uyarana veya uzadiginda zararli duruma
gelebilecek bir uyarana tercihen duyarh bir serbest sinir ucudur. Nosiseptorler yalnizca agri
uyaranlarina yanit veren ve uyaranlari, beynin agri duyumsamasini iiretmek i¢in yorumladig sinir
uyarilarina déniistliren birincil duyu néronlarinin bir alt kiimesini olustururlar [112]. Nosiseptorler
kimyasal, mekanik ve termal uyar1 gibi tepki verdikleri uyarinin tiiriine gére miyelinli veya
miyelinsiz olarak gruplandirilirlar. Hiicre govdeleri dorsal kok gangliyon ile trigeminal
gangliyonlarda bulunan ve doku zedelenmesine yanit veren birincil aferent néronlarin bir alt grubu
olan nosiseptorler, hem miyelinsiz C lifleri hem de deri, kas, eklem ve i¢ organlar1 inerve eden
miyelinli Ad liflerinden olusurlar [113-116]. Agrinin nosisepsiyonundaki transdiiksiyon, iletim, alg1

ve modiilasyon olmak lizere gelisen 4 donem Sekil 2.2.'de 6zetlenmistir [110, 111].
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Sekil 2.2, Agrinin nosisepsiyonundaki donemler [111]. Ca**, Kalsiyum iyonu (calcium ion); K*, potasyum
iyonu (potassium ion); Mg**, magnezyum iyonu (magnesium ion); Na*, sodyum iyonu (sodium ion); NMDA, N-

metil-D-aspartik asit (N-methyl D-aspartic acid).
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Doku zedelenmesine duyarl olan miyelinsiz C lifleri ve miyelinli Ad lifleri sinir uclar1 ve
hiicre gévdelerinde bulunan G proteini ile kenetli reseptorler, iyonotropik reseptorler ve tirozin
kinaz reseptorlerinin uyarilmasi veya sensitizasyonu yoluyla sinyali iletirler. Bu reseptorler
bradikinin, PGE; gibi PG'ler, hidrojen iyonu, ATP, sinir bliyiime faktoriintin yani sira, TNF-a, IL-13
ve kemokin (C-C) motif ligand1 (chemokine [C-C motif] ligand; CCL) 2 gibi pro-enflamatuvar
sitokinler ve kemokinler gibi cesitli enflamatuvar mediyatérlerin dogrudan baglanmasinin
ardindan uyarilirlar [117-121].

Doku zedelenmesi ve enflamasyonun bir sonucu olarak gelisen nosiseptorlerin asiri
duyarlilign ve uyarilabilirligi ile belirgin periferik sensitizasyon fenomenine gecici reseptor
potansiyel vaniloit (transient receptor potential vanilloid;, TRPV) Al, TRPV1 ve TRPV4 gibi iyon
kanallar1 [122, 123], voltaj kapili sodyum kanali (voltage-gated sodium channel; Nav]) 1.7, Nav1.8
ve Nav1l.9 gibi sodyum kanallar1 [124, 125] ve mekanosensitif piezo iyon kanallarinin [126]
etkinlesmesi neden olmaktadir. Bu reseptorler ile iligkili sinyal ileti yollarinin etkinlesmesinde
MAPK'ler, protein kinaz (protein kinase; PK) A ve PKC gibi protein kinazlarin énemli roli
bulunmaktadir [127-130].

IASP tarafindan allodini "normalde agriya neden olmayan bir uyarana bagh agr1", hiperaljezi
"normalde agriya neden olan bir uyaran nedeniyle artan agr1" ve hipoaljezi "normalde agrili bir
uyarana yanit olarak azalan agr1" olarak tanimlanmistir [107]. Enflamasyon, enfeksiyon veya doku
zedelenmesinden kaynaklanan agriya karsi verilen asirt duyarhilik yamiti ise "enflamatuvar
hiperaljezi" olarak adlandirilmistir [131-133]. Cesitli uyarilara karsi verilen immiinolojik yanit
sirasinda zararl uyaranlarin algilanmasi ve bunlara karsi afektif bir yanit gelismesi enflamatuvar
hiperaljeziye yol acar. Enflamasyona neden olan uyarilara yanit olarak hiperaljezi gelismesi santral
ve periferik duyarliliklardan kaynaklanir. Enflamatuvar zedelenmeye yanit olarak
immiin/enflamatuvar hiicrelerin toplanmasinin ardindan pro-enflamatuvar/aljezik mediyatorlerin
saliverilmesi sonucunda periferik nosiseptorlerin uyarilmas: periferik duyarhlik gelismesine yol
acar [115, 133-136].

LPS, karagenin, seramit, tam Freund adjuvani ve monosodyum iyodoastetat gibi maddeler
kullanilarak fareler ve siganlarda olusturulan deneysel enflamatuvar hiperaljezi modellerinde basta
beyin ve omurilik olmak tizere ¢esitli dokularda MEK1/2, ERK1/2, RIPK1 ve RIPK3 gibi kinazlar,
NF-kB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorleri, NOS, COX, lipoksijenaz, sitokrom P450 (cytochrome
P450), kaspaz-1 ve kaspaz-11 gibi enzimler, NLRC4, NLRP2, NLRP3 ve NLRX1 gibi NLR'ler, IL-1(,
IL-10, IFN-y ve TNF-a gibi sitokinler, TRPV1 gibi iyon kanallarinin yam sira, RXRa, PPARa/f/y ve
Mas ile iligkili G proteini ile kenetli reseptor D (Mas-related G protein-coupled receptor D; MrgprD)

11
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gibi G proteini ile kenetli reseptorlerin pozitif veya negatif yénde katkilarinin oldugunu bildiren
¢alismalar bulunmaktadir [99-106, 137-144]. LPS'nin neden oldugu allodini ve hiperaljeziye katkisi
bulunan sinyal ileti yollarindaki mediyatorler Sekil 2.3., Sekil 2.4., Sekil 2.5, Sekil 2.6., Sekil 2.7,
Sekil 2.8, Sekil 2.9., Sekil 2.10. ve Sekil 2.11.'de 6zetlenmistir [99-106, 140, 141, 144].

Central plasticity of primary afferent
(central sensitization, ectopic firing,
axon sprouting, synaptogenesis)
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Sekil 2.3. Sigcanlarda sistemik yoldan LPS uygulanmasinin ardindan allodini ve hiperaljezi ile
sonuglanan olaylara etkinlestirilmis mikrogliyalar ile astrositlerin katkis1 [140]. (-) Onliiyor; (+),
artiryor.  IL, Interlékin (interleukin); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide); PG, prostaglandin
(prostaglandin).
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Sekil 2.4. Farelere sistemik yoldan LPS uygulanmasinin ardindan gelisen TLR4/MyD88'e bagiml
pro-enflamatuvar ve antiapopitotik sinyal ileti yolunun aracilik ettigi enflamatuvar hiperaljeziye
RXRo'nin katkisi [102]. ¥, LPS ile azalyor; 7, LPS ile artiyor; F—, RXR agonisti beksaroten énliiyor. AP,
Etkinlestirici protein (activator protein); Bcl, B hiicresi lenfoma protein (B-cell lymphoma protein; CD,
farklilasma kiimesi (cluster of differentiation); CREB, siklik adenozin monofosfat yanit elementi baglayici protein
(cyclic adenosine monophosphate-response element binding protein); ERK, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen
kinaz (extracellular signal-regulated kinase); IKK, kB kinase inhibitérii (inhibitor of kB kinase); IkB, kB
inhibitorii (inhibitor of kB); IRAK, interlékin-1 reseptorti ile iligkili kinaz (interleukin-1 receptor-associated
kinase); LBP, lipopolisakkarit baglayici protein (lipopolysaccharide-binding protein); LPS, lipopolisakkarit
(lipopolysaccharide); MD, miyeloit farklilasma (myeloid differentiation); MEK, mitojen ile etkinlegstirilen protein
kinaz kinaz (mitogen-activated protein kinase kinase); MyD, miyeloit farklilasma faktorii (myeloid
differentiation factor); NF, niikleer faktér (nuclear factor); PPAR, peroksizom proliferator ile etkinlestirilen
reseptor (peroxisome proliferator-activated receptor); PPRE, peroksizom proliferator ile etkinlestirilen reseptér
yanit elementi (peroxisome proliferator-activated receptor response element); retinoit X reseptorii (retinoid X
receptor); PI3K, fosfoinozitit 3-kinaz (phosphoinositide 3-kinase); TAK, déniistiirticii biiyiime faktéri f ile
etkinlestirilen kinaz (transforming growth factor (-activated kinase); TIRAP, toll-interlékin-1 reseptér alan
iceren adaptor protein (toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein); TLR, toll benzeri
reseptor (toll-like receptor); TRAF, tiimér nekrozlastirici faktér reseptértii ile iliskili faktér (tumor necrosis factor
receptor-associated factor).
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Sekil 2.5. Farelere sistemik yoldan LPS uygulanmasinin ardindan gelisen TLR4/MyD88/TAK1/NF-
kB yolunun aracilik ettigi enflamatuvar hiperaljeziye RXRa/'nin katkisi [103]. ¥, LPS ile azalyor; 7, LPS
ile artiyor; '~ RXR agonisti beksaroten énliiyor. COX, Siklooksijenaz (cyclooxygenase); IL, interlékin
(interleukin); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide); MyD, miyeloit farklilasma faktéri (myeloid
differentiation factor); niikleer faktér (nuclear factor); PG, prostaglandin (prostaglandin); retinoit X reseptorii
(retinoid X receptor); TAK, déniistiiriicii biiytime faktéri B ile etkinlestirilen kinaz (transforming growth factor

B-activated kinase); TLR, toll benzeri reseptor (toll-like receptor).
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Sekil 2.6. Farelere sistemik yoldan LPS uygulanmasinin ardindan gelisen enflamatuvar
hiperaljeziye RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomunun katkisi [106]. ¥, LPS ile azaliyor; 7, LPS ile artiyor;
F—, GSDMD ve MLKL inhibitérii NSA énliiyor. F, Fosforilasyon; GSDMD, gasdermin D; HMGB, high-mobility-
group-box; IL, interlokin (interleukin); LPS, lipopolisakkarit; MLKL, karisik kékenli kinaz benzeri pséodokinaz
(mixed lineage kinase domain-like pseudokinase); p30-GSDMD, kaspaz-11 tarafindan béliinen piroptotik delik
olusturucu protein GSDMD'nin N ucu p30 fragmani; PLP, proteolipit protein; RIPK, reseptor ile etkilesen
serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase); SEMA, semaforin.
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Sekil 2.7. Farelere sistemik yoldan LPS uygulanmasinin ardindan gelisen enflamatuvar
hiperaljeziye NLRP3 inflamazomunun katkis1 [101]. ¥, LPS ile azaliyor; 7, LPS ile artiyor; MCC950 LPS'nin
neden oldugu degisiklikleri onliiyor. ASC, Apopitozla iliskili nokta benzeri protein iceren bir kaspaz biriktirici
alan (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain); eNOS, endoteliyal
nitrik oksit sentaz (endothelial nitric oxide synthase); IL, interlékin (interleukin); iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (inducible nitric oxide synthase); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide); MCC950, N-[[(1,2,3,5,6,7-
hekzahidro-s-indasen-4-il)amino]karbonil]-4-(1-hidroksi-1-metiletil)-2-furansiilfonamit (N-[[(1,2,3,5,6,7-
hexahydro-s-indacen-4-yl)amino]carbonyl]-4-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2-furansulfonamide); nNOS, néronal
nitrik oksit sentaz (neuronal nitric oxide synthase); NO, nitrik oksit (nitric oxide); NOX, nikotinamit adenin
diniikleotit fosfat oksidaz (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxydase); niikleer faktér (nuclear
factor); NLRP, niikleotit baglayici oligomerizasyon alan benzeri, lésinden zengin yinelenen ve pirin alani iceren
(nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing); 02, molekiiler
oksijen (molecular oxygen); Oz, stiperoksit radikali (superoxide radical); PON, peroksinitrit (peroxynitrite).
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Sekil 2.8. Farelere sistemik yoldan LPS uygulanmasinin ardindan gelisen enflamatuvar
hiperaljeziye sEH'in katkisi [104]. , LPS ile azaliyor; 7, LPS ile artiyor; F—, sEH inhibitérii TPPU énliiyor.
ASC, Apopitozla iligkili nokta benzeri protein iceren bir kaspaz biriktirici alan (apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase recruitment domain); CYP, sitokrom P450 (cytochrome P450); DHET,
dihidroksieikozatrienoik asit (dihydroxyeicosatrienoic acid); EET, epoksieikozatrienoik asit (epoxyeicosatrienoic
acid); eNOS, endoteliyal nitrik oksit sentaz (endothelial nitric oxide synthase); IL, interlékin (interleukin); iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (inducible nitric oxide synthase); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide);
nNOS, noronal nitrik oksit sentaz (neuronal nitric oxide synthase); NO, nitrik oksit (nitric oxide); NOX,
nikotinamit adenin dintikleotit fosfat oksidaz (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxydase); NLRC,
kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan iceren niikleotit baglayici oligomerizasyon alani benzeri reseptér
(caspase-recruitment and activation domain containing nucleotide binding oligomerization domain-like
receptor); Oz molekiiler oksijen (molecular oxygen); O, stiperoksit radikali (superoxide radical); PON,
peroksinitrit (peroxynitrite); sEH, ¢dziinebilir epoksit hidrolaz (soluble epoxide hydrolase); TPPU,
triflorometoksifenil-3-(1-propiyonilpiperidin-4-il)iire (trifluoromethoxyphenyl-3-(1-propionylpiperidin-4-
yDurea).
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Sekil 2.9. Farelere sistemik yoldan LPS uygulanmasinin ardindan gelisen TRAF6/IKK/NF-«xB
yolunun aracilik ettigi enflamatuvar hiperaljeziye NLRX1'in katkisi [105]. ¥, LPS ile azaliyor; 7, LPS ile
artiyor; F—, NLRX1 ligandi dokozahekzaenoik asit onliiyor. CD, Farklilasma kiimesi (cluster of differentiation);
F, fosforilasyon; IKK, kB kinase inhibitorii (inhibitor of kB kinase); IkB, kB inhibitérii (inhibitor of kB); IL,
interlokin (interleukin); IRAK, interlékin-1 reseptorii ile iliskili kinaz (interleukin-1 receptor-associated kinase);
K48, K48 ile baglantili ubikuitinlenmis (K48-linked ubiquitinated); K63, K48 ile baglantili ubikuitinlenmis (K48-
linked ubiquitinated); LBP, lipopolisakkarit baglayici protein; LPS, lipopolisakkarit; MD, miyeloit farklilasma
(myeloid differentiation); MyD, miyeloit farklilasma faktorii (myeloid differentiation factor); NLRX, niikleotit
baglayici oligomerizasyon alani benzeri reseptér X (nucleotide binding oligomerization domain-like receptor X);
NF, niikleer faktér; TIRAP, toll-interlékin-1 reseptér alan igeren adaptér protein (toll/interleukin-1 receptor
domain-containing adapter protein); TLR, toll benzeri reseptér (toll-like receptor); TRAF, tiimor nekrozlastirici
faktor reseptortii ile iligkili faktér (tumor necrosis factor receptor-associated factor).
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Sekil 2.10. Farelere sistemik yoldan LPS uygulanmasinin ardindan gelisen TLR4/MyD88/PKC/IxB
yolu aracilikli enflamatuvar hiperaljeziye TRPV1'in katkis1 [144]. ACS, Apopitozla iliskili nokta benzeri
protein igceren bir kaspaz biriktirici alan (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase
recruitment domain); Ca?*, kalsyum iyonu (calcium ion); IxkB, kB inhibitérii (inhibitor of kB); IL, interlékin
(interleukin); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide); MyD, miyeloit farklilasma faktéri (myeloid
differentiation factor); NLRP, niikleotit baglayici oligomerizasyon alan benzeri, losinden zengin yinelenen ve
pirin alani iceren (nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain
containing); PF, paeoniflorin (paeoniflorin); PKC, protein kinaz C (protein kinase C); TLR, toll benzeri reseptér
(toll-like receptor); TNF, tiimér nekrozlastirici faktér (tumor necrosis factor); TRPV, gegici reseptér potansiyel
vaniloit (transient receptor potential vanilloid).
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Sekil 2.11. Farelere sistemik yoldan LPS uygulanmasinin  ardindan  gelisen
TLR4/MyD88/TRAF6/TAK1/NF-kB yolu aracilikli néroenflamasyon ve enflamatuvar hiperaljeziye
MrgprD'nin katkis1 [141]. IxB, kB inhibitorii (inhibitor of kB); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide);
MAPKs, mitojen ile etkinlestirilen protein kinazlar (mitogen-activated protein kinases); MrgprD, Mas ile iliskili G
proteini ile kenetli reseptér D (Mas-related G protein-coupled receptor D); MyD, miyeloit farklilasma faktorti
(myeloid differentiation factor); NF, niikleer faktér (nuclear factor), P, fosforilasyon (phosphorylation); TAK,
dontistiirticti biiytime faktérii f ile etkinlestirilen kinaz (transforming growth factor B-activated kinase); TLR,
toll benzeri reseptér (toll-like receptor); TRAF, tiimér nekrozlastirici faktor reseptorii ile iliskili faktér (tumor
necrosis factor receptor-associated factor).

LPS ile olusturulan deneysel enflamatuvar hiperaljezi gesitli antienflamatuvar/analjezik ilag
adaylarinin etkisini arastirmak icin kisa stireli bir model olarak kullanilmaktadir [1-3]. Ayrica,
LPS'nin termal uyaranlara yanit olarak, supraspinal ve spinal diizeylerde algilanan sicak zemin testi
ile degerlendirildiginde, supraspinal diizeyde kontrol edildigi ileri siiriilen akut agriy1 artirdigi
bildiriren calismalar bulunmaktadir [4, 5]. Giiniimiizde ¢cok cesitli tedavi secenekleri olmasina
karsin, enflamatuvar hiperaljezinin kontroliinde sorunlar yasandigindan, son yillarda yapilan

calismalarda, yeni tedavi yaklasimlari lizerinde yogunlasilmistir [136, 145-150].
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2.2. RIPK1/RIPK3/MLKL Nekrozomu Aracilikli Nekropitoz
2.2.1. OzelliKleri

RIPK ailesinin 7 tyesi bulunmaktadir: (1) RIPK1, (2) RIPK2, (3) RIPK3, (4) RIPK4, (5)
RIPKS5, (6) RIPK6 ve (7) RIPK7. RIPK ailesinin biitiin tyeleri, yapisal ve islevsel olarak, bir katalitik
bolge tasiyan bir homolog serin-treonin kinaz alani ile ek olarak tirozin kinaz etkinligi gosteren
RIPK2'ye sahiptir [151, 152]. RIPK1'de bir C ucu 6liim alan ile bir RIP homotipik etkilesme motifi
(RIP homotypic interaction motif, RHIM) barindiran bir ara alan bulunmaktadir. RIPK2 bir karboksil
ucu (carboxyl terminal; C-terminal; C ucu) kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan (caspase-
recruitment and activation domain; CARD) ile bir ara alan icermektedir. RIPK3 amino ucu (amino
terminal; N-terminal; N ucu) katalitik alanin yaninda bir C ucu RHIM alanina sahiptir. RIPK4 ve
RIPKS5 C ucunda bulunan ankirin yinelenmeleri ile belirgindir. RIPK6 ve RIPK7 ise, bir 16sinden
zengin yinelenen (leucine rich repeat; LRR) motifi, ankirin yinelenmeleri, bir Ras-of-comlex (Ros)
alani ve ardindan bir kompleks proteinlerin Ras (Ras of complex proteins; Roc)'un C ucu (C-
terminal of Roc; COR) alani ile bir WD40/beta-transdusin yinelenmeleri (WD40/beta-transducin
repeats; WD) alanina sahiplerdir (Sekil 2.12.) [21, 26, 36, 92].

N [_Kinase J{Nermediate] RHIM | Lo Death 2 C RIP1
N Kinase Jfintermediate— CARD  wesm[odlaiior]

N (" Kinase Jj & RIP3

N Kinase [ Intermediate — “Ankyrin I——C RIP4

N( Kinase [T Intermediate  leAnkyrin = ¢ RIP5

N
LRR

i ) LT () e LS
(LRRK1)

(arm T RnKyrin ] | - Kinase [ WD C RIP7

(LRRK2)

Sekil 2.12. RIPK'lerin yapisal o6zellikleri [26]. ARM, Armadillo; C, Karboksil ucu (Carboxyl terminal; C-
terminal); CARD, kaspaz biriktirici ve etkinlegstirici alan (caspase-recruitment and activation domain); COR,
Roc'un C ucu (C-terminal of Roc); LRR, lésinden zengin yinelenen (leucine rich repeat); N, N ucu (amino terminal;
N-terminal); RHIM, reseptir ile etkilesen protein homotipik etkilesme motifi (receptor-interacting protein
homotypic interaction motif); RIP, reseptér ile etkilesen protein (receptor-interacting protein); Roc, kompleks
proteinlerin Ras'1 (Ras of complex proteins); WD, WD40/beta transdusin yinelenmeleri (WD40/beta-transducin
repeats).
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2.2.2. Diizenlenmesi

Nekropitozun morfolojik olarak 3 6zelligi vardir: (1) Parcalanmis membranlar, sismis hiicre
govdeleri ve organelleri ile parcalanmis kromatinin birlikte oldugu nekroz, (2) ¢ok sayida
inflamazom ve (3) otofaji [153]. Molekiiler diizeyde, intraseliiler ve ekstraseliiler uyarilar ile 61iim
reseptor ailesinin iligkili ligantlar1 nekrozu tetiklemektedir [154]. Nekropitozda gelisen olaylar
sonucunda saliverilen HMGB1, ATP, DNA, uzun genomik DNA, mtDNA, riboniikleik asit interferans
(ribonucleic acid [RNA] interference; RNAIi) IL-1q, IL-33, histonlar, S100A49, 1s1 sok proteinleri, tirik
asit, eCIRP, siklofilin A ve spliceosome ile iliskili protein gibi DAMP'lar enflamasyona katkida
bulunmaktadir. Dolayisiyla, enflamasyonla sonuglanan gerek TNF reseptorii (TNF receptor; TNFR)
1 gerekse TLR aracilikli nekropitotik, apopitotik ve piropitotik programlanmis hiicre olimii
yollarinda 6zellikle RIPK1 ve RIPK3'lin 6nemli islevleri bulunmaktadir (Sekil 2.13.) [21, 26, 35, 36,
42,53, 55].

TNFR1 aracilikli nekropitozda, TNF-a'nin TNFR1'e baglanmasi "kompleks 1" olarak da
adlandirilan TNFR tip 1 ile iliskili 6lim alani (TNFR type 1-associated death domain protein;
TRADD), RIPK1, TRAF2, apopitozun hiicresel inhibitori (cellular inhibitor of apoptosis; cIAP)
1, silindromatoz (cylindromatosis; CYLD) ve IKKk olarak da bilinen NEMO gibi bir dizi proteinin
birikmesine yol agmaktadir. NEMO ile IKKa/IKKB'nin birlesmesi IKK aracilikli bir bigimde IkBa'y1
fosforillemektedir. Fosforillenen IkBa ise, NF-kB yolunu etkinlestirmektedir. NF-xB etkinligi
onlendiginde, deubikuitinlenmis RIPK1, Fas ile iliskili 6liim alami (Fas-associated death domain;
FADD) ve pro-kaspaz-8 kompleks Ila'y1 olusturmaktadir. Kompleks Ila ise etkinlesmis kaspaz-8
aracilikli apopitozun yan sira, RIPK1'in boliinmesinde rol oynamaktadir. Kaspaz-8 eksikliginde,
kompleks I'deki cIAP'in hizla RIPK1'i ubikuitinlemesi "kompleks IIb" olarak da adlandirilan RIPK1
ve RIPK3'lin birlesmesiyle sonu¢lanmaktadir. Kompleks IIb ise, MLKL aracilikli nekropitoza aracilik
etmektedir (Sekil 2.14.) [21, 25, 26, 35, 36,42, 53, 155, 156].

TNF aracilikli nekroptiozdan degisik olarak TLR'ler araciligiyla diizenlenen nekropitozda
ise, cift sarmalli DNA (double-stranded DNA; dsDNA) veya LPS'nin TLR3/TLR4 ile birlesmesi, RIPK1
ve RIPK3 ile birlikte olan toll-IL-1 reseptor alan iceren adaptor indiikleyici IFN-B (Toll-IL-1
receptor domain-containing adapter-inducing IFN-f; TRIF) ve kompleks IIb arasindaki
etkilesmeyi artirmaktadir. Kaspaz-8'in katalitik etkinligi bozulmus ise, kompleks I[Ib MLKL'ye
bagimh nekroptozu tetiklemektedir. TRIF yalnizca TLR3'lin adaptor proteini iken, TLR4 yolu TRIF
veya MyD88 tarafindan etkinlestirilebilmektedir (Sekil 2.14.) [21, 25, 26, 35,42, 53,92,157, 158].
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Sekil 2.13. RIPK1/RIPK3 aracilikli programlanmis hiicre 6limu yollar1 [92]. ASC, Apopitozla iliskili
nokta benzeri protein igceren bir kaspaz biriktirici alan (apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase recruitment domain); c-FLIP, hiicresel Fas ile iligkili 6ltim alani benzeri interldkin-1f déniistiiriicti enzim
inhibitor protein (cellular Fas-associated death domain-like interleukin-1§-converting enzyme-inhibitory
protein); clIAP, apopitozun hiicresel inhibitorii (cellular inhibitor of apoptosis); DAI, deoksiriboniikleik aside
bagimli interferon diizenleyici faktor (deoxyribonucleic acid-dependent activator of interferon regulatory
factor); dsDNA, cift sarmallit DNA (double-stranded DNA); FADD, Fas ile iligkili 6liim alani (Fas-associated death
domain); GSDMD, gasdermin D (gasdermin D); HIV, insan bagisiklik yetersizligi virtisi (human
immunodeficiency virus); 1AV, enfliianza A viriisti (influenza A virus); Kgp, lizine 6zgii proteaz gingipain (lysine-
specific protease gingipain); LUBAC, dogrusal ubuikitin zincir montaj kompleksi (linear ubiquitin chain assembly
complex); MLKL, karisik kékenli kinaz benzeri pséodokinaz (mixed lineage kinase domain-like pseudokinase); N-
GSDMD, gasdermin D'nin N ucu (N-terminal gasdermin-D); NLRP, niikleotit baglayici oligomerizasyon alan
benzeri, I6sinden zengin yinelenen ve pirin alani igeren (nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich
repeat and pyrin domain containing); Nsp, yapisal olmayan protein (non-structural protein); P, fosforile
(phosphorylated); PFT, delik olusturucu toksin (pore-forming toxin); PR, proteaz (protease); RIPK, reseptir ile
etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase); SARS, siddetli akut
solunum sendromu (severe acute respiratory syndrome); ssRNA, tek sarmalli riboniikleik asit (single-stranded
ribonucleic acid); TAK, déniistiiriicti biiytime faktorii f§ ile etkinlestirilen kinaz (transforming growth factor [3-
activated kinase); TLR, toll benzeri reseptor (toll-like receptor); TNFR, tiimér nekrozlagstirici faktor reseptorii
(tumor necrosis factor receptor); TRADD, tiimér nekrozlastirici faktér reseptérii tip 1 ile iliskili 6liim alani
(tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein); TRAF, tiimor nekrozlagstirict faktér
reseptorti ile iliskili faktér (tumor necrosis factor receptor-associated factor); TRIF, toll-interldkin-1 reseptér
alan iceren adaptor indiikleyici interferon-f (toll-interleukin-1 receptor domain-containing adapter-inducing
interferon-f3); Ub, ubikuitilasyon (ubiquitylation); ZBP, Z-deoksiriboniikleik asit baglayict protein (Z-
deoxyribonucleic acid-binding protein).
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Sekil 2.14. Patojenin algilanmasina yanit olarak RIPK1/RIPK3'iin rol oynadig1 enflamatuvar yollar
[92]. AP, Etkinlestirici protein (activator protein); c-FLIP, hiicresel Fas ile iliskili 6liim alant benzeri interlokin-
1B déniigstiiriicti enzim inhibitér protein (cellular Fas-associated death domain-like interleukin-1f-converting
enzyme-inhibitory protein); cIAP, apopitozun hiicresel inhibitéri (cellular inhibitor of apoptosis); DAI,
deoksiriboniikleik aside bagimli interferon diizenleyici faktér (deoxyribonucleic acid-dependent activator of
interferon regulatory factor); dsDNA, ¢ift sarmallit DNA (double-stranded DNA); dsRNA, ¢ift sarmalli ribontikleik
asit (double-stranded ribonucleic acid); ERK, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz (extracellular signal-
regulated kinase); HIV, insan bagisiklik yetersizligi viriisii (human immunodeficiency virus); IkB, kB inhibitérii
(inhibitor of kB); IFN, interferon (interferon); IKK, kB kinase inhibitdrii (inhibitor of kB kinase); IRF, interferon
diizenleyici faktor (interferon regulatory factor); JNK, c-Jun N-terminal kinaz (c-Jun N-terminal kinase); LMP,
latent membran protein (latent membrane protein); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide); LUBAC, dogrusal
ubuikitin zincir montaj kompleksi (linear ubiquitin chain assembly complex); MAPK, mitojen ile etkinlestirilen
protein kinaz (mitogen-activated protein kinase); MAVS, mitokondriyal antiviral sinyalleyici proteinler
(mitochondrial antiviral signaling proteins); MDA, melanom farklilasmasi ile iligkili protein (melanoma
differentiation-associated protein); MKKs, mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinazlar (mitogen-activated
protein kinase kinases); MyD, miyeloit farklilasma faktérii (myeloid differentiation factor); NF-xB, niikleer
faktor kB (nuclear factor kB); P, fosforile (phosphorylated); PR, proteaz (protease); RIG, retinoik asit ile
indiiklenebilir gen (retinoic acid-inducible gene); RIPK, reseptér ile etkilesen serin/treonin protein kinaz
(receptor-interacting serine/threonine-protein kinase); TAK, déniistiiriicii biiytime faktorii § ile etkinlestirilen
kinaz (transforming growth factor (-activated kinase); TLR, toll benzeri reseptér (toll-like receptor); TNF, tiimér
nekrozlagstirici faktér (tumor necrosis factor); TNFR, tiimér nekrozlastirici faktér reseptirii (tumor necrosis
factor receptor); TRADD, tiimor nekrozlastirici faktor reseptortii tip 1 ile iligkili 6liim alani (tumor necrosis factor
receptor type 1-associated death domain protein); TRAF, tiimdr nekrozlastirici faktér reseptorii ile iliskili faktér
(tumor necrosis factor receptor-associated factor); TRAM, toll-interldkin-1 reseptor alan iceren adaptor
indiikleyici interferon-f ile iliskili adaptor molekiil (toll-interleukin-1 receptor domain-containing adapter-
inducing interferon-f-related adaptor molecule); TRIF, toll-interldkin-1 reseptor alan igeren adaptor indiikleyici
interferon-f (toll-interleukin-1 receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f3); Ub, ubikuitilasyon
(ubiquitylation); Yop], Yersinia dis proteini | (Yersinia outer protein-J); ZBP, Z-deoksiriboniikleik asit baglayici
protein (Z-deoxyribonucleic acid-binding protein).
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2.2.3. Enflamatuvar Hastaliklarin Patojenizindeki Rolii

Son yillarda, 6zellikle Alzheimer hastaligl, inme, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi,
multipl skleroz, status epilepticus, amyotrofik lateral skleroz, omurilik zedelenmesi, diyabet,
ateroskleroz, miyokart enfarktiisii, aortik anevrizma, akut bobrek zedelenmesi, pulmoner arteriyel
hipertansiyon, kronik obstriiktif akciger hastalifi, akut solunum sikintis1 sendromu, astim, akut
akciger zedelenmesi, idiyopatik pulmoner fibroz, karaciger sirozu, kronik hepatit, alkolik karaciger
hastaligi, akut karaciger zedelenmesi, pankreatit, ¢élyak hastaligl, enflamatuvar bagirsak hastaligi,
psoriyaz, gut, osteoartrit ve romatoit artrit ile ¢esitli tliirdeki kanserler olmak ilizere, patojenezinde
enflamasyon ve/veya otoimmiinitenin rol oynadig: hastaliklarin tedavisinde kullanilmak amaciyla
RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomu aracilikli nekropitozu onleyen ilaclarin gelistirilmesine yonelik
¢alismalar iizerinde yogunlasilmistir [24, 25, 33, 35-38, 40-43, 45, 47-56, 59].

2.3. Kaspaz-11/GSDMD Aracilikli Piropitoz
2.3.1. Ozellikleri

Kaspazlar (sistein-aspartik proteazlar) sitokinlerin olgunlasmasi, enflamasyon ve basta
apopitoz, piropitoz ile nekropitoz olmak tlizere hiicre 6liimii ile sonuglanan stireglerde sinyallerin
koordine edilmesi ve biitiinlestirilmesinde 6nemli rolleri olan proteolitik enzimlerdir [159-166].
Islevlerine bagh olarak, kaspaz-2, kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10 apopitotik
kaspazlardir. Kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-11 ve kaspaz-12 ise baslica enflamasyonda rol
oynamaktadirlar. Apopitotik kaspazlar N ucuna dogru 6zgiil protein etkilesim alanlarinin varhigina
veya yokluguna bagli olarak "baslaticilar” ve "efektorler” olarak 2 alt gruba ayrilmislardir. Baslatici
kaspazlar, etkinlestirilmelerini kolaylastirmak i¢in, dimerizasyonlar1 ve/veya daha biiyiik
komplekslere birikmelerine aracilik eden 6lim efektér alanlar1 (kaspaz-8 ve kaspaz-10) veya
kaspaz biriktirici alanlar1 (kaspaz-2, kaspaz-9, kaspaz-1 ve kaspaz-11) igerirler (Sekil 2.15. ve Sekil
2.16.) [164, 167].
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Sekil 2.15. Memeli kaspazlarinin yapisal ve islevsel ozellikleri [164]. CARD, kaspaz biriktirici ve
etkinlestirici alan (caspase-recruitment and activation domain); Casp, kaspaz (caspase); DED, éliim efektér alani
(death effector domain); L, uzun form (long form); S, kisa form (short form).

"Ich-3" veya "kaspaz-4" olarak da bilinen fare kaspaz-11'i, fare kaspaz-1'i ile %46 oraninda

0zdeslik paylasan, proteaz 5'in kaspaz-1 alt ailesinin bir tyesidir [168]. Kaspaz-11 yapisal CARD,

biiytik alt birim (26 kDa [kilodalton]) ve kiigiik alt birim (10 kDa) olmak iizere 3 alandan

olusmaktadir. N ucu CARD alani bir CARD alani baglayic1 bolge tarafindan biiyiik alt biriminden

ayrilmistir. Blytik alt birim ve C ucu kiiciik alt birim alanlar arasi baglayic1 bolge (inter-domain

linker region; IDL) ile ayrilan katalitik alanlardir. Buytik ve kiiciik katalitik alanlar P10 ve P26 veya

P32 alt birimlerini olusturmak iizere D285'te IDL'nin islenmesiyle ayrilmislardir. Etkin sistein

rezidiisii olan C254 biiyiik alt birimin enzimatik etkin bélgesi icinde yer almaktadir (Sekil 2.17.)

[159, 163, 169].
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Sekil 2.16. Kaspaz-11'in yapisi ve LPS ile etkilesmesinin ardindan gelisen olaylar [167]. CARD,
kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan (caspase-recruitment and activation domain); LPS, lipopolisakkarit
(lipopolysaccharide); OMV, dis membran vezikiilii (outer membrane vesicle).

32kDa

26kDa 10kDa

D59 D80

Sekil 2.17. Kaspaz-11'in yapisal alanlar1 [159]. CARD, kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan (caspase-
recruitment and activation domain); CDL, kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan alant baglayict bélge (caspase-
recruitment and activation domain domain linker region); IDL, alanlar arasi baglayici bélge (inter-domain
linker region); LS, biiytik alt birim (large subunit); SS, kii¢ctik alt birim (small subunit).
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2.3.2. Diizenlenmesi

Kaspazlar, ¢cogu hiicrede, etkinliklerini kolaylastirmak i¢in isleme ve heterodimerizasyon
gerektiren, etkisiz monomerik zimojenler (pro-kaspazlar) olarak eksprese edilirler [159]. Fare
kaspaz-11'in ortologu, insanlarda amino asit dizisi homolojisine dayal olarak ya kaspaz-4 ya da
kaspaz-5'tir ve cesitli kaynaklarda "kaspaz-4/5/11" olarak da ge¢cmektedir. Ote yandan, yalnizca
kaspaz-5'in LPS ve IFN'ler gibi hiicre dis1 uyaranlara yanit olarak fare kaspaz-11'ine benzer bicimde
diizenlendigi ileri siirtilmiistiir [170]. Kaspaz-11 43 ve 38 kDa o6nciilleri olarak sentezlenmektedir;
ancak, oOteki kaspazlarin tersine, pro-kaspaz-11'in ekspresyonu enflamatuvar uyarl
gerektirmektedir [166]. LPS'nin farelere uygulanmasi timus, dalak, karaciger ve akcigerin yani sira,
ozellikle dalak makrofaj ve B hiicrelerinde pro-kaspaz-11'in protein ekspresyonunu hizla
indiiklemektedir [171, 168].

Gasdermin ailesi insanlarda gasdermin A-E ve DFNB59 olmak {izere 6 liyeden olusmaktadir.
Fareler, GSDMB disinda, 3 GSDMA (GSDMA1-A3) ve 4 GSDMC (GSDMC1-4) homologuna sahiplerdir.
Pejvakin (PJVK, DFNB59) disinda, aile iiyelerinde bir peptit baglayicisi ile baglanmis N ve C ucu
olmak tizere iki alan bulunmaktadir. Benzer yapiya sahip olan gasderminlerin bu alanlar1 ~ %45
homolojiye sahiplerdir. N ucu alanlarinin transmembranal delik olusturma yetenegine sahip efektor
alanlar oldugu diistiniilmektedir. GSDMDA/D/E'nin C ucu alanlarinin ise, otoinhibitor roli
bulunmaktadir (Sekil 2.18.) [171-179].

GSDMD bir peptit baglayici molekiil ile birbirine baglanmis 31 kDa N ucu (GSDMD-N) ve 22
kDa C ucu (GSDMD-C)’den olusan bir proteindir. Etkinlesmesinin ardindan, bu peptit baglayic
molekiil otoinhibitér alan olan GSDMD-C'den GSDMD-N’yi ayirmaktadir [180-182]. GSDMD-N ise,
IL- ve IL-18 gibi sitokinlerin saliverilmesinin yani sira, iyonlar ve suyun diizenlenmesini bozan bir
transmembranal delik olusmasinin sonucunda piropitoza yol agmaktadir (Sekil 2.19.) [171-176,
178, 179, 183-186]. Piropitozu tetiklemek iizere gasdermin ailesini etkinlestiren cesitli etkenler
Sekil 2.20.'de gosterilmistir [179].
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Sekil 2.18. Gasderminlerin ozellikleri [178]. DMF, Dimetil fumarat (dimethyl fumarate); GSDMA,
gasdermin A (gasdermin A); GSDMB, gasdermin B (gasdermin B); GSDMC, gasdermin C (gasdermin C); GSDMD,
gasdermin D (gasdermin D); GSDME, gasdermin E (gasdermin E); PJVK, pejvakin, DFNB59.
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Sekil 2.19. Klasik ve klasik olmayan inflamazomlar tarafindan GSDMD'nin etkinlesmesinin
ardindan gelisen ve piropitoz ile NEToz ile sonuglanan olaylar [179]. Ca?*, Kalsiyum iyonu (calcium
ion); CARD, kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan (caspase-recruitment and activation domain); DAMPs,
zedelenmeyle iligkili molekiiler kaliplar (damage-associated molecular patterns); ELANE, nétrofil elastaz
(neutrophil elastase); ESCRT, tasima igin gerekli endozomal siralama kompleksi (endosomal sorting complex
required for transport); GSDMD, gasdermin D (gasdermin D); GSDMDNT, gasdermin D'nin N ucu (N-terminal
gasdermin-D); IL, interlokin (interleukin); K*, potasyum iyonu (potassium ion); Mg?*, magnezyum iyonu
(magnesium ion); NLRP, niikleotit baglayici oligomerizasyon alan benzeri, l6sinden zengin yinelenen ve pirin
alani igeren (nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing); PLC,
fosfolipaz C (phospholipase C); riL, rekombinant interlékin (recombinant interleukin); TMEM, transmembran
(transmembrane).
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Sekil 2.20. Piropitozu tetiklemek iizere gasdermin ailesini etkinlestiren ¢esitli etkenler [179]. AIM,
Absent in melanoma; ASC, apopitozla iligkili nokta benzeri protein iceren bir kaspaz biriktirici alan (apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain); ATP, adenozin trifosfat (adenosine
triphosphate); GBPs, guanilat baglayici proteinler (guanylate binding proteins); GSDMB, gasdermin B
(gasdermin B); GSDMD, gasdermin D (gasdermin D); GSDME, gasdermin E (gasdermin E); IFN, interferon
(interferon); IL, interlékin (interleukin); K* potasyum iyonu (potassium ion); LPS, lipopolisakkarit
(lipopolysaccharide); NEK, never in mitosis gene A ile iliskili kinaz (never in mitosis gene A-related kinase);
NLRP, niikleotit baglayici oligomerizasyon alan benzeri, ldsinden zengin yinelenen ve pirin alani igeren
(nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing); P2X7R,
plirinerjik reseptér P2X 7 (purinergic receptor P2X 7); TAK, doniistiirticii biiyiime faktérii B ile etkinlestirilen
kinaz (transforming growth factor [(-activated kinase); TLR, toll benzeri reseptér (toll-like receptor); Yop],
Yersinia dis proteini ] (Yersinia outer protein-Jj).

IL4g
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Klasik ve klasik olmayan yollarda kaspaz-11'in ekspresyonu ve etkinligini artiran baslica
uyaranlar LPS gibi patojen iligkili molekiiler kalip (pathogen-associated molecular pattern;
PAMP)'lar ve pro-enflamatuvar sitokinlerdir (Sekil 2.21., Sekil 2.22. ve Sekil 2.23.) [18, 159, 162,
167, 169, 187]. intraseliiler bir LPS reseptérii olarak da bilinen kaspaz-11 gibi enflamatuvar bir
kaspazi igeren klasik olmayan inflamazom endotoksini tanimaktadir [18, 19, 25, 162, 166, 169, 188-
194]. Kaspaz-11 ekspresyonunun TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 ve TLR9 reseptorleri aracilikli TLR
sinyal ileti yollari, IL-1R aracilikli IL-1 sinyal ileti yolu, IFN-a/B reseptorii (IFN-a/f receptor; IFNAR)
ve IFN-y reseptorii aracilikli IFN sinyal ileti yolu, mtDNA reseptorii aracilikli mitokondriyal DNA
zedelenmesi ile C3a reseptorii (C34 receptor; C3aR) aracilikli kompleman yolunun etkinlesmesinin
yol actig1 olaylar sonucunda ekspresyonu ve/veya etkinligi artan NF-«B, tiir I ve II IFN'ler ve/veya
p38 MAPK ile up-regiile oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir [159, 166, 194]. Kaspaz-11'in
oto-proteolizi etkinlesmesi ve sonraki olaylarin diizenlenmesi i¢in gereklidir. Asir1 ekspresyonu
veya sitoplazmik LPS ile uyarilmasiyla deneysel olarak indiiklenen kaspaz-11'in etkinlesmesi N ucu
CARD alaninin biiyiik alt birimden c¢ikarilmasi ile biiyiik ve kiigiik katalitik alanlarin ayrilmasiyla
sonuglanan iki oto-proteoliz olayinin baslamasina yol agmaktadir [192, 195]. Gram-negatif bakteri
veya intraseliiler LPS tarafindan kaspaz-11'in etkinlestirilmesinin ardindan oligomerize olmasi ve
substrati olan GSDMD'nin katalitik N ucu alani kaspaz-11 tarafindan boliinen piropitotik delik
olusturucu protein GSDMD'nin N ucu p30 fragmani (p30-GSDMD) gibi delik olusturucu
peptitlere boliinmesi, DAMP'lardan biri olan HMGB1 araciligiyla IL-B gibi pro-enflamatuvar
sitokinlerin saliverilmesinin aracilik ettigi piropitoz ile sonu¢lanmaktadir [160, 165, 166, 169, 172,
184, 187].

Ayrica, son yillarda yapilan calismalarin sonuglari, LPS'nin neden oldugu kaspaz-11'in
etkinligindeki artmanin guanilat baglayici proteinler, HMGB1, L-adrenalin ve oksitlenmis
fosfolipitler gibi mediyatorler tarafindan negatif veya pozitif yonde dilizenlenebilecegini
gostermektedir [159, 165, 194]. Ornegin, kan dolasimindaki HMGB1 LPS'yi baglamakta, ilerlemis
glikasyon son {iriinleri reseptorii aracilikli endositoz yoluyla makrofajlar/endoteliyal hiicrelere
girmekte ve lizozomal yirtilma ile LPS saliverilmesine neden olmaktadir; bu olayin, bakteriyel
sepsise karsi direng gelismesinde rolii oldugu ileri siirtilmustiir [196]. L-Adrenalinin azg-adrenerjik
reseptore baglanarak etkinlestirdigi protein kinaz A kaspaz-11 fosforilasyonunu kolaylastirmakta
ve boylece kaspaz-11 etkinligini azaltmaktadir [197]. Oksitlenmis fosfolipitler ise, diisiik
miktarlarda LPS ile yarisarak kaspaz-11 etkinligini azaltirlarken [198, 199], yiiksek miktarlarda

kaspaz-11'in oligomerizasyonu ve etkinlesmesine neden olabilmektedirler [200].
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Sekil 2.21. Kaspaz-11'in ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan PAMP'lar ve/veya
sitokinlerin aracilik ettigi sinyal ileti yollar1 [159]. C3aR, C3a reseptérii (C3a receptor); cbp, siklik
adenozin monofosfat yanit elementi baglayici proteini baglayicit protein (cyclic adenosine monophosphate-
response element binding protein-binding protein); IFN, interferon (interferon); IFNAR, interferon-a/f3
reseptorii (interferon-a/fB receptor); IKK, kB kinase inhibitérii (inhibitor of kB kinase); IKKs, kB kinase
inhibitérleri (inhibitor of kB kinases); IL, interlékin (interleukin); IL-1R, interlokin-1 reseptéri (interleukin-1
receptor); IRAK, interlékin-1 reseptorii ile iliskili kinaz (interleukin-1 receptor-associated kinase); IRF, inteferon
diizenleyici faktor (interferon regulatory factor); ISGF, interferon ile uyarilan biiyiime faktérii (interferon
stimulated growth factor); JAK, Janus kinaz (Janus kinase); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide); MAPK,
mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz (mitogen-activated protein kinase); MD, miyeloit farklilasma (myeloid
differentiation); MYD, miyeloit farklilasma faktérii (myeloid differentiation factor); NEMO, niikleer faktér xB
esansiyel diizenleyicisi (nuclear factor kB essential modulator); NF-«B, niikleer faktér kB (nuclear factor kB);
NLRP, niikleotit baglayic1 oligomerizasyon alan benzeri, 16sinden zengin yinelenen ve pirin alani iceren
(nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing); P, fosforile
(phosphorylated); STAT, transkripsiyonun sinyal ileticisi ve etkinlestiricisi (signal transducer and activator of
transcription); TBK, tiimoér nekrozlastiric1 faktor reseptori ile iliskili faktor niikleer faktor kB etkinlestiricisi
baglayici kinaz (tumor necrosis factor receptor family member associated nuclear factor kB activator-binding
kinase); TLR, toll benzeri reseptor (toll-like receptor); TNF, tiimor nekrozlastirici faktor (tumor necrosis
factor); TRAF, timor nekrozlastirici faktdr reseptori ile iliskili faktor (tumor necrosis factor receptor-
associated factor); TRAM, toll-interlokin-1 reseptor alan iceren adaptér indikleyici interferon-f ile iliskili
adaptor molekil (toll-interleukin-1 receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f-related adaptor
molecule); TRIF, toll-interlokin-1 reseptor alan igeren adaptor indikleyici interferon-f (toll-interleukin-1
receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f3).
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Sekil 2.22. Klasik olmayan inflamazom etkinlesmesi sonucunda gelisen piropitozda kaspaz-
11/GSDMD'nin roli [194]. ASC, apopitozla iligkili nokta benzeri protein iceren bir kaspaz biriktirici alan
(apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain); ATP, adenozin trifosfat
(adenosine triphosphate); GBPs, guanilat baglayici proteinler (guanylate binding proteins); GTPase, guanozin
trifosfataz (guanosine triphosphatase); HMGB, high-mobility-group-box; IFN, interferon (interferon); IFNAR,
interferon-a/f reseptorii (interferon-a/p receptor); IL, interlékin (interleukin); IRF, interferon diizenleyici faktér
(interferon regulatory factor); IRGB, immiinite ile iliskili guanozin trifosfataz aile iiyesi b10 (immunity-related
guanosine triphosphatase family member b10); K*, potasyum iyonu (potassium ion); LPS, lipopolisakkarit
(lipopolysaccharide); NLRP, niikleotit baglayici oligomerizasyon alan benzeri, I6sinden zengin yinelenen ve pirin
alani iceren (nucleotide-binding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing);
P2X7R, piirinerjik reseptor P2X 7 (purinergic receptor P2X 7); STAT, transkripsiyonun sinyal ileticisi ve
etkinlestiricisi (signal transducer and activator of transcription); TLR, toll benzeri reseptér (toll-like receptor);
TRAM, toll-interlékin-1 reseptér alan iceren adaptér indiikleyici interferon-f ile iligkili adaptér molekiil (toll-
interleukin-1 receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f-related adaptor molecule); TRIF, toll-
interldkin-1 reseptér alan iceren adaptor indiikleyici interferon-f (toll-interleukin-1 receptor domain-containing
adapter-inducing interferon-f3).
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Sekil 2.23. LPS ile uyarilmanin ardindan kaspaz-11/GSDMD aracilikl piropitozda gelisen olaylar
[169]. CARD, kaspaz biriktirici ve etkinlestirici alan (caspase-recruitment and activation domain); GSDMD,
gasdermin D (gasdermin D); IL, interlékin (interleukin); K* potasyum iyonu (potassium ion); LPS,
lipopolisakkarit (lipopolysaccharide); LRRs, ldsinden zengin yinelenenler (leucine rich repeats); NACHT, santral
niikleotit baglayici oligomerizasyon alani (central nucleotide-binding oligomerization domain); NLRP, niikleotit
baglayici oligomerizasyon alan benzeri, l6sinden zengin yinelenen ve pirin alani iceren (nucleotide-binding
oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing); OMV, dis membran vezikiilii (outer
membrane vesicle); PYD, pirin alani (pyrine domain).

2.3.3. Enflamatuvar Hastaliklarin Patojenizindeki Rolii

Pro-enflamatuvar kaspaz alt ailesinin nekrotik hiicre o6liimiine aracilik ettigi iyi
bilinmektedir [159, 169, 187, 193, 201]. Klasik olmayan inflamazom olusumundan sorumlu olan
kaspaz-11'in birincil efektor islevleri alarmin saliverilmesi ve GSDMD aracilikli piropitoz ile
sonuclanan enflamatuvar etkinlik ile ilgilidir; ardindan, enflamatuvar ve komsu hiicrelerde klasik

inflamazom etkinlesmesine yol agarak IL-1f3 ve IL-18 saliverilmesine neden olmaktadir [18, 19,
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159, 162, 163, 165-169, 172, 187]. Kaspaz-11'in, ayrica, aktin dinamiklerini modile etme,
mitokondriyal solunumu degistirme, apopitozu indiikleme ve bakteriyel enfeksiyon veya sepsis

baglaminda kan pihtilasmasimi tetikleme yetenegi de olmak iizere ek islevleri oldugu da

bildirilmistir (Sekil 2.24.) [159, 163].
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Sekil 2.24. Kaspaz-11'in efektor islevleri [159]. Aip, Aktin ile iliskili protein (actin interacting protein);
ATP, adenozin trifosfat (adenosine triphosphate); Ca?*, kalsiyum iyonu (calcium ion); ESCRT, tasima i¢in gerekli
endozomal siralama kompleksi (endosomal sorting complex required for transport); FVila, pithtilasma faktérii
Vila (coagulation factor Vila); Fx, pthtilasma faktorii X (coagulation factor X); GBPs, guanilat baglayici
proteinler (guanylate binding proteins); GSDMD, gasdermin D (gasdermin D); GSDMD-NT, gasdermin D'nin N
ucu (N-terminal gasdermin-D); HMGB, high-mobility-group-box; IL, interlékin (interleukin); K, potasyum iyonu
(potassium ion); LPS, lipopolisakkarit (lipopolysaccharide); MRSA, metisiline direncli Staphylococcus aureus
(methicillin-resistant Staphylococcus aureus); mtROS, mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (mitochondrial
reactive oxygen species); P2X7R, piirinerjik reseptor P2X 7 (purinergic receptor P2X 7); PS, fosfatidilserin
(phosphatidylserine); TF, doku faktorti (tissue factor).

Son yillarda, 6zellikle Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, multipl
skleroz, status epilepticus, amyotrofik lateral skleroz, omurilik zedelenmesi, myastenia gravis,
polimiyozit, diyabet, pulmoner arteriyel hipertansiyon, ateroskleroz, iskemik kalp hastaligi,
miyokart enfarktiisii, akut akciger zedelenmesi, enflamatuvar karaciger hastaliklari, otoimmiin
hepatit, birincil biliyer kolanjit, alkolik olmayan yagl karaciger hastaligi, alkolik olmayan
steatohepatit, akut pankreatit, ¢olyak hastaligi, enflamatuvar bagirsak hastaligi, jinjivit, Sjogren
sendromu, sistemik lupus eritematoz, lupus nefriti, Goodpasture sendromu, psoériyaz, gut, jiivenil

idiyopatik artrit, otoimmiin orsit ve romatoit artrit ile cesitli tiirdeki kanserler olmak iizere,
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patojenezinde enflamasyon ve/veya otoimmiinitenin rol oynadigr hastaliklarin tedavisinde
kullanilmak amaciyla kaspaz-11/GSDMD aracilikli piropitozu onleyen ilaglarin gelistirilmesine
yonelik calismalar lizerinde yogunlasimistir [24, 33, 36, 38, 41, 47, 49, 52, 54, 57, 167, 169, 171,
172, 174-176, 178, 179, 185, 194, 201-205]. Bunlara ek olarak, sitoplazmadaki organeller,
proteinler ve makromolekiilleri parcalayarak hiicrenin canli kalmasi ve korunmasinda énemli bir
rol oynayan otofajinin, DAMP'lar ve PAMP'lar1 uzaklastirmasinin yani sira, piropitozun temel
bilesenlerini inhibe ederek, kaspaz-11 aracilikli piropitozu negatif yonde diizenledigine iliskin
¢alismalarin bulgularina gore, alkolik yagh olmayan karaciger hastaliginda piropitozun koruyucu

rolii olabilecegi ileri siirtilmistiir [57].
2.4. SEMA3A
2.4.1. Ozellikleri

Semaforinler sinir sisteminin gelisimi sirasinda 6nemli islevleri olan glikoproteinlerden
olusmus biiyiik bir ailedir [206-209]. Semaforinlerin yapilarinda yaklasik 500 amino asitten
olusmus SEMA alani, bir veya daha ¢ok sayida sisteinden zengin pleksin-semaforin-integrin alanlari
ile pleksinler ve transkripsiyon faktorleri tarafindan paylasilan immiinoglobuline benzeyen alanlar
bulunmaktadir (Sekil 2.25.) [210].

Semaforinler 8 alt gruba ayrilmislardir: omurgasizlarda (1) Grup 1 (SEMA1A ve SEMA1B),
(2) grup 2 (SEMAZ2A ve SEMA2B) ve SEMASC ile omurgalilarda (3) grup 3 (SEMA3A-SEMA3G), (4)
grup 4 (SEMA4A-SEMA4G), (5) grup 5 (SEMA5A ve SEMASC), (6) grup 6 (SEMA6A-SEMA6D) ve (7)
grup 7 (SEMA7A) ile (8) ¢esitli DNA viriisleri tarafindan kodlanan grup 8 (SEMAVA ve SEMA5V).
Pleksinler ve noropilinler semaforinlerin aracilik ettikleri sinyal ileti yollarindaki baslica

reseptorlerdir [211].
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Sekil 2.25. Semaforinler ve iliskili reseptorleri arasindaki etkilesmeler [210]. €D, Farklilasma kiimesi
(cluster of differentiation); DAP, DNAX etkinlestirici protein (DNAX-activating protein); GAP, guanozin
trifosfataz etkinlestirici protein (guanosine triphosphatase activating protein); GPI, glikozil-fosfatidil inozitol
(glycosyl-phosphatidylinositol); IPT, pleksinler ve transkripsiyon faktérleri tarafindan paylasilan
immiinoglobulin benzeri alanlar (immunoglobulin-like domains shared by plexis and transcription factors); Nrp,
ndropilin  (neuropilin); PSI, pleksin-semaforin-integrin (plexin-semaphorin-integrin); Sema, semaforin
(semaphorin); TIM, T hiicresi immiinoglobulin ve miisin alani (T-cell immunoglobulin and mucin domain);
TREM, miyeloit hiicresi iizerinde eksprese edilen tetikleyici reseptér (triggering receptor expressed on myeloid
cell).

Kesfedildigi yillarda "kolapsin” olarak adlandirilan SEMA3A omurgalilarda bilinen ilk
SEMA'yd1 [212-214]. Giiniimiizde ise, SEMA3A'nin yalnizca sinir sisteminin degil, ayni zamanda
multipl skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarin patojenezinde de rol oynadigl iyi bilinmektedir
[215]. Ornegin, kimyasal olarak olusturulan deneysel demiyelinizasyon modellerinde, SSS'nin
miyelinizan hiicreleri olan aksonlarin veya oligodendrosit (oligodendrocyte; ODC)'lerin
yenilenmesine SEMA3A'nin katkida bulundugu gésterilmistir [216, 217]. Ayrica, bir fare deneysel
otoimmiin ensefalomiyelit modelinde, hastaligin ilerlemesi siiresince, bagisiklik hiicrelerinde
SEMA3A'nin ulak riboniikleik asit (messenger ribonucleic acid; mRNA) ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik olmamasina Kkarsin, bagisiklik sisteminde protein ekspresyonu azalmis ve SSS'de
artmistir. Transkripsiyon sonrasi diizenlemelerin bu celiskili bulgularin nedeninin oldugu ileri

stiriilmiistiir [218]. Ilging olarak, yetiskin bir fare demiyelinizasyon modelinde yapilan ¢alismanin
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sonuglarina gore, SEMA3A ODC 6ncii hiicrelerinin demiyelinizan bolgeye alinmasini bozmaktadir
[213]. Benzer bicimde, SEMA3A'nin lezyon boélgesine dogru ODC 6ncii hiicrelerinin gocii tizerindeki
engelleyici etkisi veya zedelenmis ndronlarin biiyiimesini 6nleyen itici etkinligi nedeniyle SSS'de
zararl bir rolii oldugu bildirilmistir [215]. SEMA3A, ayrica, endotel hiicrelerinin siki baglantilarini
bozarak ve gecirgenliklerini artirarak kan-beyin engelinin biitiinliigli zayiflatmakta, sonugta, SSS'ye
¢ok daha yliksek oranda bagisiklik hiicrelerinin gecisine neden olmaktadir [219]. Bunlara ek olarak,
SEMA3A, ODC o6ncii hiicrelerinin in vitro farklilasmasini dnleyebilmektedir. Sicanlarin SSS'indeki
demiyelinizan lezyonlara rekombinant SEMA3A enjeksiyonu ise remiyelinizasyonun basarisiz
olmasina neden olmaktadir. Bu bulgulara gore, multipl skleroz lezyonlarinda goriilen hem SSS
remiyelinizasyonu hem de ODC o6ncii hiicrelerinin farklilasmasinda SEMA3A'nin varliginin ¢ok
onemli bir rolii oldugunu gostermektedir [214]. Basta SEMA3A olmak lzere, ¢esitli semaforinler ve
reseptorlerinin demiyelinizasyondaki roliine iliskin mekanizmalar Sekil 2.26.'da 6zetlenmistir

[210].
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Sekil 2.26. C(Cesitli semaforinler ve reseptorlerinin demiyelinizasyondaki roliine iliskin
mekanizmalar [210]. BBB, Kan-beyin engeli (blood-brain barrier); CD, farklilasma kiimesi (cluster of
differentiation); CNS, santral sinir sistemi (central nervous system); DC, dentritik hiicre (dendritic cell); MHC,
majér doku uygunluk kompleksi (major histocompatibility complex); NO, nitrik oksit (nitric oxide); OLG,
oligodendrosit (oligodendrocyte); OPC, oligodendrosit projenitér hiicre (oligodendrocyte progenitor cell); Sema,
semaforin (semaphorin); TCR, T hiicresi reseptorti (T cell receptor); Th, yardimci T (T helper).
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2.4.2. Ekspresyonunun Diizenlenmesi

SEMA3A'min basta noéronlar, farklilastirici makrofajlar, diizenleyici T ve B hiicreleri,
etkinlestirilmis dentritik hiicreler ile T hiicreleri olmak iizere, bobrek, kemik, bag ve kartilaj

dokusunda da eksprese edildigi bildirilmistir [220-223].
2.4.3. Enflamatuvar Hastaliklarin Patojenezindeki Rolii

SEMA3A'nin, bagisiklik tepkisini sonlandirdigindan dolayi, bagisiklik sistemini olumlu
yonde etkiledigi bildirilmistir [215]. Ote yandan, SEMA3A'nin bagisiklik sistemi iizerinde olumsuz
etkisi oldugunu gosteren calismalar da bulunmaktadir. Bagisiklik tepkileri lizerinde birden ¢ok
saylda etkiye sahip bir SEMA olarak, SEMA3A, T hiicresi aracilikli adaptif bagisiklig1 negatif,
dogustan gelen bagisiklig1 ise pozitif yonde diizenlemektedir [209]. Son yillarda, remiyelinizasyon
islemini dnleyen bir molekiilii olan SEMA3A'nin, basta multipl skleroz olmak iizere, sistemik lupus
eritematoz, sistemik skleroz, romatoit artrit, néronal plastisite, SSS tiimorleri, alerjik rinit ve
kiitan6z yara iyilesmesi gibi hastaliklarin patojenezindeki roliine iligkin klinik 6ncesi ve klinik

calismalarin sayisi giderek artmaktadir [210, 211, 222-225].
2.5. Miyelin PLP
2.5.1. Ozellikleri

Miyelin kilifinin yapis1i ve PLP'nin yerlesimi Sekil 2.27.'de gosterilmistir [226]. PLP ile
birlikte miyelin temel protein (myelin basic protein; MBP) tiim miyelin protein igeriginin
yaklasik %60-80'ini olusturmaktadir. PLP geni 1 (PLP1) X kromozomunun (Xq21-q22) proksimal
uzun kolunu haritalayan 7 ekzonlu 17 kb'lik bir gendir [227, 228]. Uriinii olan PLP, alternatif
ekleme iirtinii DM20 proteini ile birlikte, miyelinin en ¢ok miktarda bulunan proteinlerinden biridir
[229]. Fare PLP/DM20 geninin yapis1 Sekil 2.28.'de gosterilmistir [230]. Ekzon 3'teki ikinci bir 5'
ekleme verici alanindan birinde alternatif ekleme ile olusturulan tetraspaninlerden olan PLP1 ve
DM20 ayni ekleme alic1 bolgesine katilirlar [229]. Proteinlerin 4 transmembran alani1 1 sitozolik
halka ve sitozolik N ve C uglar ile 2 sistein kopriisii iceren 2 hiicre dis1 halka bulunmaktadir. ilk
kesfedilen ve ayn1 zamanda "Folch-Lees" proteini olarak da bilinen PLP 276 amino aside sahiptir ve

sitozolik dongiisiinde 35 amino asitlik bir segment ile DM20'den farkhidir [231].
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Sekil 2.27. Miyelin kilifinin yapisi ve PLP'nin yerlesimi [226]. (A) Miyelinli akson, (B) miyelin kilifi, (C)
iki tabakali membranlar ve (D) fosfatidiletanolamin. MBP, Miyelin temel protein (myelin basic protein); PLP,

proteolipit protein (proteolipid protein).
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Sekil 2.28. Fare PLP/DM20 geninin yapis1 [230]. aa, Amino asit (amino acid); mRNA, ulak riboniikleik asit
(messenger ribonucleic acid); PLP, proteolipit protein (proteolipid protein); sr-DM20, soma kisith DM20 (soma-
restricted DM20); sr-PLP, soma kisitli proteolipit protein (soma-restricted proteolipid protein).
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2.5.2. Ekspresyonunun Diizenlenmesi

SSS'de bulunan ODC'lerde PLP ve periferik sinir sisteminde DM20 baskin olmak iizere, PLP
ve DM20 degisen oranlarda eksprese edilirler [232]. PLP, ayrica, Schwann hiicreleri [233-236], baz1
noron tiirleri [237, 238], immiin sistem hiicreleri [239, 240], olfaktdr sinir hiicreleri [241], kardiyak
miyositler [242], insan amniyotik epitel hiicreleri [243] ile Leidig [244] ve testis [240] hiicrelerinde
eksprese edilmektedir. Miyelin transkripsiyon faktorii 1, PPAR'lar, Nkx2.2, Ngn3 ile tiroit hormonu
reseptorii  tarafindan PLP gen ekspresyonunun transkripsiyonel diizeyde artirildigini bildiren

calismalar bulunmaktadir [245-247].
2.5.3. Enflamatuvar Hastaliklarin Patojenezindeki Rolii

Miyelin PLP ekspresyonundaki degisikliklerin basta multipl skleroz ve Pelizaeus-
Merzbacher hastalig1 olmak tlizere enflamatuvar demiyelinizan hastaliklarin patojenezinde 6nemli

rolii olduguna iliskin klinik 6ncesi ve klinik calismalar bulunmaktadir [248-251].

42



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Etik Kurul Onay1

Bu tez c¢alismasinda kullanilan fareler {izerinde gerceklestirilen islemler, Mersin
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinarak yapilmistir (Kurulun

28/06/2021 ile 26/09/2022 tarihli ve sirasiyla 2021/30 ile 2022 /16 sayili kararlar).
3.1.2. Deney Hayvani

Deneylerde 12 saat aydinlik/12 saat karanlik donemlerinde yasatilan 21-31 g agirhginda 80
adet erkek Balb/c fare kullanilmistir. Deney hayvanlar1 Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel

Tip Arastirma Merkezinden saglanmistir.
3.1.3. Sarf Malzemesi

Akrilamit 4K ¢6zeltisi (%30) (161-0157; Bio-Rad)

Amonyum persiilfat (A2941; AppliChem)

Aprotinin (A2132; AppliChem)

Benzamidin (B6506; Sigma)

Bradford reajani (B6916; Sigma)

Bromfenol mavisi (A3640; AppliChem)

Coomassie brilliant blue R 250 (1.12553; Merck)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (60153; A1584; Applichem)

Ditiyotreytol (DTT) (A2948; AppliChem)

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (A2937; AppliChem)

Filtre kagidi (Whatman grade no 3MM chr chromotography paper, cellulose) (3030-917;
Whatman)

Fosforile MLKL (Ser3s8) proteini i¢in primer antikor (Phospho-MLKL [Ser358] Polyclonal
Antibody) (PA5-105678; Thermo Fisher)

Fosforile RIPK1 (Ser!66) proteini icin primer antikor (Anti-RIPK1/RIP1 Phospho [Ser166]
antibody [Y]Y-1-5]) (ARG66476; Arigo Biolaboratories)

Fosforile RIPK3 (Ser?32) proteini i¢in primer antikor (Phospho-RIP3 [Ser232] Polyclonal
Antibody) (PA5-105701; Thermo Fisher)

Gliserol (A2926; AppliChem)

Glisin (A1067; AppliChem)
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Hidroklorik asit (Hydrochloric acid; HC1) (100314; Merck)

HEPES (A3724; AppliChem)

HMGB1 proteini icin primer antikor (Anti-HMG-1/HMGB1 Antibody) (HAP46.5) (sc-56698;
Santa Cruz)

IL-1f proteini icin primer antikor (Anti-IL-1f Antibody [11E5]) (sc-52012; Santa Cruz)

Izobiitanol (A1150; AppliChem)

Kaspaz-11 p20 proteini icin primer antikor (Caspase-11 p20 antibody [A-2]) (sc-374615;
anta Cruz)

Lopeptin (L9783; Sigma)

LPS (Escherichia coli; E. coli) lipopolisakkaridi, 0111:B4) (L4130;Sigma)

Metanol (947.046.2500; Isolab)

Miyelin PLP i¢in primer antikor (Myelin PLP antibody, HRP conjugated) (bs-11093R-HRP;
Bioss Inc.)

MLKL proteini icin primer antikor (MLKL Polyclonal Antibody) (PA5-102810; Thermo
Fisher)

Molekil agirligy belirteci (Rainbow marker, full-range) (RPN 800E; Amersham)

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine; TEMED) (A1148;
AppliChem)

Nitroseliiloz membran (162-0112; Bio-Rad)

Nec-1s (17802; Cell Signaling)

p30-GSDMD proteini icin primer antikor (Anti-GSDMDC1 Antibody [A-7]) (sc-393656; Santa
Cruz)

Ponceau S (A1405; AppliChem)

Potasyum dihidrojen fosfat (Potassium dihydrogen phosphate; KH,P04) (1.04873; Merck)

Potasyum klortir (Potassium chloride; KC1) (1.04936, Merck)

Primer antikorlara 6zgii sekonder antikor (Goat anti-rabbit 1gG-horseradish peroxidase)
(RPN4301; Amersham)

Primer antikorlara 6zgili sekonder antikor (Sheep anti-mouse IgG-horseradish peroxidase)
(RPN4201; Amersham)

Proteinleri goriintilleme c¢ozeltisi (ECL Prime Western Blotting Detection Reagent)
(RPN2232; Amersham)

RIPK1 proteini i¢in primer antikor (Anti-RIPK1/RIP1 Antibody) (ARG55746; Arigo

Biolaboratories)
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RIPK3 proteini i¢in primer antikor (RIP3 Polyclonal Antibody) (PA5-19956; Thermo Fisher)
SEMA3A i¢in primer antikor (Anti-SEMA3A Antibody [A-12]) (sc-74554; Santa Cruz)

SF (Bioflex; Osel)

S181r serum albiimini (SSA) (A7906; Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (A2263; AppliChem)

Sodyum hidroksit (106462; Merck)

Sodyum Kloriir (Sodium chloride; NaCl) (1.06404; Merck)

Sodyum ortovanadat (A2196; AppliChem)

Sodyum pirofosfat (A2197; AppliChem)

Siilfosalisilik asit (A0416; AppliChem)

TLR4 proteini i¢in primer antikor (Anti-TLR4 Antibody [25]) (sc-293072; Santa Cruz)
Trikloroasetik asit (A1431; AppliChem)

Tris baz (A2264; Applichem)

Tween 20 (A4974; AppliChem)

Yagsiz kurutulmus siit tozu (Non-fat dry milk; YKST) (sc-2324; Santa Cruz)

B-Gliserofosfat (G9891; Sigma)

B-Merkaptoetanol (A1108; AppliChem)

B-Tibilin proteini icin primer antikor (Anti-B Tubulin Antibody [D-10]) (sc-5274; Santa

Cruz)
3.1.4. Techizat

Analgesic Hot Plate (AHP 9601, Commat Ltd.)

Calkalayic1 (Red rotor orbital shaker, PR500-176, Hoefer; orbital rocker-shake, MR-12,
Biosan)

Derin dondurucu (Dik tip, 410 L, -80°C) (Model U410, New Brunswick)

Derin donduruculu buzdolab: (1060 T, Arcelik; 4240 T FH, Argelik)

Elektroforez sistemi (Mini-protean tetra 1 mm) (165-8001, Biorad)

Gug destegi (Power supply) (EV 265 consort power supply, 230 VAC) (PS265-230V, Hoefer)

Glgc kaynaklari

Hassas terazi (Model APX 200, Denver)

Homojenizator (Ultra-Turrax, T25, Ika)

Jel dokiimentasyon ve analiz sistemi (EC3-CHEMI HR Imaging System) (Ultra-Violet
Products, UVP)

Manyetik karistirici (BOE 8056500 magnetic stirrer) (MMS-3000, ACAdapter 220V, Boeco)
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pH metre (Orion 3 Star, Thermo)

Plak okuma aygit1 (405, 450, 490, 550 ve 630 nm olmak iizere bes adet filtreli) (ELX800,
Biotek)

Sogutmali santrifiij (Mikro 22R, Hettich; H1850R, XiangYi/Cence)

Su banyosu (Sicaklik: 0-100°C, hacmi: 5 L) (Precisterm) (JP Selecta)

Ultrasonik banyo (Isitmal, frekans ayarl) (Elmasonic S 40 / [H], Elma)

Ustten kefeli terazi (SPB 52, Scaltec)

Vorteks (RX3, VELP Scientifica)

Yari-kuru transfer birimi (TE 77X semi-dry transfer unit) (TE77X, Hoefer)

3.2. YONTEM
3.2.1. Enflamatuvar Hiperaljezi Modeli

Bu tezde yapilan in vivo c¢alismalar, insanlarda gorilen hiperaljezinin rodentlerde
incelenebilmesi amaciyla siklikla yeglenen ve nosiseptorler aracilifiyla verilen agr1 davranisini
Olcen refleksif akut agr1 modellerinden biri olan sicak zemin testi Analgesic Hot Plate kullanilarak
gerceklestirilmistir [1, 2, 4, 252-254]. Bu testte, rodentlerin hareketli, yalnizca lizeri acik ve ici
goriilebilen bir bélme icindeki 55.0+0.2°C'de 1sitilmis bir tabla iizerine birakilmasinin ardindan
termal uyariya karsi verdigi pence yalama bicimindeki yaniti en ¢ok 60 saniye icinde verinceye dek
gecen slire oOlciilmektedir [254]. Bu tezde, enflamatuvar hiperaljezi modeli, farelere 10 mg/kg (i.p.)
dozda LPS uygulanarak daha dnce tarafimizdan yapilan g¢alismalarda kullanilan yonteme gore
olusturulmustur [99, 101, 103-106].

Daha o6nce yapilan calismalarin sonuglarina gore [82-89], Nec-1s'nin mortaliteye neden
olmaksizin LPS ile olusan hiperaljeziyi 6nleyen en diisiik etkili dozunu belirleme ¢alismalarinin
yapilmasi amaciyla, fareler asagida belirtilen gruplara ayrilmistir:

Grup 1: SF (10 ml/kg) (kontrol grubu) (n=10)

Grup 2: LPS (E. coli LPS) (10 mg/kg (10 ml/kg) (enflamatuvar hiperaljezi grubu) (n= 10)

Grup 3: SF (10 ml/kg.) ve DMSO (10 ml/kg) (¢oziicii kontrol grubu) (n= 10)

Grup 4: SF (10 ml/kg) ve Nec-1s (0.01 mg/kg; 10 ml/kg) (n= 10)

Grup 5: LPS (10 mg/kg; 10 ml/kg) ve Nec-1s (0.001 mg/kg; 10 ml/kg) (n=10)

Grup 6: LPS (10 mg/kg; 10 ml/kg) ve Nec-1s (0.01 mg/kg; 10 ml/kg) (n= 10)

Grup 7: LPS (10 mg/kg; 10 ml/kg) ve Nec-1s (0.1 mg/kg; 10 ml/kg) (n= 10)

Grup 8: LPS (10 mg/kg; 10 ml/kg) ve Nec-1s (1 mg/kg; 10 ml/kg) (n= 10)
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LPS ve Nec-1s (saf DMSO icindeki ¢oziintrliigi 25 mg/ml) sirasiyla SF ve seyreltilmis DMSO
(%10 [hacim/hacim]; SF iginde son DMSO derisimi 0.11 mg/ml olacak bicimde) icinde
hazirlanmistir. Farelerin 60 saniye icinde termal uyariya tepki verme siireleri, SF veya LPS
enjeksiyonundan 6 saat sonra Ol¢iilmistiir. Bu modelde etkisi arastirilan Nec-1s farelere SF veya
LPS ile birlikte i.p. yoldan ayni zamanda uygulanmistir. Deneyler siiresince 6len fare olup olmadig:
da kontrol edilmistir. Deneyler sonunda boyun dislokasyon yontemiyle 6tanazi yapilmasinin

ardindan farelerin beyinleri ve omurilikleri alinmigtir. izole edilen dokular -80°C'de saklanmistir.
3.2.2. Doku Homojenat1 Siipernatantlarinin Hazirlanmasi

Dokularin iizerlerine 1.5 ml HEPES tamponu (mM: HEPES 20 [pH 7.5], B-gliserofosfat 20,
sodyum pirofosfat 20, benzamidin 10, DTT 1, sodyum ortovanadat 0.2, sodyum floriir 20, EDTA 2,
l6peptin 20 ve aprotinin 10) eklenerek homojenize edilmistir. Homojenatlar 23.910 x g'de 10
dakika 4°C'de santrifiij edilmis ve ayrilan siipernatantlar toplanmigtir. Siipernatantlarin tizerlerine
50 pl tris (50 mM, pH 8.0)+KCI (0.5 M) ¢ozeltisi eklenmesinin ardindan 15 saniye siireyle 2 kez su
banyosu sonikatoriinde bekletilmis ve 23.910 x g'de 15 dakika 4°C'de santrifiij edilmistir. Elde

edilen siipernatantlar -80°C'de dondurularak saklanmistir [255].

3.2.3. Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda Toplam Protein Diizeyinin

Olgiilmesi

Hazirlanan doku homojenati siipernatantlarindaki toplam protein diizeyi standart olarak
SSA kullanilarak Coomassie mavisi yontemi kullanilarak o6l¢iilmiistiir [256]. Standart olarak SSA
kullanilmistir. SSA'nin bir dizi derisimlerine karsi elde edilen absorbanslardan yararlanilarak

Olctlilen absorbans degerlerinden 6rneklerdeki protein diizeyleri hesaplanmigtir [255].

3.2.4. B-Tiibiilin, TLR4, RIPK1, Fosforile RIPK1, RIPK3, Fosforile RIPK3, MLKL, Fosforile
MLKL, HMGB1, Kaspaz-11 p20, p30-GSDMD, IL-1f3, SEMA3A ve Miyelin PLP Protein

Ekspresyonunun Ol¢iilmesi

Hazirlanan 6rneklerde B-tiibiilin, TLR4, RIPK1, fosforile RIPK1 (Ser166), RIPK3, fosforile
RIPK3 (Ser232), MLKL, fosforile MLKL (Ser358), HMGB1, kaspaz-11 p20, NLRP3, p30-GSDMD, IL-18,
SEMA3A ve miyelin PLP proteinlerinin ekspresyonu daha énce tanimlandig1 gibi immunoblotting
yontemiyle olciilmiistiir [101, 103, 104, 106, 257]. Calismalarda alt jel olarak 6.7 ml %30'luk
akrilamit 4K ¢6zeltisi, 5 ml tris ¢ozeltisi (1.5 M, pH 8.8), 0.2 ml %10'luk SDS ¢ozeltisi, 7.9 ml distile
su, 0.2 ml %10'luk amonyum persiilfat ¢6zeltisi ve 0.008 ml TEMED, ist jel olarak da 1.7 ml
%30'luk akrilamit 4K ¢o6zeltisi, 1.25 ml tris ¢ozeltisi (1 M, pH 6.8), 0.1 ml %10'luk SDS ¢ozeltisi, 6.8
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ml distile su, 0.1 ml %10'luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve 0.01 ml TEMED kullanilmigtir. Ust jelde
Mini-PROTEAN Comb kullanilarak olusturulacak ¢ukurlardan birinci ¢ukura 1-3 pl molekiil agirhigi
belirteci, son ¢ukura ise 10 pl Laemmli 6rnek tamponu eklenmistir. Elektroforez tampon ¢ozeltisi
olarak 500 ml distile su icinde 15 g tris, 72 g glisin ve 5 g SDS iceren bir ¢ozelti (pH 8.3) hazirlanmis
ve kullanilmadan hemen 6nce 1/10 oraninda seyreltilerek pH degeri 8.3'e ayarlanmistir. HEPES
tamponu ve 5 pl Laemmli 6rnek tamponu (5 ml tris ¢6zeltisi [0.5 M, pH 6.8], 4 ml gliserol, 40 mg
bromfenol mavisi, 0.8 g SDS ve 0.8 ml B-merkaptoetanol 10 ml distile su icinde) ile doku
homojenatlarindan hesaplanan miktarda karistirilarak hazirlanan beyin ve omurilik érnekleri icin
30 pl'de 45 pg toplam protein iceren -80°C'de dondurulmus olan 6rnekler ¢6ziindiikten sonra 2
dakika kaynar su icinde bekletilmis, 4°C'de 23.910 x g'de 10 dakika santrifiij edilmis, 20 pl'de 30 pg
toplam protein olacak bicimde iist jelde olusturulan ¢ukurlara eklenmis ve %10 SDS-poliakrilamit
jel elektroforez yontemi ile ayrilmistir. Jeldeki proteinler ise yari-kuru aktarma yontemi ile
nitroseliilloz membrana aktarilmistir. Bu islem icin 800 ml distile su i¢cinde 5.8 g tris, 2.9 g glisin ve
0.37 g SDS iceren bir ¢ozelti (pH 8.3) hazirlanmis ve kullanilmadan hemen 6nce pH degeri 8.3'e
ayarlanarak iizerine 200 ml metanol (%20) eklenmistir.

Jelden proteinlerin nitroseliiloz membrana ne derecede aktarildiginin anlasilabilmesi icin,
jeller proteinleri 6zgiil olmayan bir bigimde geri doniisiimsiiz olarak baglayan Coomassie mavisi
boyama yontemi ile boyanmistir [258]. Coomassie mavisi ¢ozeltisi (1000 ml distile su icinde 0.25 g
Coomassie brilliant blue R 250, 400 ml metanol ve 70 ml asetik asit) i¢ginde 4°C'de 12 saat inkiibe
edilen jeller, boyasizlastirma ¢ozeltisi I (destaining solution I) (20 ml metanol, 3.5 ml asetik asit ve
26.5 ml distile su) icinde 30 dakika inkiibe edildikten sonra, boyasizlastirma ¢ozeltisi Il (destaining
solution II) (3.5 ml asetik asit, 2.5 ml metanol, 44 ml distile su ve 0.5 ml gliserol) icinde inkiibe
edilmistir. Jelin zeminindeki mavi renk a¢ilincaya dek boyasizlastirma ¢ozeltisi II 1 veya 2 kez
degistirilmistir. Ayrica, jelden proteinlerin nitroselilloz membrana ne derecede aktarildiginin
anlasilabilmesi icin, membranlar proteinleri geri doniisiimlii olarak baglayan Ponceau S boyas1 (100
ml distile su icinde 2 g Ponceau S, 30 g trikloroasetik asit, 30 g stilfosalisilik asit; kullanilmadan
hemen 6nce 1/10 oraninda distile su ile seyreltilmistir) ile boyanmis ve distile su ile yikanmistir
[259].

Proteinlerin jelden membrana aktariminin saglandigi gorildiikten sonra, membranlar tris
tampon ¢ozeltisi (TTC) (3 g tris, 8 g NaCl, 2 g KCl ve 0.5 ml Tween 20 [%0.05] 1000 ml distile icinde,
pH 7.4) ile 1 kez 5 dakika yikanmis, %5 YKST iceren TTC ile oda sicakliginda 1 saat bloke edilmis ve
TTC ile 5 kez 10 dakika siire ile yikanmis, ardindan da TLR4, fosforile RIPK1, fosforile RIPK3,
fosforile MLKL, HMGB1, kaspaz-11 p20, p30-GSDMD, IL-13, SEMA3A ve miyelin PLP proteinleri i¢in
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primer antikorlar ile 12 saat siireyle 4°C'de inkiibe edilmiglerdir. Membranlar, baglanmamis
proteinler TTC ile 3 kez 5 dakika yikanarak uzaklastirildiktan sonra, sekonder antikorlar ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmis, ardindan da TTC ile 3 kez 10 dakika yikanarak immiinoreaktif
proteinlerin gériintiilenmesi i¢in hazirlanmistir. Immiinoreaktif proteinlerin belirlenebilmesi icin,
goriintiileme c¢o6zeltisi ile inkiibe edilen membranlarin jel dokiimantasyon ve analiz sistemi
kullanilarak fotograflari cekilmistir.

Goruntillerinin alinmasinin ardindan fosforile RIPK1, fosforile RIPK3 ve fosforile MLKL
proteinleri icin kullanilan membranlar, TTC ile 1 kez 5 dakika siire ile yikandiktan sonra, %?2
YKST+%2 SSA karisimi ile oda sicakliginda 1 saat bloke edilmis, TTC ile 5 kez 10 dakika siire ile
yikanmis ve RIPK1, RIPK3, MLKL ve B-tiibiilin proteinleri i¢cin primer ve sekonder antikorlar ile
inkiibe edilmeye hazir duruma getirilmistir. Bu membranlar primer antikorlar ile oda sicakliginda 2
saat veya 4°C'de 12 saat inkiibe edilerek baglanmamis proteinler TTC ile 3 kez 5 dakika yikanarak
uzaklastirildiktan sonra, sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmis, ardindan da
TTC ile 3 kez 10 dakika siire ile yikanmistir. Gorilintiileme ¢ozeltisi ile inkiibe edilmelerinin
ardindan, membranlarin jel dokiimantasyon ve analiz sistemi kullanilarak fotograflar ¢ekilmistir.
Yine jel dokiimantasyon ve analiz sistemi kullanilarak, Coomassie mavisi boyama yontemi ile
boyanan jellerin fotograflari ¢cekilmistir.

Gorilntllenen immiinoreaktif proteinlerin yogunluk analizi bir yazilim programi (NIH image
software; Image] 1.53k, Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
kullanilarak yapilmistir. Ozgiil proteinler i¢cin immiinoreaktif bantlarin yogunluklari p-tiibiilininkine
oranlanarak hesaplanmistir.

B-Tubilin, TLR4, RIPK1, fosforile RIPK1, RIPK3, fosforile RIPK3, MLKL, fosforile MLKL,
HMGB1, kaspaz-11 p20, p30-GSDMD, IL-1f3, SEMA3A ve miyelin PLP protein ekspresyonunun

Ol¢lilmesinde kullanilan antikorlarin 6zellikleri Tablo 3.1.'de 6zetlenmistir.
3.2.5. Verilerin Analizi ve Sonuc¢larin Yorumlanmasi

Sonuglar ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak gosterilmis, kullanilan fare sayisi
ise "n" ile ifade edilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Bartlett testi ile degerlendirilmistir.
ikili gruplarin Kkarsilastirilmasi icin normal dagilm varsayiminin saglandigi  durumda,
eslestirilmemis (unpaired) iki grup arasindaki farkin 6nemlilik testi olarak parametrik testlerden
Student's t testi kullanilmistir. B-Tiibiilin protein ekspresyonu agisindan gruplar arasindaki
farkliig1 belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi yapilmistir. 0.05'ten kiiciik P degerleri

istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.
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Tablo 3.1. -Tubtlin, TLR4, RIPK1, fosforile RIPK1, RIPK3, fosforile RIPK3, MLKL, fosforile MLKL,
HMGB1, kaspaz-11 p20, p30-GSDMD, IL-1f3, SEMA3A ve miyelin PLP protein ekspresyonunun
Ol¢lilmesinde kullanilan antikorlarin 6zellikleri.

Molekiil
Protein agirhg Primer antikor Sekonder antikor
(kDa)
B-Tibilin 55 Anti-f Tubulin Antibody (D-  Sheep anti-mouse IgG-horseradish
10) (sc-5274; Santa Cruz) peroxidase (RPN 4201; Amersham)
TLR4 100 Anti-TLR4 Antibody (25) (sc- Sheep anti-mouse IgG-horseradish
293072; Santa Cruz) peroxidase (RPN 4201; Amersham)
RIPK1 76 Anti-RIPK1/RIP1 Antibody Goat Anti-Rabbit 1gG-Horseradish
(ARG55746; Arigo Peroxidase) (RPN4301; Amersham)
Biolaboratories)
Fosforile 76 Anti-RIPK1/RIP1 Phospho Sheep Anti-Mouse 1gG-Horseradish
RIPK1 (Ser166) Antibody [Y]Y-1-5]  Peroxidase (RPN 4201; Amersham)
(ARG66476; Arigo
Biolaboratories)
RIPK3 53 RIP3 Polyclonal Antibody Goat Anti-Rabbit IgG-Horseradish
(PA5-19956; Thermo Fisher) Peroxidase) (RPN4301; Amersham)
Fosforile 53 Phospho-RIP3 (Ser232) Goat Anti-Rabbit IgG-Horseradish
RIPK3 Polyclonal Antibody (PA5- Peroxidase) (RPN4301; Amersham)
105701; Thermo Fisher)
MLKL 54 MLKL Polyclonal Antibody Goat Anti-Rabbit IgG-Horseradish
(PA5-102810; Thermo Peroxidase) (RPN4301; Amersham)
Fisher)
Fosforile 54 Phospho-MLKL (Ser358) Goat Anti-Rabbit 1gG-Horseradish
MLKL Polyclonal Antibody (PA5- Peroxidase) (RPN4301; Amersham)
105678; Thermo Fisher)
HMGB1 30 Anti-HMG-1/HMGB1 Sheep Anti-Mouse 1gG-Horseradish
Antibody (HAP46.5) (sc- Peroxidase (RPN 4201; Amersham)
56698; Santa Cruz)
Kaspaz-11 p20 48/20 Anti-Caspase-11 p20 Sheep Anti-Mouse 1gG-Horseradish
Antibody (A-2) (sc-374615;  Peroxidase (RPN 4201; Amersham)
Santa Cruz)
p30-GSDMD 53 Anti-GSDMDC1 Antibody (A- Sheep anti-mouse IgG-horseradish
7) (sc-393656; Santa Cruz)  peroxidase (RPN 4201; Amersham)
IL-1B 31 Anti-IL-18 Antibody (11E5)  Sheep Anti-Mouse IgG-Horseradish

(sc-52012; Santa Cruz)

Peroxidase (RPN 4201; Amersham)
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Tablo 3.1. (devam) B-Tiibiilin, TLR4, RIPK1, fosforile RIPK1, RIPK3, fosforile RIPK3, MLKL,
fosforile MLKL, HMGB1, kaspaz-11 p20, p30-GSDMD, IL-13, SEMA3A ve miyelin PLP protein
ekspresyonunun oélciilmesinde kullanilan antikorlarin 6zellikleri.

Molekiil
Protein agirhg Primer antikor Sekonder antikor
(kDa)

SEMA3A 95 Anti-SEMA3A Antibody (A- Sheep Anti-Mouse 1gG-Horseradish

12) (sc-74554; Santa Cruz)  Peroxidase (RPN 4201; Amersham)
Miyelin PLP 30 Myelin PLP Antibody, HRP Goat Anti-Rabbit 1gG-Horseradish

conjugated (bs-11093R-HRP; Peroxidase (RPN4301; Amersham)
Bioss Inc.)

ASC, Apopitozla iligkili nokta benzeri protein iceren bir kaspaz biriktirici alan (apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase recruitment domain); GSDMD, gasdermin D (gasdermin D); HMGB, high-mobility-
group-box; IL, interlokin (interleukin); kDa, kilodalton; LPS, lipopolisakkarit; MLKL, karisik kékenli kinaz
benzeri psdodokinaz (mixed lineage kinase domain-like pseudokinase); NLRP, niikleotit baglayici
oligomerizasyon alan benzeri, Iésinden zengin yinelenen ve pirin alani igceren (nucleotide-binding
oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain containing); PLP, proteolipit protein; RIPK,
reseptor ile etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase); SEMA,
semaforin; TLR, toll benzeri reseptor (toll-like receptor); TRIF, toll-interlokin-1 reseptor alan iceren adaptér
indiikleyici interferon-f (toll-interleukin-1 receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f3).
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4, BULGULAR
4.1. Mortalite

Farelere SF, LPS, DMSO ve/veya Nec-1s uygulanmasindan sonra gecen 6 saatlik stirede 6len

fare olmamuistir.

4.2. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Termal Uyariya Yamit Verme Siireleri Uzerinde

Nec-1s'nin Etkisi

SF veya LPS ile birlikte 0.001, 0.01, 0.1 veya 1 mg/kg dozlarda uygulanan Nec-1s'nin
farelerin termal uyariya tepki verme strelerindeki degisiklikler iizerindeki etkilerine iliskin
sonuclar Tablo 4.1. ve Sekil 4.1.'de verilmistir.

Farelerin termal uyariya yanit verme siirelerinin, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra,
kontrol grubundakilere gore daha az oldugu bulunmustur (P < 0.05). LPS'nin neden oldugu
hiperaljezi yalmzca 0.01 mg/kg dozda Nec-1s ile 6nlenmistir (P < 0.05). Dolayisiyla, Nec-1s'nin
etkili olan en diisiik dozu 0.01 mg/kg ile deneyler siirdiiriilmiistiir. SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s
0.01 mg/kg dozda uygulandiginda farelerin termal uyariya yanit verme siirelerinde bir degisiklik
olusturmamuistir (P > 0.05).

Bu bulgular, farelere LPS wuygulanmasindan 6 saat sonra hiperaljezi gelistigini

gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS ile olusan hiperaljezi Nec-1s ile 6nlenebilmektedir.

Tablo 4.1. Kontrol ve endotoksemik farelerin termal uyariya tepki verme siireleri lizerinde Nec-
1s'nin etkisi.

TepKi siiresi (Saniye)

Kontrol 49.36+2.69 (n=10)
LPS 29.24+1.62 (n= 10)"
DMSO 49.50+£3.22 (n=10)
Nec-1s (0.01 mg/kg) 45.74+2.64 (n=10)
LPS+Nec-1s (0.001 mg/kg) 32.05+2.82 (n=10)"
LPS+Nec-1s (0.01 mg/kg) 44.97+3.05 (n=10)*
LPS Nec-1s (0.1 mg/kg) 31.42+2.35 (n=10)"
LPS+Nec-1s (1 mg/kg) 26.86+1.84 (n=10)"

DMSO, Dimetil stilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin ."Kontrol ve #¥LPS degerlerinden
farkl (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.1. Kontrol ve endotoksemik farelerin termal uyariya tepki verme siireleri lizerinde Nec-
1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin. *Kontrol ve #LPS degerlerinden
farkl (Student's t testi; P < 0.05).

4.3. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde B-Tiibiilin Protein

Ekspresyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda B-tiibiilin protein ekspresyonundaki
degisiklikler ile ilgili sonuglar Tablo 4.2.'de verilmistir.

SF, LPS, DMSO ve/veya Nec-1s uygulanan farelerin dokularinda [-tiibiilin protein
ekspresyonunda olusan degisiklikler acisindan gruplar arasinda bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir
(P>0.05).

Bu bulgular, LPS, DMSO ve/veya Nec-1s uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte

B-tiibiilin protein ekspresyonunun kontrol grubuna goére degismedigini gostermistir.
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Tablo 4.2. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde [-tiibiilin protein
ekspresyonu iizerinde Nec-1s'nin etkisi.

B-Tibiilin protein ekspresyonu
oreceli yogunluk/mg toplam protein
goreceli yogunluk/mg topl i

Beyin
Kontrol 24560.00+£2094.00 (n=4)
LPS 25649.00£1603.00 (n=4)
DMSO 24487.00+1812.00 (n=4)
Nec-1s 24576.00£1526.00 (n=4)
LPS+Nec-1s 25309.00+860.70 (n=4)
Omurilik
Kontrol 16639.00+484.00 (n= 4)
LPS 16064.00+462.60 (n= 4)
DMSO 16659.00+204.90 (n=4)
Nec-1s 15690.00+154.50 (n= 4)
LPS+Nec-1s 15907.00+226.80 (n=4)

DMSO, Dimetil stilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin.

4.4. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde TLR4 Protein

Ekspresyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda TLR4 protein ekspresyonundaki degisiklikler
ile ilgili sonuclar Tablo 4.3. ve Sekil 4.2.'de verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda TLR4 protein ekspresyonunda artma gézlenmistir (P <
0.05). LPS'nin TLR4 protein ekspresyonunda neden oldugu artma Nec-1s ile 6nlenmistir (P < 0.05).
SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan farelerin dokularinda TLR4 protein ekspresyonu
kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte TLR4 ekspresyonunun
arttigin1 gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu TLR4 ekspresyonundaki artma

Nec-1s ile 6nlenebilmektedir.
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Tablo 4.3. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde TLR4 protein
ekspresyonu iizerinde Nec-1s'nin etkisi.

TLR4 protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin)

Beyin
Kontrol 0.48 £ 0.04 (n=4)
LPS 0.84 + 0.04 (n=4)"
DMSO 0.55 +0.04 (n=4)
Nec-1s 0.47 £ 0.05 (n=4)
LPS+Nec-1s 0.47 £ 0.06 (n=4)*
Omurilik
Kontrol 0.86 £ 0.04 (n=4)
LPS 1.26 £ 0.05 (n=4)"
DMSO 0.95 +0.04 (n=4)
Nec-1s 0.87 £0.05 (n=4)
LPS+Nec-1s 0.91 £ 0.03 (n=4)*

DMSO, Dimetil siilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin; TLR, toll benzeri reseptér (toll-like
receptor). *Kontrol ve #LPS dederlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.2. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde TLR4 protein
ekspresyonu ile fosforilasyonu tlizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; kDa, kilodalton; LPS,

lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin; TLR, toll benzeri reseptér (toll-like receptor). *Kontrol ve #LPS degerlerinden
farkl (Student's t testi; P < 0.05).
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4.5. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde RIPK1 Protein

Ekspresyonu ve Fosforilasyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda RIPK1 protein ekspresyonu ile
fosforilasyonundaki degisiklikler ile ilgili sonuclar Tablo 4.4. ve Sekil 4.3.'te verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda RIPK1 protein fosforilasyonu ile fosforile RIPK1/RIPK1
oraninda artma gozlenirken (P < 0.05), fosforile olmamis RIPK1 protein ekspresyonunda degisiklik
olmamistir (P > 0.05). LPS'nin RIPK1 protein fosforilasyonu ile fosforile RIPK1/RIPK1 oraninda
neden oldugu artma Nec-1s ile 6nlenmistir (P < 0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan
farelerin dokularinda RIPK1 protein ekspresyonu ve fosforilasyonu ile fosforile RIPK1/RIPK1 orani
kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte RIPK1 etkinliginin
arttigin gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu RIPK1 etkinligindeki artma Nec-

1s ile 6nlenebilmektedir.

4.6. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde RIPK3 Protein

Ekspresyonu ve Fosforilasyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda RIPK3 protein ekspresyonu ile
fosforilasyonundaki degisiklikler ile ilgili sonuclar Tablo 4.5. ve Sekil 4.4.'te verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda RIPK3 protein fosforilasyonu ile fosforile RIPK3/RIPK3
oraninda artma gozlenirken (P < 0.05), fosforile olmamis RIPK3 protein ekspresyonunda degisiklik
olmamistir (P > 0.05). LPS'nin RIPK3 protein fosforilasyonu ile fosforile RIPK3/RIPK3 oraninda
neden oldugu artma Nec-1s ile 6nlenmistir (P < 0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan
farelerin dokularinda RIPK3 protein ekspresyonu ve fosforilasyonu ile fosforile RIPK3/RIPK3 orani
kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte RIPK3 etkinliginin
arttigin gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu RIPK3 etkinligindeki artma Nec-

1s ile 6nlenebilmektedir.
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Tablo 4.4. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde RIPK1 protein ekspresyonu ve fosforilasyonu tlizerinde Nec-
1s'nin etkisi.

RIPK1 protein ekspresyonu Fosforile RIPK1 protein ekspresyonu Fosforile RIPK1/RIPK1
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin) (goreceli yogunluk/B-tiibiilin) protein orani
Beyin
Kontrol 0.97 £0.02 (n=4) 1.02 £ 0.07 (n=4) 1.06 £ 0.10 (n=4)
LPS 0.89 £ 0.07 (n=4) 1.54 £ 0.05 (n=4)" 1.91 £ 0.15 (n=4)"
DMSO 0.89 £ 0.09 (n=4) 1.14 £ 0.07 (n=4) 1.28£0.11 (n=4)
Nec-1s 0.97 £0.06 (n=4) 1.08 £ 0.08 (n=4) 1.14 £ 0.13 (n=4)
LPS+Nec-1s 092 +0.07 (n=4) 1.02 £ 0.07 (n=4)* 1.14 £ 0.11 (n=4)*
Omurilik
Kontrol 1.37 £0.06 (n=4) 1.32£0.07 (n=4) 0.88 £ 0.08 (n=4)
LPS 143 £0.07 (n=4) 1.93 £0.05 (n=4)" 1.43 £ 0.04 (n=4)"
DMSO 1.45 £ 0.08 (n=4) 1.34 £ 0.05 (n=4) 0.83 £0.05 (n=4)
Nec-1s 1.42 £ 0.09 (n=4) 1.32 £ 0.06 (n=4) 0.79 £ 0.06 (n=4)
LPS+Nec-1s 140 £0.10 (n=4) 1.31 £ 0.08 (n=4)* 0.85 + 0.05 (n=4)*

DMSO0, Dimetil siilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin; RIPK, reseptér ile etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase). *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.3. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde RIPK1 protein
ekspresyonu ile fosforilasyonu tlizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; kDa, kilodalton; LPS,
lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin; RIPK, reseptor ile etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase). *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).

4.7. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde MLKL Protein

Ekspresyonu ve Fosforilasyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda MLKL protein ekspresyonu ile
fosforilasyonundaki degisiklikler ile ilgili sonuclar Tablo 4.6. ve Sekil 4.5.'te verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda MLKL protein fosforilasyonu ile fosforile MLKL/MLKL
oraninda artma goézlenirken (P < 0.05), fosforile olmamis MLKL protein ekspresyonunda degisiklik
olmamistir (P > 0.05). LPS'nin MLKL protein fosforilasyonu ile fosforile MLKL/MLKL oraninda
neden oldugu artma Nec-1s ile 6nlenmistir (P < 0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan
farelerin dokularinda MLKL protein ekspresyonu ve fosforilasyonu ile fosforile MLKL/MLKL orani
kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte MLKL etkinliginin
arttigin gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu MLKL etkinligindeki artma Nec-

1s ile 6nlenebilmektedir.
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Tablo 4.5. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde RIPK3 protein ekspresyonu ve fosforilasyonu tlizerinde Nec-

1s'nin etkisi.

RIPK3 protein ekspresyonu Fosforile RIPK3 protein ekspresyonu Fosforile RIPK3/RIPK3
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin) (goreceli yogunluk/B-tiibiilin) protein orani
Beyin
Kontrol 0.65+0.02 (n=4) 0.45 + 0.04 (n=4) 0.70 £ 0.05 (n=4)
LPS 0.61+0.02 (n=4) 0.76 £ 0.03 (n=4)" 1.24 £ 0.09 (n=4)"
DMSO 0.62 +0.02 (n=4) 0.53+0.03 (n=4) 0.87 £0.07 (n=4)
Nec-1s 0.61 +0.04 (n=4) 0.46 £ 0.03 (n=4) 0.76 £ 0.06 (n=4)
LPS+Nec-1s 0.60 £ 0.04 (n=4) 0.47 £ 0.04 (n=4)* 0.79 £ 0.08 (n= 4)*
Omurilik
Kontrol 1.02 £0.10 (n=4) 1.38 £ 0.03 (n=4) 1.382 £ 0.09 (n=4)
LPS 0.98 +0.07 (n=4) 1.38 £0.03 (n=4)" 2.35+0.09 (n=4)"
DMSO 0.94 +0.08 (n=4) 1.97 £ 0.09 (n=4) 1.58 £ 0.06 (n=4)
Nec-1s 0.97 £ 0.08 (n=4) 1.48 £ 0.10 (n=4) 148 £ 0.11 (n=4)
LPS+Nec-1s 1.09 £ 0.05 (n=4) 1.42 £ 0.05 (n=4)* 1.36 £ 0.05 (n=4)*

DMSO, Dimetil stilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin; RIPK, reseptor ile etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase). *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.4. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde RIPK3 protein
ekspresyonu ile fosforilasyonu tlizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; kDa, kilodalton; LPS,
lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin; RIPK, reseptor ile etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase). *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).

4.8. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde HMGB1 Protein

Ekspresyonu ile Serum HMGB1 Diizeyleri Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda HMGB1 protein ekspresyonundaki
degisiklikler ile ilgili sonuclar Tablo 4.7. ve Sekil 4.6.'da verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda HMGB1 protein ekspresyonunda artma gézlenmistir (P
< 0.05). LPS'nin HMGB1 protein ekspresyonunda neden oldugu artma Nec-1s ile 6nlenmistir (P <
0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan farelerin dokularinda HMGB1 protein
ekspresyonu kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamaistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte HMGB1
ekspresyonunun arttigini gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu dokulardaki

HMGB1 ekspresyonundaki artma Nec-1s ile 6nlenebilmektedir.
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Tablo 4.6. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde MLKL protein ekspresyonu ve fosforilasyonu iizerinde Nec-
1s'nin etkisi.

MLKL protein ekspresyonu Fosforile MLKL protein ekspresyonu Fosforile MLKL/MLKL
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin) (goreceli yogunluk/B-tiibiilin) protein orani
Beyin
Kontrol 0.85+0.02 (n=4) 0.69 +0.02 (n=4) 0.98 £0.07 (n=4)
LPS 0.80 £0.03 (n=4) 1.05 £ 0.04 (n=4)" 1.59 + 0.04 (n=4)"
DMSO 0.78 £0.03 (n=4) 0.77 £0.03 (n=4) 0.95 +0.04 (n=4)
Nec-1s 0.76 £ 0.06 (n=4) 0.76 £ 0.03 (n=4) 0.98 £ 0.05 (n=4)
LPS+Nec-1s 0.77 £ 0.05 (n=4) 0.71 £ 0.04 (n=4)* 0.89 = 0.04 (n=4)*
Omurilik
Kontrol 1.32 £0.05 (n=4) 1.45 £ 0.04 (n=4) 1.19 £ 0.05 (n=4)
LPS 1.27 £0.08 (n=4) 2.10 £ 0.06 (n=4)" 1.82 £ 0.09 (n=4)"
DMSO 1.26 £ 0.06 (n=4) 1.35 £ 0.05 (n=4) 1.08 £ 0.08 (n=4)
Nec-1s 1.26 £ 0.07 (n=4) 1.40 £ 0.10 (n=4) 1.12 £ 0.07 (n=4)
LPS+Nec-1s 1.25+0.10 (n=4) 1.42 £ 0.09 (n=4)* 1.15 £ 0.10 (n=4)*

DMSO, Dimetil stilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; MLKL, karisik kékenli kinaz benzeri pséodokinaz (mixed lineage kinase domain-like pseudokinase); n, fare
sayisi; Nec, nekrostatin. “Kontrol ve #LPS degerlerinden farkl: (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.5. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde MLKL protein
ekspresyonu ile fosforilasyonu tlizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; kDa, kilodalton; LPS,
lipopolisakkarit; MLKL, karisik kékenli kinaz benzeri pséodokinaz (mixed lineage kinase domain-like
pseudokinase); Nec, nekrostatin. *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkl (Student’s t testi; P < 0.05).

Tablo 4.7. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde HMGB1 protein
ekspresyonu iizerinde Nec-1s'nin etkisi.

HMGB1 protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/@-tiibiilin)

Beyin
Kontrol 0.93 £0.07 (n=4)
LPS 1.42 + 0.06 (n=4)"
DMSO 1.03 £ 0.09 (n=4)
Nec-1s 1.06 £ 0.07 (n=4)
LPS+Nec-1s 0.89 £ 0.05 (n=4)*
Omurilik
Kontrol 1.32+0.07 (n=4)
LPS 1.97 £0.06 (n=4)"
DMSO 1.36 £ 0.08 (n=4)
Nec-1s 1.46 £ 0.08 (n=4)
LPS+Nec-1s 1.35 £ 0.06 (n=4)*

DMSO, Dimetil siilfoksit; HMGB, high-mobility-group-box; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin.
“Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.6. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde HMGB1 protein
ekspresyonu tlizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; HMGB, high-mobility-group-box; kDa,
kilodalton; LPS, lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin. *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkl (Student’s t testi; P <
0.05).

4.9. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde IL-13 Protein

Ekspresyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda IL-1[3 protein ekspresyonundaki degisiklikler
ile ilgili sonuclar Tablo 4.8. ve Sekil 4.7.'de verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda dokularda IL-1f protein ekspresyonunda artma
gozlenmistir (P < 0.05). LPS'nin IL-1f3 protein ekspresyonunda neden oldugu artma Nec-1s ile
Onlenmistir (P < 0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan farelerin dokularinda IL-1f3
protein ekspresyonu kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte IL-1 ekspresyonunun
arttigin gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu IL-1f ekspresyonundaki artma

Nec-1s ile 6nlenebilmektedir.
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Tablo 4.8. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde IL-13 protein
ekspresyonu iizerinde Nec-1s'nin etkisi.

IL-1p protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin)

Beyin
Kontrol 0.83 £ 0.05 (n=4)
LPS 1.32£0.03 (n=4)"
DMSO 091 +0.07 (n=4)
Nec-1s 0.88 +0.06 (n=4)
LPS+Nec-1s 0.83 £ 0.05 (n=4)*
Omurilik
Kontrol 0.99 £ 0.07 (n=4)
LPS 1.71 £ 0.06 (n=4)"
DMSO 1.14 £ 0.08 (n=4)
Nec-1s 1.11 £ 0.05 (n=4)
LPS+Nec-1s 1.03 £ 0.07 (n=4)*

DMSO, Dimetil siilfoksit; IL, interlokin (interleukin); LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin.
“Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.7. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde IL-1f protein
ekspresyonu iizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; IL, interlékin (interleukin); kDa,

kilodalton; LPS, lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin. "Kontrol ve #¥LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P <
0.05).
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4.10. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde Kaspaz-11 p20

Protein Ekspresyonu Uzerinde Nec-1s'nin EtKisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda kaspaz-11 p20 protein ekspresyonundaki
degisiklikler ile ilgili sonuclar Tablo 4.9. ve Sekil 4.8.'de verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda kaspaz-11 p20 protein ekspresyonunda artma
gozlenmistir (P < 0.05). LPS'nin kaspaz-11 p20 protein ekspresyonunda neden oldugu artma Nec-1s
ile 6nlenmistir (P < 0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan farelerin dokularinda kaspaz-
11 p20 protein ekspresyonu kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte kaspaz-11 p20
ekspresyonunun arttigini goéstermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu kaspaz-11 p20

ekspresyonundaki artma Nec-1s ile 6nlenebilmektedir.

Tablo 4.9. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde kaspaz-11 p20 protein
ekspresyonu tizerinde Nec-1s'nin etkisi.

Kaspaz-11 p20 protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin)

Beyin
Kontrol 1.12 + 0.06 (n=4)
LPS 1.81 £ 0.06 (n=4)"
DMSO 1.02 £ 0.07 (n=4)
Nec-1s 1.06 + 0.07 (n=4)
LPS+Nec-1s 1.04 £ 0.09 (n=4)#
Omurilik
Kontrol 1.89 + 0.15 (n=4)
LPS 3.14 £ 0.08 (n=4)"
DMSO 1.89 £ 0.15 (n=4)
Nec-1s 192 +0.15 (n=4)
LPS+Nec-1s 1.90 £ 0.12 (n=4)*

DMSO, Dimetil stilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin. “Kontrol ve #LPS degerlerinden
farkl (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.8. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde kaspaz-11 p20

protein ekspresyonu lizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; kDa, kilodalton; LPS,
lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin. *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).

4.11. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde p30-GSDMD Protein

Ekspresyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda p30-GSDMD protein ekspresyonundaki
degisiklikler ile ilgili sonuglar Tablo 4.10. ve Sekil 4.9.'da verilmisgtir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda dokularda p30-GSDMD protein ekspresyonunda artma
gozlenmistir (P < 0.05). LPS'nin p30-GSDMD protein ekspresyonunda neden oldugu artma Nec-1s
ile 6nlenmistir (P < 0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan farelerin dokularinda p30-
GSDMD protein ekspresyonu kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamigtir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte p30-GSDMD
ekspresyonunun arttigini gdstermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu p30-GSDMD

ekspresyonundaki artma Nec-1s ile 6nlenebilmektedir.
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Tablo 4.10. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde p30-GSDMD protein
ekspresyonu iizerinde Nec-1s'nin etkisi.

p30-GSDMD protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin)

Beyin

Kontrol
LPS

DMSO
Nec-1s
LPS+Nec-1s
Omurilik
Kontrol
LPS

DMSO
Nec-1s
LPS+Nec-1s

0.93 + 0.06 (n= 4)
1.47 + 0.04 (n= 4)"
0.99 + 0.04 (n= 4)
0.97 + 0.05 (n= 4)
0.89 # 0.05 (n= 4)*

0.78 + 0.06 (n= 4)
1.19 + 0.06 (n= 4)*
0.70 + 0.06 (n= 4)
0.80 + 0.07 (n= 4)
0.78 + 0.06 (n= 4)*

DMSO, Dimetil stilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin; p30-GSDMD, kaspaz-11 tarafindan
béliinen piroptotik delik olusturucu protein GSDMD'nin N ucu p30 fragmani. “Kontrol ve #LPS degerlerinden
farkl (Student's t testi; P < 0.05).

Beyin p30-GSDMD
protein ekspresyonu

53 kDa

p30-GSDMD

55 kDa - - A A > (-Tibiilin

(goreceli yogunluk/p-tibiilin)

1.8 4

1.2 1

0.6

Omurilik p30-GSDMD
protein ekspresyonu
(g6receli yogunluk/p-tiibiilin)

53 kDa
55 kDa

-
(5,

-
(=]

=
(3

p30-GSDMD

R ———  (-Tiblilin

Sekil 4.9. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde p30-GSDMD
protein ekspresyonu lizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; kDa, kilodalton; LPS,
lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin. "Kontrol ve #LPS degerlerinden farkl: (Student's t testi; P < 0.05).
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4.12. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde SEMA3A Protein

Ekspresyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda SEMA3A protein ekspresyonundaki
degisiklikler ile ilgili sonuclar Tablo 4.11. ve Sekil 4.10.'da verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda SEMA3A protein ekspresyonunda artma goézlenmistir
(P <0.05). LPS'nin SEMA3A protein ekspresyonunda neden oldugu artma Nec-1s ile 6nlenmistir (P
< 0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan farelerin dokularinda SEMA3A protein
ekspresyonu kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte SEMA3A
ekspresyonunun arttigin1 gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu SEMA3A

ekspresyonundaki artma Nec-1s ile 6nlenebilmektedir.

Tablo 4.11. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde SEMA3A protein
ekspresyonu tizerinde Nec-1s'nin etkisi.

SEMA3A protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin)

Beyin
Kontrol 0.64 £ 0.06 (n=4)
LPS 1.04 £ 0.04 (n=4)"
DMSO 0.65 +0.04 (n=4)
Nec-1s 0.69 +0.06 (n=4)
LPS+Nec-1s 0.64 = 0.04 (n=4)*
Omurilik
Kontrol 0.90 £ 0.05 (n=4)
LPS 1.40 £ 0.05 (n=4)"
DMSO 0.91 +0.06 (n=4)
Nec-1s 0.89 +0.06 (n=4)
LPS+Nec-1s 0.91 £ 0.06 (n=4)*

DMSO, Dimetil siilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin; SEMA, semaforin. *Kontrol ve #LPS
degerlerinden farkl (Student's t testi; P < 0.05).
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Beyin SEMA3A
protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/p-tiibiilin)
Omurilik SEMA3A
protein ekspresyonu

(goreceli yogunluk/p-tiibiilin)

Sekil 4.10. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde SEMA3A protein
ekspresyonu lizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil stilfoksit; kDa, kilodalton; LPS, lipopolisakkarit; Nec,
nekrostatin; SEMA, semaforin. *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student's t testi; P < 0.05).

4.13. Kontrol ve Endotoksemik Farelerin Beyinleri ve Omuriliklerinde Miyelin PLP Protein

Ekspresyonu Uzerinde Nec-1s'nin Etkisi

Farelere SF ve/veya LPS ile birlikte DMSO ya da Nec-1s (0.01 mg/kg) uygulanmasindan 6
saat sonra izole edilen beyin ve omurilik dokularinda miyelin PLP protein ekspresyonundaki
degisiklikler ile ilgili sonuclar Tablo 4.12. ve Sekil 4.11.'de verilmistir.

LPS uygulanan farelerin dokularinda miyelin PLP protein ekspresyonunda azalma
gozlenmistir (P < 0.05). LPS'nin miyelin PLP protein ekspresyonunda neden oldugu azalma Nec-1s
ile 6nlenmistir (P < 0.05). SF ile birlikte DMSO veya Nec-1s uygulanan farelerin dokularinda miyelin
PLP protein ekspresyonu kontrol grubu degerlerinden farkli bulunmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte miyelin PLP
ekspresyonunun azaldigini1 gostermektedir. Bulgularimiza goére, LPS'nin neden oldugu miyelin PLP

ekspresyonundaki azalma Nec-1s ile 6nlenebilmektedir.
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Tablo 4.12. Kontrol ve endotoksemik farelerin beyinleri ve omuriliklerinde miyelin PLP protein
ekspresyonu iizerinde Nec-1s'nin etkisi.

Miyelin PLP protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/g-tiibiilin)

Beyin
Kontrol 1.73 £ 0.06 (n=4)
LPS 0.95+0.11 (n=4)"
DMSO 1.63 £ 0.04 (n=4)
Nec-1s 1.64 £ 0.09 (n=4)
LPS+Nec-1s 1.67 £ 0.08 (n=4)*
Omurilik
Kontrol 2.38+0.13 (n=4)
LPS 1.44 £ 0.10 (n=4)"
DMSO 1.24 £ 0.14 (n=4)
Nec-1s 2.15+0.14 (n=4)
LPS+Nec-1s 2.40 £ 0.09 (n=4)*

DMSO, Dimetil siilfoksit; LPS, lipopolisakkarit; n, fare sayisi; Nec, nekrostatin; PLP, proteolipit protein. *Kontrol
ve #*LPS degerlerinden farkl: (Student's t testi; P < 0.05).
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Sekil 4.11. Kontrol ve endotoksemik farelerin (A) beyinleri ve (B) omuriliklerinde miyelin PLP
protein ekspresyonu lizerinde Nec-1s'nin etkisi. DMSO, Dimetil siilfoksit; kDa, kilodalton; LPS,

lipopolisakkarit; Nec, nekrostatin; PLP, proteolipit protein. *Kontrol ve #LPS degerlerinden farkli (Student’s t
testi; P < 0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tezde, LPS ile farelerde olusturulan enflamatuvar hiperaljeziye RIPK1/RIPK3/MLKL
nekrozomunun katkisi secici RIPK1 inhibitérii Nec-1s kullanilarak arastirilmistir. Bulgularimiz,
Nec-1s'nin LPS/TLR4 yolu araciligiyla gelisen enflamatuvar hiperaljeziyi 6nleyici etkisine SSS'de
(1) RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomu aracilikli nekropitozda azalma, (2) kaspaz-11/GSDMD
aracilikh piropitozda azalma, (3) remiyelinizasyon inhibitérii SEMA3A ekspresyonundaki azalma ve
(4) miyelin membranin baslica bileseni olan PLP ekspresyonundaki artmanin katkida
bulunabilecegini diisiindiirmiistiir (Sekil 5.1.).

Bu ¢alisma kapsaminda yapilan ¢alismalarin sonuglari asagida 6zetlenmistir:

(1) SF, LPS (10 mg/kg), DMSO ve/veya Nec-1s (0.001, 0.01, 0.1 veya 1 mg/kg)
uygulanmasinin ardindan gegen 6 saatlik stirede 6len fare olmamistir. Bu enflamatuvar hiperaljezi
modelinde 10 mg/kg dozda uygulanan LPS'nin mortaliteye neden olmamasi, daha Onceki
calismalarimizin sonuglar ile uyumludur [99-101, 103-106]. Ote yandan, bu modelde kontrol ve
endotoksemik farelerde Nec-1s'nin kullanilan dozlarinda mortaliteye neden olmadig ilk kez bu
calismada gosterilmistir.

(2) Farelere LPS uygulanmasindan 6 saat sonra hiperaljezi gelismektedir. Bulgularimiza
gore, LPS ile olusan hiperaljezi Nec-1s ile dnlenebilmektedir. 10 mg/kg dozda uygulanan LPS'nin
hiperaljeziye neden olmasi, daha 6nceki ¢alismalarimizin sonuglar1 ile uyumludur [99-101, 103-
106]. Ote yandan, bu modelde Nec-1s'nin 0.01 mg/kg dozda kontrol ve endotoksemik farelere
uygulandiginda mortaliteye de yol agmaksizin LPS'nin neden oldugu hiperaljeziyi 6nledigi ilk kez
bu c¢alismada gosterilmistir. Nec-1s'nin gibi sec¢ici RIPK1 inhibitorlerinin sistemik yoldan
uygulandiginda SSS'ye gecerek nekropitoz aracilikli noéroenflamasyonu o6nleyebildiklerini
bildiklerini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir [260]. Dolayisiyla bulgularimiz, daha énce yapilan
LPS ile olusan ve supraspinal dilizeyde algillanan enflamatuvar hiperaljeziyi Nec-1s'nin

Onleyebilecegine iliskin in vivo ¢alismalarin sonuglari ile de uyumludur [260].
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Sekil 5.1. Farelerde LPS ile olusturulan enflamatuvar hiperaljezi modelinde, Nec-1s'nin TLR4
aracihigiyla gelisen RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomu aracilikli nekropitoz ve kaspaz-11/GSDMD
aracilikll piropitozun yani sira, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyona iliskin olaylar lizerindeki
etkisi ile ilgili olarak Onerilen mekanizma. LPS'nin neden oldugu hiperaljeziye santral sinir sisteminde
TLR4, fosforile RIPK1, fosforile RIPK3, fosforile MLKL, HMGB1, kaspaz-11 p20, p30-GSDMD, IL-1f3 ve SEMA3A
ekspresyonunda artmanin yani sira, miyelin PLP ekspresyonundaki azalma eslik etmektedir. LPS'nin neden
oldugu bu degigsiklikleri Nec-1s énleyebilmektedir. F, fosforilasyon; GSDMD, gasdermin D; HMGB, high-mobility-
group-box; IL, interldkin (interleukin); LPS, lipopolisakkarit; MLKL, karisik kékenli kinaz benzeri pséodokinaz
(mixed lineage kinase domain-like pseudokinase); Nec, nekrostatin (necrostatin); p30-GSDMD, kaspaz-11
tarafindan béliinen piroptotik delik olusturucu protein GSDMD'nin N ucu p30 fragmani; PLP, proteolipit protein;
RIPK, reseptor ile etkilesen serin/treonin protein kinaz (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase);
SEMA, semaforin. 7 LPSile artiyor; 4, LPS ile azaliyor; ', RIPK inhibitorii Nec-1s énliiyor.
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(3) Farelere LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte LPS/farklilasma kiimesi
(cluster of differentiation; CD)14/miyeloit farklilasma (myeloid differentiation; MD)-2/TLR4
aracilikll enflamatuvar yol etkinliginin gostergesi olarak olc¢iillen TLR4 protein ekspresyonu
artmaktadir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu TLR4 protein ekspresyonundaki artmayi
Nec-1s Onlemektedir. Enflamatuvar hiperaljezi modelinde, LPS'nin beyin ve omurilikte TLR4
protein ekspresyonunda artmaya neden olmasi, daha 6nceki c¢alismalarimizin sonuglar: ile
uyumludur [103]. Ote yandan, bu modelde Nec-1s'nin beyin ve omurilikte LPS'nin neden oldugu
TLR4 protein ekspresyonundaki artma tizerindeki etkisi ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.

(4) Farelere LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte RIPK1/RIPK3/MLKL
nekrozomu aracilikli nekropitozun gostergesi olarak o6lciilen fosforile RIPK1, RIPK3 ve MLKL
proteinlerinin ekspresyonu artmaktadir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu RIPK1, RIPK3
ve MLKL protein fosforilasyonundaki artmayr Nec-1s oOnlemektedir. Enflamatuvar hiperaljezi
modelinde, LPS'nin beyin ve omurilikte RIPK1, RIPK3 ve MLKL protein fosforilasyonunda artmaya
neden olmasi, daha 6énceki calismalarimizin sonuglari ile uyumludur [106]. Ote yandan, bu modelde
Nec-1s'nin beyin ve omurilikte LPS'nin neden oldugu RIPK1, RIPK3 ve MLKL protein
fosforilasyondaki artma lizerindeki etkisi ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.

(5) Farelere LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte RIPK1/RIPK3/MLKL
nekrozomu aracilikli nekropitoz, kaspaz-11/GSDMD aracilikli piropitoz ve enflamasyonun
gostergesi olarak oOlciilen HMGB1 protein ekspresyonu artmaktadir. Enflamatuvar hiperaljezi
modelinde, LPS'nin beyin ve omurilikte HMGB1 protein ekspresyonunda artmaya neden olmasi,
daha 6nce yapilan ¢alismalarin sonuglar ile uyumludur [106, 261]. Ote yandan, bu modelde Nec-
1s'nin beyin ve omurilikte LPS'nin neden oldugu HMGB1 protein ekspresyonundaki artma
lizerindeki etkisi ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.

(6) Farelere LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte kaspaz-11/GSDMD
aracilikll piropitozun gostergesi olarak o6lciilen kaspaz-11 p20 ve GSDMD proteinlerinin
ekspresyonu artmaktadir. Bulgularimiza gére, LPS'nin neden oldugu kaspaz-11 p20 protein
ekspresyonundaki artmayr Nec-1s oOnlemektedir. Enflamatuvar hiperaljezi modelinde, LPS'nin
beyin ve omurilikte kaspaz-11 p20 protein ekspresyonunda artmaya neden olmasi, daha dnceki
calismalarimizin sonuglari ile uyumludur [101, 104, 106]. Ote yandan, bu modelde Nec-1s'nin beyin
ve omurilikte LPS'nin neden oldugu kaspaz-11 p20 protein ekspresyonundaki artma tizerindeki

etkisi ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.
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(7) Farelere LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte RIPK1/RIPK3/MLKL
nekrozomu aracilikli nekropitoz ve kaspaz-11/GSDMD aracilikli piropitoz ile enflamasyonun
gostergesi olarak olgililen IL-1f protein ekspresyonu artmaktadir. Bulgularimiza gore, LPS'nin
neden oldugu IL-1B protein ekspresyonundaki artmayr Nec-1s onlemektedir. Enflamatuvar
hiperaljezi modelinde, LPS'nin beyin ve omurilikte IL-1f3 protein ekspresyonunda artmaya neden
olmasi, daha énceki calismalarimizin sonuglari ile uyumludur [101, 103, 104, 106]. Ote yandan, bu
modelde Nec-1s'nin beyin ve omurilikte LPS'nin neden oldugu IL-1f protein ekspresyonundaki
artma tizerindeki etkisi ilk kez bu calismada gosterilmistir.

(8) Farelere LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte demiyelinizasyonun
gostergesi olarak Olciilen SEMA3A protein ekspresyonu artmaktadir. Bulgularimiza gére, LPS'nin
neden oldugu SEMA3A protein ekspresyonundaki artmayr Nec-1s onlemektedir. Enflamatuvar
hiperaljezi modelinde, LPS'nin beyin ve omurilikte SEMA3A protein ekspresyonunda artmaya
neden olmasi, daha énceki calismalarimizin sonuglari ile uyumludur [106]. Ote yandan, bu modelde
Nec-1s'nin beyin ve omurilikte LPS'nin neden oldugu SEMA3A protein ekspresyonundaki artma
lizerindeki etkisi ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.

(9) Farelere LPS uygulanmasindan 6 saat sonra beyin ve omurilikte remiyelinizasyonun
gostergesi olarak o6lciilen miyelin PLP protein ekspresyonu azalmaktadir. Bulgularimiza gore,
LPS'nin neden oldugu miyelin PLP protein ekspresyonundaki azalmayir Nec-1s onlemektedir.
Enflamatuvar hiperaljezi modelinde, LPS'nin beyin ve omurilikte miyelin PLP protein
ekspresyonunda azalmaya neden olmasi, daha 6nceki ¢alismalarimizin sonuglari ile uyumludur
[106]. Ote yandan, bu modelde Nec-1s'nin beyin ve omurilikte LPS'nin neden oldugu miyelin PLP
protein ekspresyonundaki azalma tizerindeki etkisi ilk kez bu calismada goésterilmistir.

Bu calisma kapsaminda her ne kadar enflamatuvar hiperaljezi iizerindeki yararl etkilerinin
molekiiler mekanizmalar1 ayrintili olarak arastirilamamis olsa da, literatiirde bulunan bilgiler
dogrultusunda, Nec-1s'nin, dogrudan oldugu kadar dolaylh olarak da, RIPK1/RIPK3/MLKL
nekrozomu aracilikli nekropitoz ve kaspaz-11/GSDMD aracilikh piropitozun yani sira, SEMA3A ve
miyelin PLP proteinlerinin ekspresyonunu degistirebilecegi diistiniilebilir. Bunlara ek olarak, Nec-
1s'nin LPS'nin neden oldugu enflamatuvar hiperaljezi patojenezinde rol oynayan sinyal ileti yollar
lizerinde sinerjik etkisi nedeniyle de yararh etkisini gosterebilmesi olasidir. Ancak, bu hipotezlerin

gecerliliklerinin kanitlanabilmesi i¢in ek ¢alismalar yapilmaldir.
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Sonug olarak, farelere sistemik yoldan uygulanan secici RIPK1 inhibitérii Nec-1s'nin SSS'de
RIPK1/RIPK3/MLKL nekrozomu aracilikli nekropitoz, kaspaz-11/GSDMD aracilikli piropitoz ve
demiyelinizasyonu 6nlemesinin yani sira, remiyelinizasyona da yol agmasi sonucunda, LPS'nin
neden oldugu enflamatuvar hiperaljeziyi 6nleyebildigi ilk kez bu tez ¢alismasinda gosterilmistir.
Bulgularimiz, sistemik yoldan uygulandiginda SSS'ye de gegebilen Nec-1s gibi segici RIPK1
inhibitorlerinin bakteriyel enfeksiyonlara bagl olarak gelisebilecek agrinin da eslik ettigi akut
enflamatuvar hastaliklarin yani sira, patojenezinde enflamasyonun rol oynadigi kronik agrii
durumlarin o6nlenmesi ve tedavisinde de analjezik/antienflamatuvar ila¢ olarak yararh
olabileceklerini  diistindliirmiistiir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglarin, Nec-1s'nin
analjezik/antienflamatuvar ila¢ olarak gelistirilmesi amaciyla yapilacak olan klinik éncesi ve klinik

arastirmalara katkida bulunabilecegi beklenmektedir.

75



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

KAYNAKLAR

[1]. Benson, S.; Engler, H.; Schedlowski, M.; Elsenbruch, S. Experimental endotoxemia as a
model to study neuroimmune mechanisms in human visceral pain. Annals of the New York
Academy of Sciences 2012, 1262, 108-117.

[2]. Cobos, E. |.; Portillo-Salido, E., Bedside-to-bench behavioral outcomes in animal models of
pain: beyond the evaluation of reflexes. Current Neuropharmacology 2013, 11, (6), 560-591.

[3]. Holzer, P.; Farzi, A.; Hassan, A. M.; Zenz, G.; Jacan, A.; Reichmann, F., Visceral inflammation
and immune activation stress the brain. Frontiers in Immunology 2017, 8, 1613.

[4]. Deuis, J. R.; Dvorakova, L. S.; Vetter, I., Methods used to evaluate pain behaviors in rodents.
Frontiers in Molecular Neuroscience 2017, 10, 284.

[5]. Hori, T.; Oka, T.; Hosoi, M.; Abe, M; Oka, K., Hypothalamic mechanisms of pain modulatory
actions of cytokines and prostaglandin E2. Annals of the New York Academy of Sciences 2000, 917,
106-120.

[6]. Abbas, M.; Rahman, S., Effects of alpha-7 nicotinic acetylcholine receptor positive allosteric
modulator on lipopolysaccharide-induced neuroinflammatory pain in mice. European Journal of
Pharmacology 2016, 783, 85-91.

[7]. Abe, M.; Okaa, T.; Horia, T.; Takahashib, S., Prostanoids in the preoptic hypothalamus
mediate systemic lipopolysaccharide-induced hyperalgesia in rats. Brain Research 2001, 916, (1-2),
41-49.

[8]. Chen, S.; Xiong, J.; Zhan, Y.; Liu, W.; Wang, X.,, Wogonin inhibits LPS-induced inflammatory
response in rat dorsal root ganglion neurons via inhibiting TLR4-MyD88-TAK1-mediated NF-«B
and MAPK signaling pathway. Cellular and Molecular Neurobiology 2015, 35, (4), 523-531.

[9]. Wang, L. L; Shi, D. L; Gu, H. Y.; Zheng, M. Z, Hu, ].; Song, X. H.; Shen, Y. L.; Chen, Y. Y,
Resveratrol attenuates inflammatory hyperalgesia by inhibiting glial activation in mice spinal cords.
Molecular Medicine Reports 2016, 13, (5), 4051-4057.

[10]. Yoon, S. Y, Patel, D.; Dougherty, P. M., Minocycline blocks lipopolysaccharide induced
hyperalgesia by suppression of microglia but not astrocytes. Neuroscience 2012, 221, 214-224.
[11]. Zhao, H.; Luo, F.; Li, H,; Zhang, L.; Yi, Y., Wan, J., Antinociceptive effect of tetrandrine on LPS-
induced hyperalgesia via the inhibition of IKKb phosphorylation and the COX-2/PGE2 pathway in
mice. PLoS One 2014, 9, (4), e94586.

[12]. Bernard, N. J; O'Neill, L. A, Mal, more than a bridge to MyD88. International Union of
Biochemistry and Molecular Biology Life 2013, 65, (9), 777-786.

76



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[13]. Ciesielska, A,; Matyjek, M.; Kwiatkowska, K., TLR4 and CD14 trafficking and its influence on
LPS-induced pro-inflammatory signaling. Cellular and Molecular Life Sciences 2021, 78 (4), 1233-
1261.

[14]. Landstrom, M., The TAK1-TRAF6 signalling pathway. International Journal of Biochemistry
and Cell Biology 2010, 42 (5), 585-589.

[15]. Singh, S.; Sahu, K, Singh, C.; Singh, A., Lipopolysaccharide induced altered signaling
pathways in various neurological disorders. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology
2022, 395, (3), 285-294.

[16]. Zhou, D.; Huang, C.; Lin, Z,; Zhan, S.; Kong, L.; Fang, C.; Li, ], Macrophage polarization and
function with emphasis on the evolving roles of coordinated regulation of cellular signaling
pathways. Cell Signaling 2014 26, (2), 192-197.

[17]. Zucoloto, A. Z.; Manchope, M. F.; Staurengo-Ferrari, L.; Pinho-Ribeiro, F. A.; Zarpelon, A. C,;
Saraiva, A. L. L,; Cecilio, N. T.; Alves-Filho, ]. C;; Cunha, T. M.; Menezes, G. B.; Cunha, F. Q.; Casagrande,
R.; Verri, W. A, Probucol attenuates lipopolysaccharide-induced leukocyte recruitment and
inflammatory hyperalgesia: effect on NF-kB activation and cytokine production. European Journal
of Pharmacology 2017, 809, 52-63.

[18]. Al Mamun, A,; Suchi, S. A,; Aziz, M. A,; Zaeem, M.; Munir, F.; Wy, Y,; Xiao, ]., Pyroptosis in
acute pancreatitis and its therapeutic regulation. Apoptosis 2022, 27, (7-8), 465-481.

[19]. Bertheloot, D.; Latz, E.; Franklin, B. S., Necroptosis, pyroptosis and apoptosis: an intricate
game of cell death. Cellular and Molecular Immunology 2021, 18, (5), 1106-1121.

[20]. Dai, W, Cheng, ]., Leng, X,, Hu, X,, Ao, Y., The potential role of necroptosis in clinical diseases.
International Journal of Molecular Medicine 2021, 47, (5), 89.

[21]. Frank, D.; Vince, ]. E., Pyroptosis versus necroptosis: similarities, differences, and crosstalk.
Cell Death and Differentiation 2019, 26, (1), 99-114.

[22]. Kaczmarek, A.; Vandenabeele, P.; Krysko, D. V. Necroptosis: the release of damage-
associated molecular patterns and its physiological relevance. Immunity 2013, 38, (2), 209-223.
[23]. Kearney, C. ], Martin, S. ], An inflammatory perspective on necroptosis. Molecular Cell
2017, 65, (6), 965-973.

[24]. Mazlé, A.; Jenei, V.; Burai, S.; Molnar, T.; Bacsi, A.; Koncz, G., Types of necroinflammation, the
effect of cell death modalities on sterile inflammation. Cell Death and Disease 2022, 13, (5), 423.
[25]. Yu, Z; Jiang, N.,; Su, W.; Zhuo, Y., Necroptosis: a novel pathway in neuroinflammation.

Frontiers in Pharmacology 2021, 12, 701564.

77



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[26]. Humphries, F.; Yang, S.; Wang, B.; Moynagh, P. N., RIP kinases: key decision makers in cell
death and innate immunity. Cell Death and Differentiation 2015, 22, (2), 225-236.

[27]. Rao, Z.; Zhang, N.; Xu, N.; Pan, Y,; Xiao, M.; Wu, ], Zhou, H.; Yang, S.; Chen, Y., 1,25-
Dihydroxyvitamin D inhibits LPS-induced high-mobility group box 1 (HMGB1) secretion via
targeting the NF-E2-related factor 2-hemeoxygenase-1-HMGB1 pathway in macrophages. Frontiers
in Immunology 2017, 8, 1308.

[28]. Murao, A.; Aziz, M.; Wang, H.; Brenner, M.; Wang, P. Release mechanisms of major DAMPs.
Apoptosis 2021, 26, (3-4), 152-162.

[29]. Yang, H.; Wang, H.; Andersson, U., Targeting inflammation driven by HMGB1. Frontiers in
Immunology 2020, 11, 484.

[30]. McQuade, T.; Cho, Y.; Chan, F. K., Positive and negative phosphorylation regulates RIP1- and
RIP3-induced programmed necrosis. Biochemical Journal 2013, 456, (3), 409-415.

[31]. Miller, D. R;; Cramer, S. D.; Thorburn, A, The interplay of autophagy and non-apoptotic cell
death pathways. International Review of Cell and Molecular Biology 2020, 352, 159-187.

[32]. Orozco, S.; Yatim, N.; Werner, M. R,; Tran, H.; Gunja, S. Y.; Tait, S. W.; Albert, M. L.; Green, D.
R.; Oberst, A, RIPK1 both positively and negatively regulates RIPK3 oligomerization and
necroptosis. Cell Death and Differentiation 2014, 21, (10), 1511-1521.

[33]. Zhao, H,; Liu, H,; Yang, Y.; Wang, H., The role of autophagy and pyroptosis in liver disorders.
International Journal of Molecular Sciences 2022, 23, (11), 6208.

[34]. Yu, P,; Zhang, X,; Liu, N,; Tang, L.; Peng, C.; Chen, X., Pyroptosis: mechanisms and diseases.
Signal Transduction and Targeted Therapy 2021, 6, (1), 128.

[35]. Choi, M. E.; Price, D. R;; Ryter, S. W.,; Choi, A. M. K,, Necroptosis: a crucial pathogenic
mediator of human disease. JCI Insight 2019, 4, (15), e128834.

[36]. Christgen, S.; Tweedell, R. E.; Kanneganti, T. D., Programming inflammatory cell death for
therapy. Pharmacology and Therapeutics 2022, 232, 108010.

[37]. Chu, Q. Gu, X;; Zheng, Q.; Wang, J.; Zhu, H., Mitochondrial mechanisms of apoptosis and
necroptosis in liver diseases. Analytical Cellular Pathology 2021, 2021, 8900122.

[38]. Du, K; He, M,; Zhao, D.; Wang, Y.; Ma, C,; Liang, H.; Wang, W.; Min, D.; Xue, L.; Guo, F,,
Mechanism of cell death pathways in status epilepticus and related therapeutic agents. Biomedicine
& Pharmacotherapy 2022, 149, 112875.

[39]. Faust, H.; Mangalmurti, N. S., Collateral damage: necroptosis in the development of lung
injury. American Journal of Physiology-Lung Cellular and Molecular Physiology 2020, 318, (2),
L215-L225.

78



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[40]. Fiani, B.; Kondilis, A.; Soula, M.; Tao, A.; Alvi, M. A., Novel methods of necroptosis inhibition
for spinal cord injury using translational research to limit secondary injury and enhance
endogenous repair and regeneration. Neurospine 2021, 18, (2), 261-270.

[41]. Gullett, ]. M.; Tweedell, R. E.; Kanneganti, T. D., It's all in the PAN: crosstalk, plasticity,
redundancies, switches, and interconnectedness encompassed by PANoptosis underlying the
totality of cell death-associated biological effects. Cells 2022, 11, (9), 1495.

[42]. Karlowitz, R,; van Wijk, S. J. L., Surviving death: emerging concepts of RIPK3 and MLKL
ubiquitination in the regulation of necroptosis. FEBS Journal 2021, Oct 28.

[43]. Lima,LS.; Pégo, A. C.; Barros, J. T.; Prada, A. R.; Gozzelino, R., Cell death-osis of dopaminergic
neurons and the role of iron in Parkinson's disease. Antioxidants and Redox Signaling 2021, 35, (6),
453-473.

[44]. Liu, L,; Lalaoui, N., 25 years of research put RIPK1 in the clinic. Seminars in Cell and
Developmental Biology 2021, 109, 86-95.

[45]. Liu, X; Xie, X,; Ren, Y.; Shao, Z.; Zhang, N.; Li, L.; Ding, X.; Zhang, L., The role of necroptosis in
disease and treatment. MedComm 2021, 2, (4), 730-755.

[46]. Liu, Y. Liu, T, Lei, T, Zhang, D.; Du, S, Girani, L; Qi, D.; Lin, C,; Tong, R; Wang, Y,
RIP1/RIP3-regulated necroptosis as a target for multifaceted disease therapy. International Journal
of Molecular Medicine 2019, 44, (3), 771-786.

[47]. Moujalled, D.; Strasser, A.; Liddell, ]. R.,, Molecular mechanisms of cell death in neurological
diseases. Cell Death and Differentiation 2021, 28, (7), 2029-2044.

[48]. Neel, D. V,; Basu, H.; Gunner, G.; Chiu, I. M., Catching a killer: mechanisms of programmed
cell death and immune activation in amyotrophic lateral sclerosis. Immunological Reviews 2022,
311, (1), 130-150.

[49]. Perez, F,; Ruera, C. N,; Miculan, E.; Carasi, P.; Chirdo, F. G., Programmed cell death in the
small intestine: implications for the pathogenesis of celiac disease. International Journal of
Molecular Sciences 2021, 22, (14), 7426.

[50]. Richard, R.; Mousa, S. Necroptosis in Alzheimer's disease: potential therapeutic target.
Biomedicine and Pharmacotherapy 2022, 152, 113203.

[51]. Rucker, A. ]J; Chan, F. K, Tumor-intrinsic and immune modulatory roles of receptor-
interacting protein kinases. Trends in Biochemical Sciences 2022, 47, (4), 342-351.

[52]. Scarpitta, A.; Hacker, U. T.; Biining, H.; Boyer, O.; Adriouch, S., Pyroptotic and necroptotic cell
death in the tumor microenvironment and their potential to stimulate anti-tumor immune

responses. Frontiers in Oncology 2021, 11, 731598.

79



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[53]. Wang, L; Zhou, L,; Zhou, Y.; Liu, L,; Jiang, W.; Zhang, H.; Liu, H., Necroptosis in pulmonary
diseases: a new therapeutic target. Frontiers in Pharmacology 2021, 12, 737129.

[54]. Wei, J.; Zhao, Y.; Liang, H.; Du, W.; Wang, L., Preliminary evidence for the presence of
multiple forms of cell death in diabetes cardiomyopathy. Acta Pharmaceutica Sinica B 2022, 12, (1),
1-17.

[55]. Yuan,].,; Amin, P.; Ofengeim, D., Necroptosis and RIPK1-mediated neuroinflammation in CNS
diseases. Nature Reviews Neuroscience 2019, 20, (1), 19-33.

[56]. Zhao, ], Jiang, P.; Guo, S.; Schrodi, S. J.; He, D., Apoptosis, autophagy, NETosis, necroptosis,
and pyroptosis mediated programmed cell death as targets for innovative therapy in rheumatoid
arthritis. Frontiers in Immunology 2021, 12, 809806.

[57]. Zhao,].; Wei, K,; Jiang, P.; Chang, C.; Xu, L.; Xu, L.; Shi, Y.; Guo, S.; Xue, Y.; He, D., Inflammatory
response to regulated cell death in gout and its functional implications. Frontiers in Immunology
2022, 13, 888306.

[58]. Zheng, Z. Li, G, Mechanisms and therapeutic regulation of pyroptosis in inflammatory
diseases and cancer. International Journal of Molecular Sciences 2020, 21, (4), 1456.

[59]. Zhou, Y.; Wu, R; Wang, X,; Bao, X; Lu, C., Roles of necroptosis in alcoholic liver disease and
hepatic pathogenesis. Cell Proliferation 2022, 55, (3), e13193.

[60]. https://clinicaltrials.gov (30.10.2022).

[61]. Dong, W,; Li, Z; Chen, Y.; Zhang, L.; Ye, Z.; Liang, H.; Li, R.; Xu, L.; Zhang, B.; Liu, S.; Wang, W.;
Li, C; Shi, W,; Liang, X., Necrostatin-1 attenuates sepsis-associated acute kidney injury by promoting
autophagosome elimination in renal tubular epithelial cells. Molecular Medicine Reports 2018, 17,
(2),3194-3199.

[62]. Guan, E; Wang, Y; Wang, C; Zhang, R, Zhao, Y.; Hong, ], Necrostatin-1 attenuates
lipopolysaccharide-induced acute lung injury in mice. Experimental Lung Research 2017, 43, (9-
10), 378-387.

[63]. Kim,S.].; Lee, S. M., Necrostatin-1 protects against D-dalactosamine and lipopolysaccharide-
induced hepatic injury by preventing TLR4 and RAGE signaling. Inflammation 2017, 40, (6), 1912-
1923.

[64]. Lin, B,; Jin, Z,; Chen, X,; Zhao, L.; Weng, C.; Chen, B.; Tang, Y.; Lin, L., Necrostatin-1 protects
mice from acute lung injury by suppressing necroptosis and reactive oxygen species. Molecular

Medicine Reports 2020, 21, (5),2171-2181.

80



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[65]. Najjar, M,; Saleh, D.; Zelic, M.; Nogusa, S.; Shah, S.; Tai, A.; Finger, ]. N.; Polykratis, A.; Gough,
P. ] Bertin, J.; Whalen, M.; Pasparakis, M.; Balachandran, S.; Kelliher, M.; Poltorak, A.; Degterev, A,
RIPK1 and RIPK3 kinases promote cell-death-independent inflammation by toll-like receptor 4.
Immunity 2016, 45, (1), 46-59.

[66]. Newton, K,; Dugger, D. L.; Maltzman, A.; Greve, ]. M.; Hedehus, M.; Martin-McNulty, B.;
Carano, R. A;; Cao, T. C.; van Bruggen, N.; Bernstein, L.; Lee, W. P.; Wu, X,; DeVoss, ].; Zhang, |.; Jeet, S.;
Peng, 1., McKenzie, B. S.; Roose-Girma, M.; Caplazi, P.; Diehl, L.; Webster, ]J. D.; Vucic, D., RIPK3
deficiency or catalytically inactive RIPK1 provides greater benefit than MLKL deficiency in mouse
models of inflammation and tissue injury. Cell Death and Differentiation 2016, 23, (9), 1565-1576.
[67]. Ni, H. M,; McGill, M. R; Chao, X.; Woolbright, B. L.; Jaeschke, H.; Ding, W. X, Caspase
inhibition prevents tumor necrosis factor-alpha-induced apoptosis and promotes necrotic cell
death in mouse hepatocytes in vivo and in vitro. American Journal of Pathology 2016, 186, (10),
2623-2636.

[68]. Saleh, D.; Najjar, M.; Zelic, M.; Shah, S.; Nogusa, S.; Polykratis, A.; Paczosa, M. K.; Gough, P. J,;
Bertin, ]J.; Whalen, M.; Fitzgerald, K. A.; Slavov, N.; Pasparakis, M.; Balachandran, S.; Kelliher, M,;
Mecsas, ].; Degterev, A., Kinase activities of RIPK1 and RIPK3 can direct IFN-beta synthesis induced
by lipopolysaccharide. Journal of Immunology 2017, 198, (11), 4435-4447.

[69]. Yu, X; Mao, M,; Liu, X; Shen, T.; Li, T,; Yu, H,; Zhang, ].; Chen, X.; Zhao, X.; Zhu, D., A cytosolic
heat shock protein 90 and co-chaperone p23 complex activates RIPK3/MLKL during necroptosis of
endothelial cells in acute respiratory distress syndrome. Journal of Molecular Medicine 2020, 98,
(4), 569-583.

[70]. Huang, W.Y,; Lai, Y. L,; Liu, K. H;; Lin, S.; Chen, H. Y,; Liang, C. H.; Wu, H. M,; Hsu, K. S.,, TNFa-
mediated necroptosis in brain endothelial cells as a potential mechanism of increased seizure
susceptibility in mice following systemic inflammation. Journal of Neuroinflammation 2022, 19, (1),
29.

[71]. Kondo, T, Macdonald, S.; Engelmann, C.; Habtesion, A.; Macnaughtan, ], Mehta, G
Mookerjee, R. P.; Davies, N.; Pavesi, M.; Moreau, R.; Angeli, P.; Arroyo, V.; Andreola, F.; Jalan, R, The
role of RIPK1 mediated cell death in acute on chronic liver failure. Cell Death and Disease 2021, 13,
(D), 5.

[72]. Li, L; Shu, M. Q.; Chen, J., CYLD deficiency exacerbates lipopolysaccharide (LPS)-induced
pyroptosis in astrocytes of mice with sepsis. Biochemical and Biophysical Research

Communications 2019, 514, (4), 1066-1073.

81



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[73]. Shao, L; Liu, X.; Zhu, S.; Liu, C,; Gao, Y.; Xu, X,, The role of Smurfl in neuronal necroptosis
after lipopolysaccharide-induced neuroinflammation. Cellular and Molecular Neurobiology 2018,
38, (4), 809-816.

[74]. Chen, H.; Li, Y,; Wu, J; Li, G; Tao, X.; Lai, K.; Yuan, Y,; Zhang, X.; Zou, Z,; Xu, Y., RIPK3
collaborates with GSDMD to drive tissue injury in lethal polymicrobial sepsis. Cell Death and
Differentiation 2020, 27 (9), 2568-2585.

[75]. Zhang, Q.; Wei, S.; Lu, ], Fu, W,; Chen, H.; Huang, Q.; Chen, Z.; Zeng, Z. Necrostatin-1
accelerates time to death in a rat model of cecal ligation and puncture and massively increases
hepatocyte caspase-3 cleavage. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver
Physiology 2019, 316, (4), G551-G561.

[76]. Liu, Y,; Xu, Q.; Wang, Y.; Liang, T.; Li, X.; Wang, D.; Wang, X.; Zhu, H.; Xiao, K., Necroptosis is
active and contributes to intestinal injury in a piglet model with lipopolysaccharide challenge. Cell
Death and Disease 2021, 12, (1), 62.

[77]. Nikseresht, S.; Khodagholi, F.; Nategh, M.; Dargahi, L., RIP1 Inhibition rescues from LPS-
induced RIP3-mediated programmed cell death, distributed energy metabolism and spatial memory
impairment. Journal of Molecular Neuroscience 2015, 57, (2), 219-230.

[78]. Seo, M. ]; Hong, ]. M; Kim, S. ].; Lee, S. M, Genipin protects d-galactosamine and
lipopolysaccharide-induced hepatic injury through suppression of the necroptosis-mediated
inflammasome signaling. European Journal of Pharmacology 2017, 812, 128-137.

[79]. Xu, Q.; Guo, J,; Li, X;; Wang, Y.; Wang, D.; Xiao, K.; Zhu, H.; Wang, X,; Hu, C. A. A,; Zhang, G.; Liu,
Y., Necroptosis underlies hepatic damage in a piglet model of lipopolysaccharide-induced sepsis.
Frontiers in Immunology 2021, 12, 633830.

[80]. Yuan, Z; Zhang, H.; Hasnat, M.; Ding, ].; Chen, X,; Liang, P.; Sun, L.; Zhang, L.; Jiang, Z., A new
perspective of triptolide-associated hepatotoxicity: liver hypersensitivity upon LPS stimulation.
Toxicology 2019, 414, 45-56.

[81]. Mikus, P.; Pecher, D.; Rauova, D.; Horvath, C.; Szobi, A.; Adameova, A., Determination of novel
highly effective necrostatin Nec-1s in rat plasma by high performance liquid chromatography
hyphenated with quadrupole-time-of-flight mass spectrometry. Molecules 2018, 23, (8), 1946.

[82]. Takahashi, T.; Duprez, L. Grootjans, S.; Cauwels, A.; Nerinckx, W.; DuHadaway, ]. B,
Goossens, V.; Roelandt, R; Van Hauwermeiren, F.; Libert, C.,; Declercq, W.; Callewaert, N,
Prendergast, G. C.; Degterev, A.; Yuan, ].; Vandenabeele, P., Necrostatin-1 analogues: critical issues
on the specificity, activity and in vivo use in experimental disease models. Cell Death and Disease

2012, 3, (11), e437.

82



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[83]. Jhun,].; Lee, S. H.; Kim, S. Y.; Ryuy, |.; Kwon, ]. Y.; Na, H. S.; Jung, K.; Moon, S. ].; Cho, M. L.; Min,
J. K, RIPK1 inhibition attenuates experimental autoimmune arthritis via suppression of
osteoclastogenesis. Journal of Translational Medicine 2019, 17, (1), 84.

[84]. Koschel, ].; Nishanth, G.; Just, S.; Harit, K.; Kroger, A.; Deckert, M.; Naumann, M.; Schliiter, D.,
OTUB1 prevents lethal hepatocyte necroptosis through stabilization of c-IAP1 during murine liver
inflammation. Cell Death and Differentiation 2022, 29, (4), 891.

[85]. Mohammed, S.; Nicklas, E. H. Thadathil, N.,; Selvarani, R; Royce, G. H. Kinter, M,
Richardson, A.; Deepa, S. S., Role of necroptosis in chronic hepatic inflammation and fibrosis in a
mouse model of increased oxidative stress. Free Radical Biology and Medicine 2021, 164, 315-328.
[86]. Qin, D.; Wang, X;; Li, Y.; Yang, L.; Wang, R;; Peng, ].; Essandoh, K.; My, X,; Peng, T.; Han, Q.; Yu,
K. J; Fan, G. C, MicroRNA-223-5p and -3p cooperatively suppress necroptosis in
ischemic/reperfused hearts. Journal of Biological Chemistry 2016, 291, (38), 20247-20259.

[87]. Wang, Q.; Zhou, T.; Liu, Z; Ren, J.; Phan, N.; Gupta, K.; Stewart, D. M.; Morgan, S.; Assa, C.;
Kent, K. C; Liu, B, Inhibition of receptor-interacting protein kinase 1 with necrostatin-1s
ameliorates disease progression in elastase-induced mouse abdominal aortic aneurysm model.
Scientific Reports 2017, 7, 42159.

[88]. Yue, S.; Zhou, H,; Wang, X,; Busuttil, R. W.; Kupiec-Weglinski, J. W.; Zhai, Y., Prolonged
ischemia triggers necrotic depletion of tissue-resident macrophages to facilitate inflammatory
immune activation in liver ischemia reperfusion injury. Journal of Immunology 2017, 198, (9),
3588-3595.

[89]. Zhuang, Y.; Xu, H. C; Shinde, P. V.; Warfsmann, ].; Vasilevska, ]J.; Sundaram, B.; Behnke, K;;
Huang, ].; Hoell, ]. I; Borkhardt, A.; Pfeffer, K.; Taha, M. S.; Herebian, D.; Mayatepek, E.; Brenner, D.;
Ahmadian, M. R,; Keitel, V.; Wieczorek, D.; Haussinger, D.; Pandyra, A. A,; Lang, K. S.; Lang, P. A,
Fragile X mental retardation protein protects against tumour necrosis factor-mediated cell death
and liver injury. Gut 2020, 69, (1), 133-145.

[90]. Kearney, C. ].; Cullen, S. P.; Clancy, D.; Martin, S. ], RIPK1 can function as an inhibitor rather
than an initiator of RIPK3-dependent necroptosis. FEBS Journal 2014, 281, (21), 4921-4934.

[91]. Keller, N.; Ozmadenci, D.; Ichim, G.; Stupack, D., Caspase-8 function, and phosphorylation, in
cell migration. Seminars in Cell and Developmental Biology 2018, 82, 105-117.

[92]. Eng, V.V, Wemyss, M. A; Pearson, J. S.,, The diverse roles of RIP kinases in host-pathogen
interactions. Seminars in Cell and Developmental Biology 2021, 109, 125-143.

83



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[93]. Paget, C.; Doz-Deblauwe, E.; Winter, N.; Briard, B., Specific NLRP3 inflammasome assembling
and regulation in neutrophils: relevance in inflammatory and infectious diseases. Cells 2022, 11,
(7),1188.

[94]. Speir, M.; Lawlor, K. E, RIP-roaring inflammation: RIPK1 and RIPK3 driven NLRP3
inflammasome activation and autoinflammatory disease. Seminars in Cell and Developmental
Biology 2021, 109, 114-124.

[95]. Vince, ]. E,; Silke, ., The intersection of cell death and inflammasome activation. Cellular and
Molecular Life Sciences 2016, 73, (11-12), 2349-2367.

[96]. Tunctan, B.; Uludag, O.; Altug, S.; Abacioglu, N., Effects of nitric oxide synthase inhibition in
lipopolysaccharide-induced sepsis in mice. Pharmacological Research 1998, 38, (5), 405-411.

[97]. Tunctan, B; Altug, S.; Uludag, O.; Abacioglu, N., Time-dependent variations in serum nitrite,
6-keto-prostaglandin Fla and thromboxane B2 levels induced by lipopolysaccharide in mice.
Biological Rhythm Research 2000, 31, (4), 499-513.

[98]. Tunctan, B.; Altug, S.; Uludag, O.; Demirkay, B.; Abacioglu, N., Effects of cyclooxygenase
inhibitors on nitric oxide production and survival in a mice model of sepsis. Pharmacological
Research 2003, 48, (1), 37-48.

[99]. Tunctan, B.; Ozveren, E.; Korkmaz, B.; Buharaliogluy, C. K., Tamer, L.; Degirmenci, U.; Atik, U.,
Nitric oxide reverses endotoxin-induced inflammatory hyperalgesia via inhibition of prostacyclin
production in mice. Pharmacological Research 2006, 53, (2), 177-192.

[100]. Buharalioglu, K.; Ozbasoglu, O.; Korkmaz, B.; Cuez, T.; Sahan-Firat, S.; Yalcin, A., Tunctan, B.,
Thalidomide potentiates analgesic effect of COX inhibitors on endotoxin-induced hyperalgesia by
modulating TNF-a, PGE and NO synthesis in mice. Federation of American Societies for
Experimental Biology 2009, 23, (1), 742.4.

[101]. Dolunay, A.; Senol, S. P.; Temiz-Resitoglu, M.; Guden, D. S.; Sari, A. N.; Sahan-Firat, S.;
Tunctan, B., Inhibition of NLRP3 inflammasome prevents LPS-induced inflammatory hyperalgesia
in mice: contribution of NF-kB, caspase-1/11, ASC, NOX, and NOS isoforms. Inflammation 2017, 40,
(2),366-386.

[102]. Bahceli, O.; Senol, S. P.; Temiz-Resitoglu, M.; Horat, M. F.; Sahan-Firat, S.; Tunctan, B.,
Bexarotene ameliorates LPS-induced hyperalgesia: contribution of TLR4/MyD88-dependent pro-
inflammatory, anti-apoptotic, and anti-inflammatory signaling pathways. International Journal of

Pharmacology 2022, 18, (6), 1171-1188.

84



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[103]. Senol, S. P; Temiz-Resitoglu, M.; Guden, D. S.; Sari, A. N.; Sahan-Firat, S.; Tunctan, B,
Suppression of TLR4/MyD88/TAK1/NF-kB/COX-2 signaling pathway in the central nervous system
by bexarotene, a selective RXR agonist, prevents hyperalgesia in the lipopolysaccharide-induced
pain mouse model. Neurochemical Research 2021, 46, (3), 624-637.

[104]. Cagli, A; Senol, S. P.; Temiz-Resitoglu, M.; Guden, D. S.; Sari, A. N.; Sahan-Firat, S.; Tunctan, B.,
Soluble epoxide hydrolase inhibitor trifluoromethoxyphenyl-3-(1-propionylpiperidin-4-yl)urea
prevents hyperalgesia through regulating NLRC4 inflammasome-related pro-inflammatory and
anti-inflammatory signaling pathways in the lipopolysaccharide-induced pain mouse model. Drug
Development Research 2021, 82, (6), 815-825.

[105]. Yilmaz, D. E. 2021. "Farelerde olusturulan enflamatuvar hiperaljezi modelinde
dokozahekzaenoik asidin TRAF6/IKK/NF-kB yolu iizerindeki etkisinin antienflamatuvar NLRX1 ile
iliskilendirilerek arastirilmasi1”, Mersin Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Eczaciik Fakiiltesi
Farmakoloji Ana Bilim Dali, Mersin.

[106]. Ozgen, B. 2022. "Farelerde Liposakkarit ile Olusturulan Enflamatuvar Hiperaljezi Modelinde
Piropitoz ve Nekropitoz inhibitérii Nekrosiilfonamidin Etkisinin Arastirilmas1”, Mersin Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitiisti, Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Ana Bilim Dali, Mersin.

[107]. https://www.iasp-pain.org/resources/terminology (13.01.2023).

[108]. Raja, S. N.; Carr, D. B.; Cohen, M.; Finnerup, N. B; Flor, H.; Gibson, S.; Keefe, F. ].; Mogil, ]. S,;
Ringkamp, M.; Sluka, K. A,; Song, X. ].; Stevens, B.; Sullivan, M. D.; Tutelman, P. R.; Ushida, T.; Vader,

K., The revised International Association for the Study of Pain definition of pain: concepts,
challenges, and compromises. Pain 2020, 161, (9), 1976-1982.

[109]. Xiao, X;; Ding, M.; Zhang, Y. Q., Role of the anterior cingulate cortex in translational pain
research. Neuroscience Bulletin 2021, 37, (3), 405-422.

[110]. Ellison, D. L., Physiology of pain. Critical Care Nursing Clinics of North America 2017, 29,
(4), 397-406.

[111]. Ignatavicius, D.; Workman, M. L. Assessment and Care of Patients with Pain. Medical-
Surgical Nursing: Patient-Centered Collaborative Care. Elsevier: St. Louis, 2016.

[112]. Patel, N. B., Physiology of pain from guide to pain management in low resources settings.
International Association for the Study of Pain 2010, 14-17.

[113]. Dinakar, P.; Stillman, A. M., Pathogenesis of pain. Seminars in Pediatric Neurology 2016, 23,
(3),201-208.

[114]. Huether, S.; McCance, K., Understanding Pathophysiology. Mosby, 2016.

85



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[115]. Matsuda, M.; Huh, Y, Ji, R. R, Roles of inflammation, neurogenic inflammation, and
neuroinflammation in pain. Journal of Anesthesia 2019, 33, (1), 131-139.

[116]. McCleskey, E. W.; Gold, M. S., Ion channels of nociception. Annual Review of Physiology
1999, 61, 835.

[117]. Amaya, F.; Izumi, Y.; Matsuda, M.; Sasaki, M., Tissue injury and related mediators of pain
exacerbation. Current Neuropharmacology 2013, 11, 592-597.

[118]. Gold, M. S.; Gebhart, G. F., Nociceptor sensitization in pain pathogenesis. Nature Medicine
2010, 16, 1248-1257.

[119]. Ji, R. R; Xu, Z. Z; Gao, Y. ], Emerging targets in neuroinflammation-driven chronic pain.
Nature Reviews Drug Discovery 2014, 13, 533-548.

[120]. Julius, D.; Basbaum, A. I., Molecular mechanisms of nociception. Nature 2001, 413, 203-210.
[121]. White, F. A.; Bhangoo, S. K.; Miller, R. ]., Chemokines: integrators of pain and inflammation.
Nature Reviews Drug Discovery 2005, 4, 834-844.

[122]. Bautista, D. M,; Jordt, S. E.,; Nikai, T.; Tsuruda, P. R.; Read, A. J.; Poblete, J.; Yamoah, E. N,;
Basbaum, A. I; Julius, D., TRPA1 mediates the inflammatory actions of environmental irritants and
proalgesic agents. Cell 2006, 124, 1269-1282.

[123]. Moore, C.; Gupta, R;; Jordt, S. E.; Chen, Y.; Liedtke, W. B., Regulation of pain and itch by TRP
channels. Neuroscience Bulletin 2018, 34, 120-142.

[124]. Amaya, F.; Decosterd, 1.; Samad, T. A,; Plumpton, C.; Tate, S.; Mannion, R. ]J.; Costigan, M,;
Woolf, C. ], Diversity of expression of the sensory neuron-specific TTX-resistant voltage-gated
sodium ion channels SNS and SNS2. Molecular and Cellular Neuroscience 2000, 15, 331-342.

[125]. Waxman, S. G.; Dib-Hajj, S.; Cummins, T. R; Black, ]J. A, Sodium channels and pain.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 1999, 96, 7635-
7639.

[126]. Eijkelkamp, N.; Linley, J. E.; Torres, J. M.; Bee, L.; Dickenson, A. H.; Gringhuis, M.; Minett, M.
S.; Hong, G. S; Lee, E.; Oh, U,; Ishikawa, Y.; Zwartkuis, F. ].; Cox, . ].; Wood, J. N., A role for Piezo2 in
EPAC1-dependent mechanical allodynia. Nature Communications 2013, 4, 1682.

[127]. Aley, K. O.; Levine, J. D., Role of protein kinase A in the maintenance of inflammatory pain.
Journal of Neuroscience 1999, 19, 2181-2186.

[128]. Gold, M. S.; Levine, ]J. D.; Correa, A. M., Modulation of TTX-R INa by PKC and PKA and their
role in PGE2-induced sensitization of rat sensory neurons in vitro. Journal of Neuroscience 1998,

18,10345-10355.

86



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[129]. Ji, R. R,; Gereau, R. W.,; Malcangio, M.; Strichartz, G. R., MAP kinase and pain. Brain Research
Reviews 2009, 60, 135-148.

[130]. Obata, K.; Noguchi, K., MAPK activation in nociceptive neurons and pain hypersensitivity.
Life Sciences 2004, 74, 2643-2653.

[131]. Coutaux, A.; Adam, F.; Willer, ]. C; Le Bars, D., Hyperalgesia and allodynia: peripheral
mechanisms. Joint Bone Spine 2005, 72, (5), 359-371.

[132]. Vasko, M. R. Inflammatory Pain. Springer: Berlin, Heidelberg, 2009.

[133]. Wang, H.,; Xu, C, A novel progress: glial cells and inflammatory pain. ACS Chemical
Neuroscience 2022, 13, (3), 288-295.

[134]. Ji,R.R; Berta, T.; Nedergaard, M., Glia and pain: is chronic pain a gliopathy? Pain 2013, 154,
Suppl 1, (0 1), S10-S28.

[135]. Stein, C.; Clark, ]. D.; Oh, U.; Vasko, M. R.; Wilcox, G. L.; Overland, A. C,; Vanderah, T. W,;
Spencer, R. H., Peripheral mechanisms of pain and analgesia. Brain Research Reviews 2009, 60, (1),
90-113.

[136]. Zhang, H. Li, N; Li, Z; Li, Y; Yu, Y; Zhang, L, The involvement of caspases in
neuroinflammation and neuronal apoptosis in chronic pain and potential therapeutic targets.
Frontiers in Pharmacology 2022, 13, 898574.

[137]. Clark, A. K.; D’Aquisto, F.; Gentry, C.; Marchand, F.; McMahon, S. B.; Malcangio, M., Rapid co-
release of interleukin 1beta and caspase 1 in spinal cord inflammation. Journal of Neurochemistry
2006, 99, 868-880.

[138]. Cunha, T. M,; Talbot, J.; Pinto, L. G.; Vieira, S. M,; Souza, G. R.; Guerrero, A. T.; Sonego, F.;
Verri, W. A,; Zamboni, D. S.; Ferreira, S. H.; Cunha, F. Q., Caspase-1 is involved in the genesis of
inflammatory hypernociception by contributing to peripheral IL-1f maturation. Molecular Pain
2010, 6, 63.

[139]. Gao, F.; Xiang, H. C.; Li, H. P;; Jia, M,; Pan, X. L,; Pan, H. L.; Li, M,, Electroacupuncture inhibits
NLRP3 inflammasome activation through CB2 receptors in inflammatory pain. Brain, Behavior, and
Immunity 2018, 67,91-100.

[140]. Hsieh, C. T.; Lee, Y. J; Dai, X,; Ojeda, N. B.; Lee, H. ]; Tien, L. T,; Fan, L. W., Systemic
Lipopolysaccharide-Induced Pain Sensitivity and Spinal Inflammation Were Reduced by
Minocycline in Neonatal Rats. International Journal of Molecular Sciences 2018, 19, (10), 2947.
[141]. Lan, L.; Xu, M,; Li, J.; Liu, L.; Xu, M.; Zhou, C.; Shen, L.; Tang, Z.; Wan, F., Mas-related G protein-
coupled receptor D participates in inflammatory pain by promoting NF-kB activation through

interaction with TAK1 and IKK complex. Cellular Signaling 2020, 76, 109813.

87



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[142]. Ma, Z.; Huang, Z.; Zhang, L.; Li, X,; Xu, B,; Xiao, Y.; Shi, X;; Zhang, H.; Liao, T.; Wang, P., Vanillic
acid reduces pain-related behavior in knee osteoarthritis rats through the inhibition of NLRP3
inflammasome-related synovitis. Frontiers in Pharmacology 2020, 11, 599022.

[143]. Matsuoka, Y., Yamashita, A, Matsuda, M., Kawai, K,; Sawa, T. Amaya, F, NLRP2
inflammasome in dorsal root ganglion as a novel molecular platform that produces inflammatory
pain hypersensitivity. Pain 2019, 160, 2149-2160.

[144]. Yin, N.; Gao, Q.; Tao, W.; Chen, J.; Bi, ].; Ding, F.; Wang, Z., Paeoniflorin relieves LPS-induced
inflammatory pain in mice by inhibiting NLRP3 inflammasome activation via transient receptor
potential vanilloid 1. Journal of Leukocyte Biology 2020, 108, (1), 229-241.

[145]. Benke, D., GABAB receptors and pain. Current Topics in Behavioral Neurosciences 2022, 52,
213-239.

[146]. Chopade, A. R,; Mulla, W. A, Novel strategies for the treatment of inflammatory
hyperalgesia. European Journal of Clinical Pharmacology 2010, 66, (5), 429-444.

[147]. Cioffi, C. L., Inhibition of glycine re-uptake: a potential approach for treating pain by
augmenting glycine-mediated spinal neurotransmission and blunting central nociceptive signaling.
Biomolecules 2021, 11, (6), 864.

[148]. Gerum, M.; Simonin, F., Behavioral characterization, potential clinical relevance and
mechanisms of latent pain sensitization. Pharmacology and Therapeutics 2022, 233, 108032.

[149]. Jogpal, V,; Sanduja, M.; Dutt, R.; Garg, V.; Tinku, Advancement of nanomedicines in chronic
inflammatory disorders. Inflammopharmacology 2022, 30, (2), 355-368.

[150]. Varrassi, G.; Alon, E.; Bagnasco, M.; Lanata, L.; Mayoral-Rojals, V.; Paladini, A.; Pergolizzi, ].
V.; Perrot, S.; Scarpignato, C.; Tolle, T., Towards an effective and safe treatment of inflammatory
pain: a Delphi-guided expert consensus. Advances in Therapy 2019, 36, (10), 2618-2637.

[151]. He, S.; Wang, X, RIP kinases as modulators of inflammation and immunity. Nature
Immunology 2018, 19, 912-922.

[152]. Tigno-Aranjuez, ]J. T.; Asara, ]. M.; Abbott, D. W, Inhibition of RIP2’s tyrosine kinase activity
limits NOD2-driven cytokine responses. Genes and Development 2010, 24, 2666-2677.

[153]. Vanden Berghe, T.; Grootjans, S.; Goossens, V.; Dondelinger, Y.; Krysko, D. V.; Takahashi, N.;
Vandenabeele, P., Determination of apoptotic and necrotic cell death in vitro and in vivo. Methods
2013,61,(2),117-129.

[154]. Zhou, W.; Yuan ]., Necroptosis in health and diseases. Seminars in Cell and Developmental

Biology 2014, 35, 14-23.

88



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[155]. Amin, P.; Florez, M.; Najafov, A.; Pan, H.; Geng, ].; Ofengeim, D.; Dziedzic, S. A.; Wang, H.;
Barrett, V. J.; Ito, Y.; LaVoie, M. |.; Yuan, ]., Regulation of a distinct activated RIPK1 intermediate
bridging complex I and complex Il in TNFa-mediated apoptosis. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 2018, 115, (26), E5944-E5953.

[156]. Micheau, O.; Tschopp J., Induction of TNF receptor I-mediated apoptosis via two sequential
signaling complexes. Cell 2003, 114, (2), 181-190.

[157]. Akira, S.; Hoshino, K. Myeloid differentiation factor 88-dependent and -independent
pathways in toll-like receptor signaling. Journal of Infectious Diseases 2003, 187, (Suppl. 2), S356-
S363.

[158]. Kagan,]. C; Su, T.; Horng, T.; Chow, A.; Akira, S.; Medzhitov, R., TRAM couples endocytosis of
toll-like receptor 4 to the induction of interferon-f8. Nature Immunology 2008, 9, (4), 361-368.
[159]. Agnew, A.; Nulty, C.; Creagh, E. M., Regulation, activation and function of caspase-11 during
health and disease. International Journal of Molecular Sciences 2021, 22, (4), 1506.

[160]. Bibo-Verdugo, B.; Salvesen, G. S., Caspase mechanisms in the regulation of inflammation.
Molecular Aspects of Medicine 2022, 88, 101085.

[161]. Bolivar, B. E.; Vogel, T. P.; Bouchier-Hayes, L., Inflammatory caspase regulation: maintaining
balance between inflammation and cell death in health and disease. FEBS Journal 2019, 286, (14),
2628-2644.

[162]. Huang, X; Feng, Y.; Xiong, G.; Whyte, S.; Duan, J; Yang, Y.; Wang, K,; Yang, S.; Geng, Y.; Ou, Y,;
Chen, D., Caspase-11, a specific sensor for intracellular lipopolysaccharide recognition, mediates the
non-canonical inflammatory pathway of pyroptosis. Cell Bioscience 2019, 9, 31.

[163]. Ross, C; Chan, A. H; von Pein, ]. B; Maddugoda, M. P.; Boucher, D.; Schroder, K,
Inflammatory caspases: toward a unified model for caspase activation by inflammasomes. Annual
Review of Immunology 2022, 40, 249-269.

[164]. Shalini, S.; Dorstyn, L.; Dawar, S.; Kumar, S., Old, new and emerging functions of caspases.
Cell Death and Differentiation 2015, 22, (4), 526-539.

[165]. Uchiyama, R.; Tsutsui, H., Caspases as the key effectors of inflammatory responses against
bacterial infection. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis 2015, 63, (1), 1-13.

[166]. Vigano, E.; Mortellaro, A., Caspase-11: the driving factor for noncanonical inflammasomes.
European Journal of Immunology 2013, 43, (9), 2240-2245.

[167]. Yi, Y. S, Dual roles of the caspase-11 non-canonical inflammasome in inflammatory bowel

disease. International Immunopharmacology 2022, 108, 108739.

89



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[168]. Wang, S.; Miura, M.; Jung, Y.; Zhu, H.; Gagliardini, V., Shi, L; Greenberg, A. H.; Yuan, ]|,
Identification and characterization of Ich-3, a member of the interleukin-1beta converting enzyme
(ICE)/Ced-3 family and an upstream regulator of ICE. Journal of Biological Chemistry 1996, 271,
20580-20587.

[169]. Yi,Y.S., Regulatory roles of caspase-11 non-canonical inflammasome in inflammatory liver
diseases. International Journal of Molecular Sciences 2022, 23, (9), 4986.

[170]. Lin, X. Y.; Choi, M. S., Porter, A. G., Expression analysis of the human caspase-1 subfamily
reveals specific regulation of the CASP5 gene by lipopolysaccharide and interferon-gamma. Journal
of Biological Chemistry 2000, 275, 39920-39926.

[171]. Bourdonnay, E.; Henry, T., Transcriptional and epigenetic regulation of gasdermins. Journal
of Molecular Biology 2022, 434, (4), 167253.

[172]. Burdette, B. E.; Esparza, A. N, Zhu, H,; Wang, S. Gasdermin D in pyroptosis. Acta
Pharmaceutica Sinica B 2021, 11, (9), 2768-2782.

[173]. Cao, A.; Kagan, ]J. C., Gasdermin pore forming activities that promote inflammation from
living and dead cells. Journal of Molecular Biology 2022, 434, (4), 167427.

[174]. Hu, Y.; Wang, B.; Li, S.; Yang, S., Pyroptosis, and its role in central nervous system disease.
Journal of Molecular Biology 2022, 434, (4), 167379.

[175]. ]Jain, K.; Barve, K.; Bhatt, L. K., Gasdermins: pore forming proteins as a potential therapeutic
target. Current Protein and Peptide Science 2022, 23, (3), 133-151.

[176]. Liang, F.; Qin, W.; Zeng, Y.; Wang, D., Modulation of autoimmune and autoinflammatory
diseases by gasdermins. Frontiers in Immunology 2022, 13, 841729.

[177]. Liu, Z.; Busscher, B. M.; Storl-Desmond, M.; Xiao, T. S., Mechanisms of gasdermin recognition
by proteases. Journal of Molecular Biology 2022, 434, (4), 167274.

[178]. Ryder, C. B.; Kondolf, H. C.; O'Keefe, M. E.; Zhou, B.; Abbott, D. W., Chemical modulation of
gasdermin-mediated pyroptosis and therapeutic potential. Journal of Molecular Biology 2022, 434,
(4),167183.

[179]. You, R.; He, X,; Zeng, Z.; Zhan, Y.; Xiao, Y.; Xiao, R., Pyroptosis and its role in autoimmune
disease: a potential therapeutic target. Frontiers in Immunology 2022, 13, 841732.

[180]. Aglietti, R. A.; Estevez, A.; Gupta, A.,; Ramirez, M. G.; Liu, P. S.; Kayagaki, N.; Ciferri, C.; Dixit, V.
M.; Dueber, E. C., GsdmD p30 elicited by caspase-11 during pyroptosis forms pores in membranes.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 2016, 113,
7858e63.

90



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[181]. de Vasconcelos, N. M.; van Opdenbosch, N.; van Gorp, H.; Parthoens, E.; Lamkanfi, M., Single-
cell analysis of pyroptosis dynamics reveals conserved GSDMD-mediated subcellular events that
precede plasma membrane rupture. Cell Death and Differentiation 2019, 26, 146e61.

[182]. Wu, C; Lu, W,; Zhang, Y.; Zhang, G.; Shi, X.; Hisada, Y.; Grover, S. P.; Zhang, X,; Li, L.; Xiang, B.;
Shi, J.; Li, X. A,; Daugherty, A.; Smyth, S. S.; Kirchhofer, D.; Shiroishi, T.; Shao, F.; Mackman, N.; Weij, Y.;
Li, Z, Inflammasome activation triggers blood clotting and host death through pyroptosis.
Immunity 2019, 50, 1401e11.

[183]. Evavold, C. L,; Ruan, J.; Tan, Y., Xia, S; Wu, H,; Kagan, J. C, The poreforming protein
gasdermin D regulates interleukin-1 secretion from living macrophages. Immunity 2018, 48,
35e44.

[184]. Heilig, R.; Dick, M. S,; Sborgi, L.; Meunier, E.; Hiller, S.; Broz, P., The gasdermin-D pore acts as
a conduit for IL-1f secretion in mice. European Journal of Immunology 2018, 48, 584-592.

[185]. Liu, J; Fan, G.; Tao, N.; Sun, T., Role of pyroptosis in respiratory diseases and its therapeutic
potential. Journal of Inflammation Research 2022, 15, 2033-2050.

[186]. Xiao,].; Wang, C,; Yao, ]. C; Alippe, Y.; Xu, C.; Kress, D.; Civitelli, R.; Abu-Amer, Y.; Kanneganti,
T. D.; Link, D. C; Mbalaviele, G, Gasdermin D mediates the pathogenesis of neonatal-onset
multisystem inflammatory disease in mice. PLOS Biology 2018, 16, e3000047.

[187]. Weir, A,; Vince, ]. E.,, No longer married to inflammasome signaling: the diverse interacting
pathways leading to pyroptotic cell death. Biochemical Journal 2022, 479, (10), 1083-1102.

[188]. Abu Khweek, A.; Amer, A. 0., Pyroptotic and non-pyroptotic effector functions of caspase-11.
Immunological Reviews 2020, 297, (1), 39-52.

[189]. Bezbradica, J. S.; Coll, R. C.; Boucher, D., Activation of the non-canonical inflammasome in
mouse and human cells. Methods in Molecular Biology 2022, 2459, 51-63.

[190]. Lacey, C. A.; Miao, E. A., Programmed cell death in the evolutionary race against bacterial
virulence factors. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology 2020, 12, (2), a036459.

[191]. Rathkey, J. K;; Zhao, J.; Liu, Z.; Chen, Y.; Yang, ].; Kondolf, H. C.; Benson, B. L.; Chirieleison, S.
M.; Huang, A. Y.; Dubyak, G. R,; Xiao, T. S.; Li, X.; Abbott, D. W.,, Chemical disruption of the pyroptotic
pore-forming protein gasdermin D inhibits inflammatory cell death and sepsis. Science Immunology
2018, 3, (26), eaat2738.

[192]. Shi, ]; Zhao, Y.; Wang, K,; Shi, X;; Wang, Y.; Huang, H.; Zhuang, Y.; Cai, T.; Wang, F.; Shao, F,,
Cleavage of GSDMD by inflammatory caspases determines pyroptotic cell death. Nature 2015, 526,
(7575), 660-665.

91



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[193]. Wright, S. S.; Vasudevan, S. O. Rathinam, V. A, Mechanisms and consequences of
noncanonical inflammasome-mediated pyroptosis. Journal of Molecular Biology 2022, 434, (4),
167245.

[194]. Wu, ]; Sun, J.; Meng, X., Pyroptosis by caspase-11 inflammasome-gasdermin D pathway in
autoimmune diseases. Pharmacological Research 2021, 165, 105408.

[195]. Ross, C.; Chan, A. H.; Von Pein, ].; Boucher, D.; Schroder, K., Dimerization and auto-
processing induce caspase-11 protease activation within the non-canonical inflammasome. Life
Science Alliance 2018, 1, e201800237.

[196]. Deng, M.; Tang, Y.; Li, W.; Wang, X,; Zhang, R.; Zhang, X.; Zhao, X,; Liu, ]J.; Tang C., Liu Z,;
Huang, Y.; Peng, H.; Xiao, L.; Tang, D.; Scott, M. ].; Wang, Q.; Liu, ].; Xiao, X,; Watkins, S.; Li, ].; Yang, H.;
Wang, H.; Chen, F.; Tracey, K. J.; Billiar, T. R.; Lu, B., The endotoxin delivery protein HMGB1 mediates
caspase-11-dependent lethality in sepsis. Immunity 2018, 49, 740-753.e7.

[197]. Chen, R; Zeng, L.; Zhu, S.; Liy, ].; Zeh, H. ].; Kroemer, G.; Wang, H.; Billiar, T. R,; Jiang, ].; Tang,
D.; Kang, R, cAMP metabolism controls caspase-11 inflammasome activation and pyroptosis in
sepsis. Science Advances 2019, 5, eaav5562.

[198]. Chu, L. H.; Indramohan, M.; Ratsimandresy, R. A., Gangopadhyay, A.; Morris, E. P.; Monack, D.
M.; Dorfleutner, A,; Stehlik, C., The oxidized phospholipid 0xPAPC protects from septic shock by
targeting the non-canonical inflammasome in macrophages. Nature Communications 2018, 9, 996.
[199]. Li, W, Zhang, W.; Deng, M.; Loughran, P.; Tang, Y.; Liao, H.; Zhang, X,; Liu, J.; Billiar, T. R,; Lu,
B., Stearoyl lysophosphatidylcholine inhibits endotoxin-induced caspase-11 activation. Shock 2018,
50, 339-345.

[200]. Zanoni, I; Tan, Y,; Di Gioia, M.; Broggi, A.; Ruan, J.; Shi, J.; Donado, C. A.; Shao, F.; Wu, H,;
Springstead, ]. R,; Kagan, ]J. C., An endogenous caspase-11 ligand elicits interleukin-1 release from
living dendritic cells. Science 2016, 352, 1232-1236.

[201]. Rihl, S.; Broz, P., Regulation of lytic and non-lytic functions of gasdermin pores. Journal of
Molecular Biology 2022, 434, (4), 167246.

[202]. Al Mamun, A.; Wy, Y.; Monalisa, I; Jia, C.; Zhou, K.; Munir, F.; Xiao, ]., Role of pyroptosis in
spinal cord injury and its therapeutic implications. Journal of Advanced Research 2021, 28, 97-109.
[203]. Cheng, K. T.; Xiong, S.; Ye, Z.; Hong, Z.; Di, A.; Tsang, K. M,; Gao, X.; An, S.; Mittal, M.; Vogel, S.
M.; Miao, E. A,; Rehman, ].; Malik, A. B., Caspase-11-mediated endothelial pyroptosis underlies
endotoxemia-induced lung injury. Journal of Clinical Investigation 2017, 127, (11), 4124-4135.

92



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[204]. Wu, Y,; Pan, B;; Zhang, Z.; Li, X;; Leng, Y.; Ji, Y,; Sun, K,; Chen, A. F., Caspase-4/11-mediated
pulmonary artery endothelial cell pyroptosis contributes to pulmonary arterial hypertension.
Hypertension 2022, 79, (3), 536-548.

[205]. Zeng, C.; Wang, R.; Tan, H., Role of pyroptosis in cardiovascular diseases and its therapeutic
implications. International Journal of Biological Sciences 2019, 15, (7), 1345-1357.

[206]. Fard, D.; Tamagnone, L., Semaphorins in health and disease. Cytokine and Growth Factor
Reviews 2020, 57, 55-63.

[207]. Goodman, C.; Kolodkin, A.; Luo, Y., Piischel, A.; Raper, ]., Unified nomenclature for the
semaphorins/collapsins. Cell 1999, 97, 551-552.

[208]. Kolodkin, A. L.; Matthes, D. J.; Goodman, C. S., The semaphorin genes encode a family of
transmembrane and secreted growth cone guidance molecules. Cell 1993, 75, 1389-1399.

[209]. Nishide, M., Kumanogoh, A., The role of semaphorins in immune responses and
autoimmune rheumatic diseases. Nature Reviews Rheumatology 2017, 14, 19-31.

[210]. Lotfi, R,; Nasiri Kalmarzi, R.; Rajabinejad, M.; Hasani, S.; Zamani, F., The role of immune
semaphorins in the pathogenesis of multiple sclerosis: potential therapeutic targets. International
Immunopharmacology 2021, 95, 107556.

[211]. Lotfi, R,; Zamanimehr, N., Semaphorin-3A: a promising therapeutic tool in allergic rhinitis.
Immunological Research 2022, 70, (2), 135-142.

[212]. Eixarch, H.; Guti’errez-Franco, A.; Montalban, X;; Espejo, C., Semaphorins 3A and 7A:
potential immune and neuroregenerative targets in multiple sclerosis. Trends in Molecular
Medicine 2013, 19, 157-164.

[213]. Piaton, G.; Aigrot, M. S.; Williams, A.; Moyon, S.; Tepavcevic, V.; Moutkine, I.; Gras, ].; Matho,
K.S.; Schmitt, A.; Soellner, H.; Huber, A. B.; Ravassard, P.; Lubetzki, C., Class 3 semaphorins influence
oligodendrocyte precursor recruitment and remyelination in adult central nervous system. Brain
2011, 134,1156-1167.

[214]. Syed, Y. A,; Hand, E.; Mobius, W.; Zhao, C.; Hofer, M.; Nave, K. A.; Kotter, M. R,, Inhibition of
CNS remyelination by the presence of semaphorin 3A. Journal of Neuroscience 2011, 31, 3719-
3728.

[215]. Yamamoto, M.; Suzuki, K.; Okuno, T.; Ogata, T.; Takegahara, N.; Takamatsu, H.; Mizui, M.;
Taniguchi, M.; Ch’edotal, A.; Suto, F., Plexin-A4 negatively regulates T lymphocyte responses.
International Immunology 2008, 20, 413-420.

[216]. Okuno, T.; Nakatsuji, Y., Kumanogoh, A. The role of immune semaphorins in multiple

sclerosis. FEBS Letters 2011, 585, (23), 3829-3835.

93



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[217]. Williams, A.; Piaton, G.; Aigrot, M. S.; Belhadi, A.; Th'eaudin, M.; Petermann, F.; Thomas, J. L;
Zalc, B.; Lubetzki, C., Semaphorin 3A and 3F: key players in myelin repair in multiple sclerosis?
Brain 2007, 130, 2554-2565.

[218]. Gutierrez-Franco, A.; Costa, C.; Eixarch, H.; Castillo, M.; Medina-Rodriguez, E. M.; Bribian, A.;
de Castro, F.; Montalban, X.; Espejo, C., Differential expression of sema3A and sema7A in a murine
model of multiple sclerosis: implications for a therapeutic design. Clinical Immunology 2016, 163,
22-33.

[219]. Mecollari, V.; Nieuwenhuis, B.; Verhaagen, ], A perspective on the role of class III
semaphorin signaling in central nervous system trauma. Frontiers in Cellular Neuroscience 2014, 8,
328.

[220]. Adi, S. D.; Eiza, N.; Bejar, J.; Shefer, H.; Toledano, S.; Kessler, O.; Neufeld, G.; Toubi, E.; Vadasz,
Z., Semaphorin 3A is effective in reducing both inflammation and angiogenesis in a mouse model of
bronchial asthma. Frontiers in Immunology 2019, 10, 550.

[221]. Ji, J. D,; Park-Min, K. H.; Ivashkiv, L. B,, Expression and function of semaphorin 3A and its
receptors in human monocyte-derived macrophages. Human Immunology 2009, 70, 211-217.
[222]. Liu, L. N,; Li, X. M,; Ye, D. Q.; Pan, H. F,, Emerging role of semaphorin-3A in autoimmune
diseases. Inflammopharmacology 2018, 26, 655-665.

[223]. Nasiri Kalmarzi, R.; Rajabinejad, M.; Lotfi, R, Immune semaphorins: crucial regulatory
signals and novel therapeutic targets in asthma and allergic diseases. European Journal of
Pharmacology 2020, 881, 1732009.

[224]. Carulli, D.; de Winter, F.; Verhaagen, ]., Semaphorins in adult nervous system plasticity and
disease. Frontiers in Synaptic Neuroscience 2021, 13, 672891.

[225]. Zheng, Y.; Jiang, F.; Wang, C.; Dong, M.; Wang, C.; Yan, E.; Wang, Y.; Zhu, Z.; Xiong, X.; Ding, X.;
Ye, J.; He, Y.; Zhang, H.; Zhou, ].; Zhang, W.; Wu, Y,; Song, X., Regulation of semaphorin3A in the
process of cutaneous wound healing. Cell Death and Differentiation 2022, 29, (10), 1941-1954.
[226]. Min, Y.; Kristiansen, K.; Boggs, ]. M.; Husted, C.; Zasadzinski, . A.; Israelachvili, ]., Interaction
forces and adhesion of supported myelin lipid bilayers modulated by myelin basic protein.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 2009, 106, (9),
3154-3159.

[227]. Mattei, M. G.; Alliel, P. M.; Dautigny, A. E. P.; Pham-Dinh, D.; Mattei, ]. F.; Jolles, P., The gene
encoding for the major brain proteolipid (PLP) maps on the g-22 band of the human X
chromosome. Human Genetics 1986, 72, 352-353.

94



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[228]. Willard, H. F.; Riordan, J. R., Assignment of the gene for myelin proteolipid protein to the X
chromosome: implications for X-linked myelin disorders. Science 1985, 230, 940-942.

[229]. Nave, K. A,; Lai, C,; Bloom, F. E.; Milner, R. ]., Splice site selection in the proteolipid protein
(PLP) gene transcript and primary structure of the DM-20 protein of central nervous system
myelin. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 1987, 84,
5665-5669.

[230]. Jacobs, E. C.; Bongarzone, E. R.; Campagnoni, C. W.; Kampf, K,; Campagnoni, A. T., Soma-
restricted products of the myelin proteolipid gene are expressed primarily in neurons in the
developing mouse nervous system. Developmental Neuroscience 2003, 25, (2-4), 96-104.

[231]. Folch, ]J.; Lees M. Proteolipids, a new type of tissue lipoproteins; their isolation from brain.
Journal of Biological Chemistry 1951, 191, 807-817.

[232]. Pham-Dinh, D.; Birling, M. C.; Roussel, G.; Dautigny, A., Nussbaum, ]. L., Proteolipid DM-20
predominates over PLP in peripheral nervous system. Neuroreport 1991, 2, 89-92.

[233]. Kambholz, ].; Sessa, M.; Scherer, S.; Vogelbacker, H.; Mokuno, K.; Baron P., Wrabetz, L.; Shy, M.;
Pleasure, D., Structure and expression of proteolipid protein in the peripheral nervous system.
Journal of Neuroscience Research 1992, 31, 231-244.

[234]. Griffiths, I. R;; Dickinson, P.; Montague, P., Expression of the proteolipid protein gene in glial
cells of the postnatal peripheral nervous system of rodents. Neuropathology and Applied
Neurobiology 1995, 21, 97-110.

[235]. Griffiths, 1. R,; Mitchell, L. S.; McPhilemy, K.; Morrison, S.; Kyriakides, E.; Barrie, ]. A,
Expression of myelin protein genes in Schwann cells. Journal of Neurocytology 1989, 18, 345-352.
[236]. Puckett, C.; Hudson, L.; Ono, K.; Friedrich, V.; Benecke, J.; Dubois-Dalcq, M.; Lazzarini, R. A.,
Myelin-specific proteolipid protein is expressed in myelinating Schwann cells but is not
incorporated into myelin sheaths. Journal of Neuroscience Research 1987, 18, 511-518.

[237]. Bongarzone, E. R.; Campagnoni, C. W.; Kampf, K.; Jacobs, E. C.; Handley, V. W.; Schonmann, V.
Campagnoni, A. T, Identification of a new exon in the myelin proteolipid protein gene encoding
novel protein isoforms that are restricted to the somata of oligodendrocytes and neurons. Journal of
Neuroscience 1999, 19, 8349-8357.

[238]. Miller, M. ].; Haxhiu, M. A.; Georgiadis, P.; Gudz, T. I.; Kangas, C. D.; Macklin, W. B., Proteolipid
protein gene mutation induces altered ventilatory response to hypoxia in the myelin-deficient rat.

Journal of Neuroscience 2003, 23, 2265-2273.

95



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[239]. Pribyl, T. M.; Campagnoni, C. W.; Kampf, K,; Kashima, T.; Handley, V. W.; McMahon, ];
Campagnoni, A. T., Expression of the myelin proteolipid protein gene in the human fetal thymus.
Journal of Neuroimmunology 1996, 67, 125-130.

[240]. Pribyl, T. M.; Campagnoni, C.; Kampf, K,; Handley, V. W.; Campagnoni, A. T., The major
myelin protein genes are expressed in the human thymus. Journal of Neuroscience Research 1996,
45,812-819.

[241]. Dickinson, P. ].; Griffiths, I. R,; Barrie, J. M.; Kyriakides, E.; Pollock, G. F.; Barnett, S. C,,
Expression of the dm-20 isoform of the plp gene in olfactory nerve ensheathing cells: evidence from
developmental studies. Journal of Neurocytology 1997, 26, 181-189.

[242]. Campagnoni, C. W.; Garbay, B. Micevych, P.; Pribyl, T, Kampf, K; Handley, V. W,
Campagnoni, A. T., DM-20 mRNA splice product of the myelin proteolipid protein gene is expressed
in the murine heart. Journal of Neuroscience Research 1992, 33, 148-155.

[243]. Ishii, T.; Ohsugi, K.; Nakamura, S.; Sato, K.; Hashimoto, M.; Mikoshiba, K.; Sakuragawa, N.,
Gene expression of oligodendrocyte markers in human amniotic epithelial cells using neural cell-
type-specific expression system. Neuroscience Letters 1999, 268, 131-134.

[244]. Li, S.; Moore, C. L.; Dobretsova, A.; Wight, P. A,, Myelin proteolipid protein (Plp) intron 1
DNA is required to temporally regulate Plp gene expression in the brain. Journal of Neurochemistry
2002, 83,193-201.

[245]. Bogazzi, F.; Hudson, L. D.; Nikodem, V. M., A novel heterodimerization partner for thyroid
hormone receptor. Journal of Biological Chemistry 1994, 269, 11683-11686.

[246]. Lee, ].; Wu, Y.; Qi, Y.; Xue, H.; Liu, Y.; Scheel, D.; German, M.; Qiu, M.; Guillemot, F.; Rao, M,;
Gradwohl, G., Neurogenin3 participates in gliogenesis in the developing vertebrate spinal cord.
Developmental Biology 2003, 253, 84-98.

[247]. Qi, Y, Caij, ].; Wu, Y.; Wu, R;; Lee, ], Fu, H.; Rao, M.; Sussel, L.; Rubenstein, J.; Qiu, M., Control
of oligodendrocyte differentiation by the Nkx2.2 homeodomain transcription factor. Development
2001, 128,2723-2733.

[248]. Greer, ]. M.; Pender, M. P., Myelin proteolipid protein: an effective autoantigen and target of
autoimmunity in multiple sclerosis. Journal of Autoimmunity 2008, 31, (3), 281-287.

[249]. Koukoulitsa, C.; Chontzopoulou, E.; Kiriakidi, S.; Tzakos, A. G.; Mavromoustakos, T. A
journey to the conformational analysis of T-cell epitope peptides involved in multiple sclerosis.
Brain Sciences 2020, 10, (6), 356.

[250]. Singh, R,; Samanta, D., Pelizaeus-Merzbacher disease. 2022, Feb 4. In: StatPearls [Internet].
Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2022 Jan-.

96



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

[251]. Wight, P. A,; Dobretsova, A., Where, when and how much: regulation of myelin proteolipid
protein gene expression. Cellular and Molecular Life Sciences 2004, 61, (7-8), 810-821.

[252]. Barrot, M., Tests and models of nociception and pain in rodents. Neuroscience 2012, 211,
39-50.

[253]. Gregory, N. S.; Harris, A. L.; Robinson, C. R;; Dougherty, P. M.; Fuchs, P. N,; Sluka, K. A,, An
overview of animal models of pain: disease models and outcome measures. Journal of Pain 2013,
14, (11), 1255-1269.

[254]. Turner, R. A, Analgesics. Screening Methods in Pharmacology. Academic Press: New York,
1965.

[255]. Tunctan, B.; Korkmaz, B.; Yildirim, H.; Tamer, L.; Atik, U.; Buharalioglu, C.K. Increased
production of nitric oxide contributes to renal oxidative stress in endotoxemic rat. American
Journal of Infectious Diseases 2005, 1, (2), 111-115.

[256]. Bradford, M. M., A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry 1976, 72, 248-254.
[257]. Horat, M. F. 2022. "Farelerde olusturulan kronik deneysel otoimmiin ensefalomiyelit
modelinde ¢o6zilinebilir epoksit hidrolaz inhibisyonunun GPR75/FLC/PI3K/Aktl'e bagimh
antiapopitotik sinyal ileti yolu tizerindeki etkisinin arastirilmasi”, Mersin Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Ana Bilim Dali, Mersin.

[258]. Wilson, C. M,, Staining of proteins on gels: comparison of dyes and procedures. Methods in
Enzymology 1983, 91, 236-247.

[259]. Salinovich, O.; Montelano, R. C., Reversible staining and peptide mapping of proteins
transferred to nitrocellulose after separation by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis. Analytical Biochemistry 1986, 156, (2), 341-347.

[260]. Thadathil, N.; Nicklas, E. H; Mohammed, S.; Lewis, T. L.; Richardson, A,; Deepa, S. S,
Necroptosis increases with age in the brain and contributes to age-related neuroinflammation.
Geroscience 2021, 43, (5), 2345-2361.

[261]. Tanaka, ].; Seki, Y. Ishikura, H.; Tsubota, M.; Sekiguchi, F.; Yamaguchi, K.; Murai, A,
Umemura, T.; Kawabata, A.,, Recombinant human soluble thrombomodulin prevents peripheral
HMGB1-dependent hyperalgesia in rats. British Journal of Pharmacology 2013, 170, (6), 1233-
1241.

97



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

EKLER
Etik Kurul Onay Belgesi
i LT
3 ) T.C. o
s MERSIN UNIVERSITESI REKTORLUGU g
> M Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu <

Say1  : 52602694-050.01.04— b _ (o Tol 2o 20/06/2021
Konu :  Etik Kurul Karari

Saym Prof, Dr. Bahar TUNCTAN
Mersin Universitesi Eczacihk Fakiiltesi

Farmakoloji Anabilim Dah Ofretim Uyesi

Sonumlulugunueds  yapilmas)  serlanan “Lipopolisakkarit  ile  farelerde  olusturulan
enflamatuvar hiperaljezive RIPKI/RIPK3/MLKL nekrozomunun katkisimin  arastinlmasi”  adl
aragtrrmaya iliskin 28/06/2021 tarihli ve 202130 sayih Kurul Karan ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

EK- Kurulun 28/06/2021 tarihli ve 202 1/30 sayih karan (1 sayvfa)

“Adres - MED Ciflikkoy Kampisil 33110 Yenisehir / MERSIN Ayrintili bilgi igin irtibat: Ayla
DUIRDL

Tel: 0324 361 00 01/14417 Fax :
e-posta ; hadycki@mersinedutr Elektronik A% : www.mersin.edu.tr
MELLID.FR-001/04 Sayfa 1/1 Yayin Tarihi: 12/ 11/ 2015

98



Seda KURT, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIiK KURULU (HADYEK)

Karar Tarihi Toplanti Sayisi Karar Sayisi
28/06/2021 10 30
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