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OZET
POLARIZE EDILMiS MAKROFAJ HUCRELERI UZERINE HISTON DEASETILAZ
INHIBITORU VORINOSTAT’IN MOLEKULER ETKi MEKANIZMALARININ
ARASTIRILMASI

Prof. Dr. Giilseren BAGCI
Haziran 2018, 129 Sayfa

Fagositik hlcrelerin heterojen bir ailesi olan makrofajlar, ¢cevresel ortamlarinda bulunan
sitokinlere bagh olarak degisik fenotip ve fizyolojilere sahip alt tiplere polarize
olabilmektedirler. Bu degisim hiicre populasyonlarinin pro-enflamatuvar veya anti-
enflamatuvar sitokin Gretmeleri ile karakterize fenotiplerin olusmasini saglamaktadir. Ancak
makrofaj polarizasyonunun nasil dlzenlendigi henlz tam olarak aydinlatilamamistir.
Makrofaj polarizasyonunda epigenetik mekanizmalarin énemli gdrevlerinin  oldugunun
bulunmasi histon deasetilaz inhibitorlerini de iceren epigenetik mekanizmalara etkisi bulunan

ilaclarin makrofaj polarizasyonunun kontroliinde kullanilabilecegi distnulmektedir.

Polarize edilmis makrofaj hicreleri Gzerine Vorinostat'in molekuler etki mekanizmalarinin
arastinimasi amaciyla RAW264.7 fare makrofaj hicre hatti kullanarak yaptigimiz galismada
farkli fenotiplere polarize edilmis makrofajlarda bir histon deasetilaz inhibitéri olan
Vorinostatin, IL-10, IL-12, IL-1B, TNF-a ve IL-6 sitokin salinimlarina farkli etkiler gosterdigi
bulunmustur. TNF-a, CXCL9, COX2, NOS2 ve Argl gen ekspresyonlarindaki degisimler
incelendiginde Vorinostat’in sitokin salinimina benzer sekilde farkli fenotipteki hicrelerde
farkli etkiler gosterdigi gortimustir. Hucre ylzey belirteglerine olan etkileri incelendiginde
CD86 ifadesini tim hucrelerde arttirdiyi veya yiksek CD86 ifadesine sahip hlicrelerde
degistirmedigi M2 hicrelerinde ise CD206 ifadesini 6nemli &lgide dustrdagu
gOzlemlenmistir. Vorinostat'in polarize makrofaj huacrelerinde miRNA array yontemi ile
miRNA ekspresyonlarina olan etkileri incelenmis ve tim hicre gruplarinda miRNA
ekspresyonlarini  6nemli o6lcide dedistirdigi saptanmis olup, degisen bu miRNA
ekspresyonlarinin (up/down regule) endositoz, MAPK, PI3K- AKT gibi makrofaj aktivasyonu

icin dnemli hicresel yolaklarda gérev aldigi bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: Vorinostat, Makrofaj, Polarizasyon, miRNA, HDACi
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF MOLECULAR MECHANISMS OF HISTONE DEACETYLASE

INHIBITOR VORINOSTAT ON POLARIZED MACROPHAGE CELLS
Prof. Dr. Giilseren BAGCI
June 2018, 129 Pages

Macrophages, which are a heterogeneous family of phagocytic cells, are polarized to
subtypes with different phenotypes and physiology depending on the cytokines in their
environment. As a result of this alteration, cell populations produce pro-inflammatory or anti-
inflammatory cytokines and characterization of the phenotype is formed. However, the
regulation of macrophage polarization has not yet been fully elucidated. The finding that the
important role of epigenetic mechanisms in macrophage polarization is mediated by
epigenetic mechanisms, including histone deacetylase inhibitors, may be used to control
macrophage polarization.

In our study, by the aim of elucidating the molecular effect mechanisms of Vorinostat on
polarized macrophage cells, RAW264.7 mouse macrophage cell line was used and it was
found that Vorinostat, a histone deacetylase inhibitor in different phenotypically polarized
macrophages, showed different effects on IL-10, IL-12, IL-1B8, TNF-a and IL-6 cytokine
secretion. When the changes in TNF-a, CXCL9, COX2, NOS2 and Argl gene expressions
are examined, it has been shown that Vorinostat has different effects on cells in different
phenotypes similar to cytokine release. When the effects on cell surface markers were
examined, it was observed that CD86 expression was increased in all cells but there was a
significant decreased in CD206 expression especially in M2 cells. The effects of Vorinostat
on miRNA expressions were also examined in polarized macrophage cells by microarray and
observed that it caused significant changes on miRNA expressions that are found to have
functional roles in important yolaks for macrophage activation including endocytosis, MAPK,
PI3K-AKT in all cell populations. These findings were the source for further studies to

understand the epigenetic regulation of macrophage polarization.
Keywords. Vorinostat, Macrophage, Polarization, miRNA, HDACi
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1. GIRIS

Monosit ve makrofajlar dogal bagisiklik sisteminin temel bilesenlerini olusturan,
patojenler ve 6lU hiicreleri tanima ve temizlemeden sorumlu profesyonel fagositik hicrelerin
heterojen bir ailesi olarak kabul gérmektedir. Makrofajlar cevresel ortamlarinda bulunan
sitokinlere bagh olarak degisik fenotip ve fizyolojilere sahip alt tiplere polarize
olabilmektedirler. Bu degisim hlicre populasyonlarinin pro-enflamatuvar veya anti-
enflamatuvar sitokin Uretmeleri ile karakterize fenotiplerin olusmasini saglamaktadir. Klasik
olarak aktive olan makrofajlar (M1 makrofaj olarak isimlendirilir) IL-10 dusik, IL-12 yiksek
fenotipe sahiptir. Alternatif olarak aktive olan makrofajlar (M2 makrofajlar olarak isimlendirilir)
IL-10 yuksek ve IL-12 dislk sitokin fenotipine sahiptir. Vorinostat gibi histon deasetilaz
inhibitérleri  histon deasetilaz enzimlerinin aktivitesini engelleyerek gen ekspresyon
durumlarini degistirmektedir. Vorinostat ve bilinen diger histon deasetilaz inhibitorleri genlerin
%1-2 ‘lik kisminin ekspresyonunda degisiklk meydana getirmektedir. inflamasyon malin
mikrogevrenin kritik bir bilesenidir ve timorle iligkili makrofajlar kronik enflamasyon sirasinda

bu bdlgelere infiltre olmaktadirlar.

Histon deasetilaz inhibitorlerinin anti kanser 6zelliklerinin yaninda son vyillarda yapilan
¢alismalar ayni zamanda anti enflamatuvar 6zelliklerinin de oldugu ¢esitli hayvan modelleri
Uzerine yapilan deneylerde goésterilmistir. Romatoid artrit, enflamatuvar bagirsak hastaligi ve
fibrozis gibi kronik enflamatuvar hastalik modellerinde histon deasetilazlarin imman hicreler
Uzerine anti enflamatuvar etki gdsterdikleri bulunmustur. Enflamatuvar hicreler Gzerine
apoptozu indikleyerek anti eflamatuvar etkilerini gosterebildikleri gibi, 2011 yilinda Roger ve
arkadaslari tarafindan insan ve fare makrofajlari Gzerine bir histon deasetilaz inhibitéri olan
TSA'’nin etkileri incelendiginde bu etkinin sadece enflamatuvar hicrelerin apoptozu ile
olmadigi doza bagimli olarak makrofaj hicrelerinin pro-enflamatuvar sitokin salinimlarinin
distigd  bunun vyaninda anti-enflamatuvar sitokin  salinimlarinda artis  oldugu
gorulmustur(Roger, 2011). Ancak histon deasetilaz inhibitérlerinin enflamatuvar hucreler
uzerine etkileri henliz tam olarak aydinlatilamamistir. Son yillarda yapilan g¢aligmalar anti
kanser tedavisinde umut vaat eden Histon Deasetilaz inhibitorlerinin anti-enflamatuvar
Ozelliklerinin de oldugunu ve kronik veya akut enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde de

kullanim agisindan potansiyel tagidiklarini gostermektedir.

Bu calismada M1 ve M2 fenotipine polarize edilmis makrofaj hlcrelerinde Vorinostat’in
sitokin salinimlarina, hucre yuzey belirteclerine, mMRNA ekspresyonlarina ve miRNA

ekspresyonlarina olan etkileri incelenerek makrofaj polarizasyonuna etkileri arastirilmistir.



1.1. Amag
Bu calismadaki amacimiz bir histon deasetilaz inhibitéri olan Vorinostat'in polarize

edilmis fare makrofaj hucreleri Uzerine yapabilecegi fenotipik etkileri incelemek, ayrica
MiRNA ekspresyonlarina olan etkilerini de inceleyerek makrofaj hiicrelerinde olusturdugu
fenotipik degisiklikleri miRNA ekspresyon farklliklari olusturarak yapip yapmayacagini

arastirmaktir.

2. KURAMSAL BILGILER LITERATUR TARAMASI

2.1. immiin Sistem

immiin sistem yabanci ve zararli olan her tiirli maddeye(mikroorganizma, protein
veya polisakkarit) karsi organizmanin verdigi tepki olarak tanimlanmaktadir (Dlzgin, 2014).
Yabanci maddelerin vicuda girmesinde bir bariyer olarak goérev yapan epitelyum
tabakasindan ozellesmis hucrelere kadar cesitli bilesenler immun sistem iginde yer alir ve
organizmay! korumayi hedefler. immiin sistemi olusturan birgok farkli &zeliklere sahip
bilesenlerden olugsa da dogal ve edinsel immin sistem olarak baglica iki blylUk gruba
ayrilabilir (Hoebe, 2004).

Bu iki buyuk gruptan dogal immiin sistem vicudun enfeksiyonlara karsi ilk koruyucu
engelini olugsturmaktadir. Edinsel immun sistem ise daha sonra ve yavas olarak devreye

giren ancak vicudun savunmasinda daha etkin bir gérev alan immun sistemdir(Abbas, 2007)

Her ne kadar farkli iki sistem gibi gériinse de iki sistemde surekli iletisim halindedir ve

patojenlere kargi savunmada birlikte caligirlar.

2.1.1 Dogal bagisikhk

Dogal immun sistem, mikroplarin vicuda girmesini engelleyen epitelyum tabakasi,
mikroplarin dokulara veya dolagima girmeleri halinde ise onlarn taniyip yok etmeyi
hedefleyen fagositler ve dogal oldurici hacreler (natural killer-NK) denilen 6zellesmis
hicrelerden olusmaktadir. Dogal bagisiklik hicreleri birgok patojende ortak olarak bulunan
Patojen iligkili Molekller Patern (PAMPs) adi verilen korunmus tekrar motiflerini taniyan
Patern Tanima Reseptorleri (PRRs) eksprese etmektedirler. PRRs aktivasyonu pro-
enflamatuvar sitokinlerin salinimini, ligantlarin fagosite edilmelerini veya sitotoksik ajanlarin
salinmasiyla patojenlerin yok edilmelerini saglamaktadir (Akira, 2006). Bu yapilara 6rnek
olarak bakterilerin yapilarinda bulunan lipopolisakkarit (LPS) verilebilir, fagositik hucreler
membranlarinda bulunan reseptérler ile LPS’yi tanimakta ve aktive olarak mikro organizmayi

yok etmeye calismaktadirlar (Abbas, 2007).



Dogal bagisiklik sistemi, mononukleer fagositik sistem olan, monositler, makrofajlar
ve dendritik hlcreler olmak Uzere U¢ major hicre tipinden olusmaktadir. Monositler ve
makrofajlar patojenlere karsi dogal immun sistemde; fagositoz, reaktif oksijen radikallerinin
salinimi, enflamatuvar sitokin ve kemokinlerin Uretimini de saglayarak immun sistem iginde
o6nemli rol oynamaktadirlar. Ayni zamanda bu hicreler enflamasyonun durdurulmasi ve

hasarli dokularin iyilegtiriimesinde de kritik rol oynarlar (Gordon, 2004).
Dogal immun sistem hcrelerinin dnemli bir grubunu monositler olusturmaktadir.

2.1.2. Monositler

Dogal immin sistem hicrelerinden olan monositler dolasimda bulunan fagositik
hicrelerdir ve vicutta olusan enfeksiyon bélgesine giderek orada mikroorganizmalari tanirlar
ve iclerine alarak hicre ici yikim isini gerceklestirirler. Monositler kemik iligi kdkenli miyeloid
hucrelerden farkhlagmaktadirlar ve periferik kandaki beyaz kan hucrelerinin yaklagik %10 luk
kismini olustururlar. Periferik kanda bulunan monositler dolasimdaki ve dokulardaki mikro
organizmalara karsi etkilidirler ve damar disindaki dokularda uzun sure yasayabilirler
(Gordon, 2004).

Monositler endotel hicreleri tarafindan salinan adezyon molekiilleri gibi uyarilarla
dolasimdan enfeksiyon olan bdlgeye goé¢ etme yetenedine sahiptirler. Cevre dokulardan
salinan pro-enflamatuar veya metabolik uyarilarla dokulara giren monositler makrofaj
hicrelerine farklilagirlar. Monositler gevre dokulardan salinan Makrofaj Koloni Situmule Edici
Faktér (M-CSF) veya Granulosit Makrofaj Koloni Sitimule Edici Faktér (GM-CSF) gibi
blaylime faktdrleri ile doku makrofajlarina ya da dendritik hiicre veya osteklast gibi 6zellesmis

hucre tiplerine farkhlagabilmektedirler (Yona, 2013).

Monositlerden farklilasan makrofaj hicreleri pro-enflamatuvar, anti enflamatuvar,
doku tamiri, anti timér gibi birbirinden farli birgok goérevi yerine getirmektedir. Bu
fonksiyonlarin bozulmasi ise kanser progresyonunu da igeren gesitli streclerde farkhlasmaya
ve cesitli hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir. Makrofaj hicreleri farkh fenotiplerde
farkli gorevleri yerine getirmektedir ve bu fenotiplerin olusum mekanizmalarinin tamamen

aydinlatilabilmesi igin bilimsel ¢alismalar devam etmektedir.

2.1.3 Makrofaj hiicreleri

Makrofajlar dodal bagisiklik sistemde cevresel ve mikrobial ajanlara kargli immin
yanitin bagslatiimasini ve surdiriimesini ayrica hasarli dokularin tamirini diizenleyen dogal
bagdisiklik sisteminin heterojen hiicre populasyonudur. ilk defa biyolog Elie Metchnikoff

tarafindan 1884 vyilinda patojenleri fagosite ederek elimine eden hiicreler olarak



kesfedilmistir. Makrofaj ismi yunanca “makros” blylk ve “phagein” yeme kelimelerinin

birlesiminden meydana gelmektedir (Das, 2015).

1905 vyilinda Hirsch ve arkadaslari bu fagositik hicreleri belirli bakteriyel
enfeksiyonlara karsi direncin olusturulmasini sagladigini géstermiglerdir (Hirsch  1959).
immiin sistem (zerine yapilan ileri calismalar sonucunda makrofajlarin antibakteriyel
aktivitesinin - immidn sistemde hicresel immdinitenin temelini  olusturdugu goérusu

benimsenmigtir (David, 1972).

Vicutta bir enfeksiyon meydana geldiginde ilk tepkiyi veren hicreler olan dogal
oldurtcu hicrelerden (Natural Killer, NK) sonra ortamda en ¢ok bulunan hiicreler makrofaj
hicreleridir (Davies 2013). Makrofaj hicreleri reaktif oksijen radikalleri (ROS) ve pro-
enflamatuvar sitokinler salarak antimikrobiyal aktivite gdsterirler ve ortamda bulunan
patojenleri ve apoptotik hiicreleri fagosite ederek temizlerler. Onemli bir fonsiyon olarak
makrofaj hdcreleri sunduklari antijenler ve sitokinler sayesinde edinsel immuin sistemin
aktivasyonunu da saglamaktadirlar. Enflamasyonun ilerleyen streglerinde ise makrofajlar

hasarli dokularin onarilmasinda rol oynamaktadirlar (Martinez, 2009).

Makrofaj fenotipleri ve fonksiyonlari bulunduklari anatomik lokasyonlara gore farkhlik
go6stermektedir (Das 2015). Makrofajlar lenfoid veya karaciger (kupper hucreleri), akciger
(alveolar makrofajlar), sinir sistemi (microglia), Greme organlari veya bagirsaklar gibi lenfoid
olmayan organlarda da bulunubilmektedirler ve bulunduklari dokuya gore isimlendirilirler
(Taylor, 2005).

2.2. Makrofaj Polarizasyonu
Makrofaj hicrelerinin aldigi farkli uyarilara goére farkli gérevler Ustlenecek olan gesitli

hicre tiplerine déntismesine makrofaj polarizasyonu denmektedir.

2.2.1.Makrofaj polarizasyonu teriminin tarihgesi

1990 yilinda kesfedilen interlokin 4 (IL-4) sitokini makrofaj gen ekspresyonlari Gzerine
Lipopolisakkarit (LPS) ve interferon gamma (IFNy)’ dan farkli bir etki gésterdigi bulunmustur.
interferon gamma ile olusan klasik aktivasyonun aksine IL-4 ile olusan makrofaj aktivasyonu
alternatif aktivasyon olarak tanimlanmigtir (Stein, 1992). Yaklasik bes yil sonra Mills ve
arkadaslari makrofajlari M1 ve M2 olmak Uzere iki yeni grupta siniflandirmayi énermislerdir.
Bu terminololoji ¢esitli fare soylarinda T helper tip1 (Th1)(C57BL/6 fareleri) ve T helper tip 2
(Th2)(Balb/c fareleri) kokenleriyle makrofajlarin sahip olduklari farkli arjinaz metabolizmalari
g6zlemlenerek olusturulmustur. Th1 fareler T hucrelerinden c¢ogunlukla IFNy Urettikleri

gosterilen farelerde makrofajlarin  aktivasyonuyla arjininden nitrik oksit olusturuldugu



gOsterilmistir. Bunun aksine Th2 farelerinde ise T hicreleri tarafindan IL-4 ve TGF(1
uretilmektedir (Mills, 2000).

Bu bulgular, klasik aktive olan makrofajlarin (M1) enflamatuvar fonksiyon sergiledigi
bununla beraber alternatif aktive olan makrofajlarin (M2) anti-enflamatuvar fonksiyon
gosterdigi konusunda bilimsel olarak fikir birligi olusturmustur. 2004 yilinda Mantovani ve
arkadaglari M2 makofajlari uygulanan uyariciya ve indiklenen transkripsiyonel degisime
bagl olarak M2a, M2b, M2c ve M2d alt tiplerine ayirmiglardir (Mantovani, 2004).

2.2.2.Klasik makrofaj (M1) aktivasyonu

Makrofajlar IFN-y veya Lipopolisakkarit (LPS) gibi bir bakteri trGnudyle uyarildiginda
klasik aktive veya M1 makrofajlar olarak isimlendiriimektedir. Klasik veya M1
polarizasyonunu ilk olarak 1960’li yillarda Mackaness ve arkadaslarinin yapmis olduklari
mikobakteriumbovis basili, Calmette-Guerin (BCG) veya Listeria ile enfekte farelerdeki
makrofajlarin  anti microbial aktivitelerinin gdsteriimesi c¢alismalariyla anlasiimigtir
(Mackaness, 1964). Daha sonra T hacrelerinin bir sinifi olan T helper 1 (TH-1) hicreleri
tarafindan Uretilen IFN-y ve hiicresel aktivitesi kesfedilmis ve IFN-y etkisinin makrofajlarin

anti mikrobiyal, sitotoksik ve timorisidal aktiviteleri uyardigi géralmastur (Mosmann, 1986).

Knockout farelerde ve insanlarda yapilan calismalarda IFN-y defektinin M1
polarizasyonu ve mikrobiyal enfeksiyonlara karsi savunma igin kritik 6neme sahip oldugu
gOsterilmistir. Intrasellller patojenler, TNF-a, IFN-y ve TLR4 ligantlari ayrica GM-CSF,
radyasyon, ox-LDL ve ylksek tuz diyeti gibi faktorlerin makrofajlari M1 polarizasyonuna
yonlendirdigi ve proenflamatuvar sitokin salinimini uyardidi son yillarda yapilan ¢caigsmalarda

gOsterilmistir (Zhang, 2015).

M1 makrofajlar tipik olarak yiksek IL-12 ve dusik IL-10 sitokin salinimiyla
karakterize bir fenotipe sahiptir (Mantovani 2004). Ayrica patojenlerin yok edilmesi igin
induklenebilir nitrikoksit sentetaz (iINOS) uretimi IL-183, IL-6, IL-12, I1L-23, TNF-a gibi pro
enflamatuvar sitokin salinimini gergeklestirip, diger immun htcrelerin bolgeye toplanmalarini
saglayacak kemokin ve kemoatraktan proteinleri Uretirler (Murray, 2011). Tim bu fenotipin
olusturulmasi bir dizi genin STAT1, NFk-B ve MAPKs gibi yolaklarin kontrolindeki
transkripsiyon faktorleri tarafindan aktive edilmesiyle duzenlenmektedir (Langrish, 2005)
(Szekanecz, 2007).

2.2.3.Alternatif Aktive Makrofaj(M2) Aktivasyonu
M1 makrofaj polarizasyonunda IFN-y tarafindan indiklenen siperoksit Gretiminin IL-4

tarafindan inhibe edilmesinin bulunmasiyla makrofaj aktivasyonunun sadece konakgi



savunmasi ile iligkili olmadigini gostermigtir. Alternatif polarizasyonun kesfinden gunimuze
kadar yapilan bir gok ¢caligma M2 makrofajlarin doku iyilesmesi, tumor gelisimi ve fibrosis gibi

pekcok biyolojik olayda anahtar rol oynadigini géstermigtir (Wynn, 2004).

M2 makrofaj aktivasyonu karmasik bir strectir ve giinimuzde farkli uyaranlar sonucu
olusan Ug farkl fenotipte siniflandiriimaktadir. M2a, M2b, M2c ve M2d (Hirsch JG 1959). Her
fenotip kendine 6zgl bir gen ekspresyon profiline sahip olmakla birlikte ylksek IL-10 ve IL-1
reseptdr antagonisti ayrica dusuk IL-12 Uretimi tim gruplarda ortak fenotip olarak karsimiza
cikmaktadir (David, 1972). Bir diger 6nemli M2 makrofaj belirteci de Arjinaz-1 enzimidir, bu
enzim indUklenebilir nitrik oksit sentetaz (INOS) enziminin supstrati olan L-arjinin miktarini
dusurmektedir (Hirsch, 1959).

M2a fenotipi, Th2 hicreleri, eozinofiller, bazofiller ve makrofajlar tarafindan Uretilen
IL-4 veya IL-13 uyarisi sonucu ortaya ¢cikmaktadir (Martinez, 2009). IL-4Ra1, IL-13Ra1 veya
IL-13Ra2 resopterlerine baglanmayi takiben JAK1 ve JAK3 aktive olmakta ardindan STAT6
ve IRF4 aktivasyonuna neden olmaktadir. IL-4 uyarisi sonucu olusan makrofaj aktivasyonu
fagositik aktivasyonu azaltmaktadir. IL-4 eksik farelerde makrofaj olgunlasmasi ve sayisinda
herhangi bir degisiklik olmamakla birlikte nematodlara ve viral enfeksiyonlara karsi

enflamatuvar cevap bozulmaktadir (Martinez, 2009).

M2b makrofaj aktivasyonu IL-1R ligantlari veya immun komplekslerle birlikte LPS
maruziyeti ile tetiklenmektedir. Ligantlar hucre membraninda FcyR1 (CD64) ve inhibitor
FCyRIIA (CD32)yi iceren Fc reseptdr ailesi tarafindan taninmakta bdylece spleen tyrosine
kinase (Syc) ve phosphoinositide 3-kinase yoluyla IL-10 ve TNFa ekspresyonu artmaktadir
(Martinez, 2009).

M2c fenotipinin olusmasi icin glukokortikoitler ve IL-10 maruziyeti uyariimaktadir.
Glukokortikoitler hicreye nifuz ettiinde reseptdriine baglanarak kompleks olusturur ve
¢cekirdegie transloke olur. Bu kompleks cekirdekte NF-kB ve AP-1 ile etkilesime gecgerek

enflamatuvar cevabin baskilanmasinda rol oynar (Taylor, 2005).

Tumérle iligkili makrofajlar (TIM) timor mikrogevresinin ana enflamatuar bilegenidir.
M2 makrofaj fenotipinde oldugu gibi timédrle iligkili makrofajlar da ylksek miktarda IL-10 ve
disiik seviyede IL-12 sitokin salinim fenotipine sahiptir (Blusse, 1983). TiM'ler IL-6 ve
makrofaj koloni uyarici faktér (M-CSF) tarafindan tarafindan aktive edilebilir. TiM'ler diger M2
alt gruplari ile benzer sitokin salinimi profiline sahipt olup, yuksek IL-10 ve TGF-B salinmi
gerceklesir. Bununla birlikte TiM’ler diger M2 alt gruplarindan fakli olarak yiiksek miktarda
CCL5, CXCL10 ve CXCL16 kemokin salinim profiline sahiptir. TiMler ayrica M1 fenotipi



belirtecleri de ifade ederler ve LPS veya IFN-y gibi uyarilarla M1 benzeri bir fenotipe
donusebilirler (Martinez, 2014).

2.2.4. M1-M2 makrofaj dengesi

Enflamasyonun yapilandiriimasi ve doku tamiri enflamasyonun ilerlemesinde énemli
bir surectir ve bu sitrecte makrofajlar kritik roller Gstlenmektedirler. M1 polarize makrofajlar
enflamasyon yanitinin baglamasi ve doku hasarinin olustugu slrecte rol oynamaktadir
(Gordon, 2010). Enflamasyonun baslangicindan itibaren olusan doku hasarinin iyilestiriimesi
icin bolgeye M2 fenotipine sahip makrofajlar da infiltre olmaya baslar. Vicut hemeostazinin
saglanmasinda bu sirecin sekteye ugramasi enflamasyonun ilerleyisini degistirmekte olup

M1 / M2 makrofaj dengesinin dnemli oldugu vurgulanmaktadir (Lucas, 2010).

Ornegin kronik vendz tlserde (KVU), kronik enflamasyonun sénddrilmesi M1 ve M2
makrofaj polarizasyonundaki dengenin bozulmasina bir érnek olarak verilebilir. Demir
metabolizmasi polarize makrofajlarda farkl diizenlenmektedir ve KVU'de asiri demir
yuklenmesi makrofajlari surekli M1 polarize fenotipte tutmakta bdéylece ROS aracili DNA

hasarina ve doku tamirinde kusurlara neden olmaktadir (Sindrilaru et al., 2011).

Makrofaj polarizasyonundaki dengenin bozulmasina bir diger érnek olarak iskemik
kalp hastaligi verilebilir. Oksijen algilayicisi olan prolyl-hydroxylase PHD2 eksik farelerde
olusturulan iskemi modelinde makrofajlarin artan NF-kB aktivasyonu ile pro-arteriogenik M2
makrofaj fenotipinin olusumunu destekledigi goériimustir (Takeda et al., 2011). 2011 yilinda
yapilan bu gézlem yaralarda ve timoérlerde de goérilen oksijen yoksunlugu ile proarteriogenik
M2 makrofaj polarizasyonu arasinda fonksiyonel bir iliski kurulmasi agisindan énemlidir (Sica
, 2012)

2.2.5. Makrofaj Polarizasyonunun Molekiiler Belirleyicileri

Makrofajlarin farkl fenotiplere polarize olmasi, sinyal molekilleri, transkripsiyonel
faktorler, epigenetik mekanizmalar ve posttranskripsiyonel mekanizmalari da igeren bir sinyal
ag! tarafindan duzenlenmektedir. IRF/STAT yolaginin IFN ve TLR sinyalleriyle aktive
olmasiyla STAT1 kullanilarak makrofaj fonksiyonlari M1 fenotipine veya IL-4 veya IL-13

sinyallenmesiyle ise STAT6 kullanilarak M2 fenotipine dontismektedir (Sica ve Bronte, 2007).

M1 makrofajlarinda Th1 ve TH17 ye yanit olarak uyarilan IL-12, IL-23 ve TNF sitokin
salinimlari icin gerekli olan IRF5’'in artmig ekspresyonuna sahiptirler (Udalova,, 2012). IL-4
reseptorler aktivasyonu ise STAT 6 aktivasyonuyla mannoz reseptér (Mrcl), resistin-like a
(Retnla, Fizz1) ve chitinase 3-like 3 (Chi3I3, Ym1) gibi M2 polarizasyonunu uyarmaktadir
(Pauleau et al., 2004). IL-10 ise STAT3 aracili (1110, Tgfb1, Mrc1) gibi M2 benzeri fenotipin



olusmasini uyarmaktadir (1-15). STAT aracili makrofaj aktivasyonu SOCS ailesi Uyelerince
dizenlenmektedir (Sica, 2012).

IRF/STAT/SOCS yolagi bir transkripsiyon faktér paneli olarak makrofaj
polarizasyonunu yénetmektedir. PPARYy nukleer reseptéri ve PPARO ise M2 makrofaj
aktivasyonunda farkli alt tiplerin olusmasiyla iligkilidir. ilging olarak STAT6 proteini PPARYy ve
Krippel-like factor 4 (KLF4) ile koordine sekilde ¢alismaktadir (Liao ,2011).

Yapilan calismlar KLF4 STATG6 ile koordine calisarak Arg-1, Mrc1, Fizz1, PPARYy gibi
M2 polarize makrofajlarla iligkili genlerin ekspresyonlarini uyarirken NF-kB aktivasyonu igin
gerekli koaktivatorlerin engellenmesiyle TNFa, Cox-2,CCL5, iNOS gibi M1 polarize makrofaj
aktivasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonlarini inhibe etmektedir (Sica, 2012). IL-4 ayrica
makrofajlarda c-Myc aktivitesini uyararak M2 aktivasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonlarini
dizenlemektedir (Pello, 2012).

Toll benzeri reseptoérlerin sinyallenmesi NF-kB aktivasyonuna ve enflamatuar
faktorlerin Uretimini uyararak M1 polarize makrofaj fenotipinin olusumunu uyarmaktadir
(Bonizzi, 2004). Ancak NF-kB aktivasyonu sadece enflamatuvar bir siirecin baslamasindan
sorumlu olmayip ayrica enflamasyonun séndirilmesi ve timérle iligkili makrofaj (TiM)

polarizasyonunda da rol oynamaktadir (Hagemann, 2008).

P50 NF-kB homodimer uyarimi in-vitro ve in vivo ortamda M2 polarizasyonun
olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Porta, 2009). Bu faktorlerle birlikte hipoksi ile
induklenen faktorler (HIF-1a ve HIF-2a) de M1 ve M2 makrofaj polarizasyonda farkl olarak
eksprese edilmekte ve INOS (M1 fenotipi ile iligkili) ve Arjinaz1 (Arg1) ekspresyonlarini
dizenlemektedir (Sica, 2012).

Epigenetik  degisiklikler ve kodlamayan RNA’lar dolayli olarak makrofaj
polarizasyonunda rol oynamaktadir. Ornegin IL-4 aracili upregiile olan histon demetilaz
JMJD3 fare makrofajlarinda kromatin modifikasyonunu degistirdigi ve M2 makrofaj
polarizasyonu ile iligkili genlerin ekspresyonlarini arttirirken M1 makrofaj polarizasyonu ile
iligkili genlerin ekspresyonunu ise baskiladigi gosterilmistir. Ayrica mir 155 IL-13Ra1 alt
unitesini hedefleyerek M2 polarizasyonu ile ilgili genleri baskiladig1 géralmustur (Sica, 2012).

2.3. DNA Paketlenmesi
Tezimizin temel unsurlarindan olan HDAC ve inhibitorlerini etkilerini kavrayabilmek

icin DNA paketlenmesinin nasil gergeklestigini aciklamak gerekirse;



Okaryotik canlilarda DNA, histon ve histon olmayan proteinlerle paketlenmis halde
bulunmaktadir. Kromatin adi verilen bu kompleksin ana proteinleri histon proteinleridir.
Histonlar 6zellikle lizin ve arjinin amino asitlerince zengin, 102-135 amino asitten olugan
kiguk proteinlerdir, sahip olduklari pozitif ylkleri sayesinde DNA’ya kolayca
baglanabilmektedirler. H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak Uzere bes tip histon proteini vardir
(Cooper, 2004).

DNA'nin paketlenmesi birden fazla asamada gerceklesmektedir. DNA ilk olarak 200
nukleotitte bir tekrarlayan birimler halinde histon proteinleri etrafinda sarilarak nukleozom
paketlemesi meydana getirmektedir. Nikleozom, kor nikleozom ile bagdlag DNA’dan
meydana gelmektedir. Kor nikleozom, 146 baz ciftik DNA'nin 1,65 dbénls yaparak histon
oktameri Uzerine sariimasiyla olusan bir yapidir. Histon oktameri ikiser adet H2A, H2B, H3 ve
H4’ten olugsmaktadir. H1 ise yaklasik 80 baz ciftinden olusan bagla¢c DNA ile oktamer
arasinda bulunmaktadir. Histon proteinleri histon katlanma (fold) motifi iceren globular yapida

karboksil ve amino kuyruk boélgelerini icermektedir (Khorasanizadeh, 2004).

Nikleozom olugumu sirasinda oncelikle H3-H4 ve H2A-H2B proteinleri birbirlerine
baglanarak dimerleri olusturmakta, H3-H4 dimerlerinin tetramer formunu almasindan sonra
H2A-H2B tetrameri ile birleserek histon oktamerini olusturmaktadir. Histon fold bdlgesi diger
histonlarla ve DNA ile etkilesime giren kisimdir. Nukleozomu olusturan histon proteinlerinin
amino kuyruk bélgeleri diger proteinler igin etkilesim ylzeyi olusturmakta ve gesitli post-

translasyonel modifikasyonlar gegirerek biyolojik olaylarda gérev almaktadir (Strahl, 2000).

Histonlarin amino kuyruk bdlgelerinde Asetilasyon, Metilasyon, Fosforilasyon,
Ubikutinasyon, Adpribozilasyon gibi ¢esitli post-translasyonel modifikasyonlar bulunmaktadir.
Bu modifikasyonlar birbirleriyle iligkili olarak ve diziye 6zgul bir bicimde gerceklesmektedir.
Modifikasyonlar histonlarin elektrostatik ylukini etkileyerek kromatin yapisini degistirmekte
ve protein kompleksleri icin tanima bolgesi olusturdugu dusidndlmektedir. Bdylece histon-
DNA ve histon-histon iligkisi etkilenmekte, DNA paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen

ifadesinin kontroll gibi birgok biyolojik olay kontrol edilebilmektedir (Strahl, 2000) .

2.3.1 Histon Asetilasyonu

Kromatin ve DNA modifikasyonlar ile transkripsiyonel dizeydeki gen ifadesinin
kontrolinde histon asetilasyonu en 6nemli epigenetik bir dizenlenme mekanizmalarindan
biridir. Amino kuyruk bolgesine negatif yUkli asetil grubunun takilmasi pozitif yukla lizin
amino asiti yukunu kismen kaybetmesine neden olmakta bdylece kromatinde gevseme
meydana gelerek, transkripsiyon faktorlerinin genlerin promotdr bdlgelerine ulagmalari

kolaylagsmakta ve bu sayede transkripsiyon gerceklesmektedir (Kugukoglu, 2013).
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Asetilasyon geri déndsimli olarak gerceklesen bir olaydir. Lizin amino asitinden
asetil grubunun c¢ikartiimasiyla kromatin tekrar kondense olmakta ve transkripsiyon
baskilanmaktadir. Kromatinin belli bir bdlgesinde histonlarin asetile olmasi, o bdlgenin
transkripsiyonel acgidan aktif oldugunu gosterirken, deasetile olmasi transkripsiyonun
baskilandigini gostermektedir. Histon asetilasyonu transkripsiyonel dizenlenmenin yaninda
epigenetik kalitim ve DNA replikasyonu gibi biyolojik olaylarda da gorev almaktadir (Strahl,
2000).

Histonlarin asetilasyonu histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC)
enzim aileleri tarafindan dizenlenmektedir. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu arasindaki

denge normal hiicre bliyumesi ve fonksiyonu icin gereklidir.

2.3.2 Histon Asetil Transferazlar(HAT)

Histon asetil transferazlar; asetil koenzim A’daki asetil grubunun, histonlarin amino
kuyruklarindaki lizinin -amino grubuna transferini katalizleyen enzimlerdir. Gunumuize kadar
HAT aktivitesine sahip, substrat 6zgulliga olan en az 30 protein gésterilmistir (Marmorstein,
2001).

2.3.3 Histon Deasetilazlar(HDAC)

Histon deasetilazlar, histonlarin amino kuyruklarindaki lizin amino asitlerinden ve
histon olmayan proteinlerden asetil gruplarini  ¢ikartan enzimlerdir. Histonlarin
deasetilasyonu kromatinin kondanse olmasini, bdylece gen ifadesinin baskilanmasini
saglarken, histon olmayan proteinlerin deasetilasyonu DNA replikasyonu, hicre déngtsi ve
apoptozun duzenlenmesinde gorevlidir (Dokmanovic, 2005). Bugune kadar 18 insan HDAC

enzimi tanimlanmistir.

HDAC ailesi Uyeleri maya HDAC homolojilerine gbre dort guruba ayrilmiglardir. Sinif
[, Il ve IV ¢inko bagimli enzimleri icermektedir, sinif [l Gyeleri ise NAD+ bagimli enzimlerdir.
Sinif | HDACs niklear enzimlerdir ve tim dokularda eksprese edilmektedir ve bircok timor
tipinde asin eksprese durumdadir. Bu enzimler histonlarin ve diger DNA'ya baglanan
proteinlerin deasetilasyonu ile transkripsiyonel korepressor olarak hareket eder ve birgok
geni etkileyerek hucre farklilasmasi, hicre buyumesi ve anjiogenesisi transkripsiyonel
dizenlenmesinde is gorurler. Sinif Il deasetilazlarin daha ¢ok hicre olgunlasmasi ve
farkhlagsmasi ile ilgili oldugu gériinmesine karsin, sinif Il deasetilazlardan biri olan HDACG'nin
son zamanlarda sitoplazmik bir protein olan beta-tubulinin deasetilasyonunu katalizledigi
gOsterilmistir (Hubbert, 2002).
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HDACI'lar, bircok transforme ya da kanser hicre tipinde nikleozomal histonlarin
hiperasetilasyonunu tetikleyerek, baskilanmis genlerin yeniden aktif hale gelmesini saglar.
Birgok kanser tipinde baskilanmis olan bu genler fizyolojik sartlarda apoptozu ve
farklilasmay: tetikleyerek, hiicre donglisunin G1 ve G2 fazinda durmasina neden olup, hlcre
¢ogalmasini inhibe ederler. Antitimoér aktiviye sahip HDACIlarin en ¢ok dikkat ceken
Ozelliklerinden birisi, HDAC inhibisyonu ile olusan asetilasyonun sadece belli genlerin

transkripsiyonunu aktive etmesi ve bu yolla tumor buyumesini inhibe etmesidir (Marks, 2000).

HDACIlarin antitimoral Ozellikleri arasinda, tumodre kan saglama, metastatik
potansiyel ve konak immun cevabi gibi daha sistemik etkiler de bulunur. HDACI'lar VEGF
(vaskuloendoteliyal blylme faktdrl) gibi pro-anjiogenik faktérlerin  ekspresyonunu
baskilayarak ve endoteliyal hucrelerin anjiogenik tesvike duyarliligini azaltarak anjiyogenezi

engellemektedir (Deroanne 2002).

HDACIlar, tGmor buyumesi icin 6nemli olan yeni kan damarlarinin olusumunun
engellenmesine ek olarak matriks metalloproteinaz enzimlerinin ekspresyonunu da inhibe
eder. Matriks metalloproteinazlar timédrlerin etrafini saran bazal membrani yikar, bu da
metastazin baslamasinda olduk¢ca 6nemli bir adimdir. Bununla beraber HDACIlarin konak
immun cevabini tesvik etmesiyle, timdr hlcreleri immun sistem tarafindan yikilmaya daha
duyarli hale gelebilir (Johnstone, 2002). Tim bu veriler g6z énine alindiginda, HDACIlarin
kanserin baglangici ve gelisimindeki gesitli hiicresel ve fizyolojik sireglerde etkin bir role

sahip oldugu gorulmektedir.

Histon deasetilaz inhibitdrleri anti kanser 6zelliklerinin yaninda son yillarda yapilan
¢alismalar ayni zamanda anti enflamatuvar 6zelliklerinin de oldugu ¢esitli hayvan modelleri
Uzerine yapilan deneylerde goésterilmistir (Dominik, 2015). Romatoid artrit, enflamatuvar
bagirsak hastaliyi ve fibrozis gibi kronik enflamatuvar hastallk modellerinde histon
deasetilazlarin immudn hucreler Uzerine anti enflamatuvar etki gdsterdikleri bulunmustur
(Halili, 2010).

Enflamatuvar hicreler Uzerine apoptozu indikleyerek anti eflamatuvar etkilerini
gosterebildikleri gibi, 2011 yilinda Roger ve arkadaslari tarafindan insan ve fare makrofajlari
Uzerine bir histon deasetilaz inhibitdéri olan TSA'nin etkileri incelendiginde bu etkinin sadece
enflamatuvar hiicrelerin apoptozu ile olmadidi doza bagimli olarak makrofaj hiicrelerinin pro-
enflamatuvar sitokin salinimlarinin  dustigu bunun yaninda anti-enflamatuvar sitokin
salinimlarinda artig oldugu gorulmustur (Roger, 2011). Ancak histon deasetilaz

inhibitorlerinin enflamatuvar hicreler Gzerine etkileri henliz tam olarak aydinlatilamamigtir.
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Cok cesitli HDACi bulunmakta olup tezimizde kullandigimiz Vorinostat hakkinda bilgi
vermek gerekirse;

2.4. Vorinostat

Bir histondeasetilaz inhibitorii olan Vorinostat Givinostat, Abexinostat, Panobinostat,
Belinostat ve Trichostatin gibi kimyasallarin dahil oldugu hydroxymate grubu bir kimyasaldir.
Bu ilaglar hastaliklarin olugsmasinda genetik mutasyonlarin yani sira HDAC enzimlerinin
aktivasyonundaki farkliliklar, hicrelerde gen ekspresyonlarini degistirmekte ve sonugta
fenotipik farkliliklarin olusabilecegi 6ngdrusu ile Uretilmislerdir (Sophia ve ark, 2012). HDAC
inhibitérleri 6zel hicre tiplerinde hem in-vitro hemde in-vivo kosullarda etkilerini
gosterebilmekte ve hicre farklilagsmasi ve hicreleri apoptoza yoénlendirebilmektedirler. HDAC
inhibitérlerinin  anti  kanser ajani olarak kabul edilmesine karsin bu ilaclarin etki

mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir.

Vorinostat (suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA, Zolinza®) oral olarak da kullanilabilen bir
HDAC inhibitoradir. Yarilanma omri 2 saat olan Vorinostatin, kutandéz T hicre lenfomalari
icin tedavi amagh kullanimina 2006 yilinda FDA tarafindan onay verilmistir. Formali
C14H20N203 molekiler agirhgi 264.32 g/mol dar. (Sophia, 2012) Vorinostatin kimyasal yapisi
Sekil 1 de goriimektedir.

Sekil 1.Vorinostatin Kimyasal Yapisi

2.4.1. Vorinostat Etki mekanizmasi

Vorinostat Histon Deasetilaz aktivasyonu igin genis spektrumlu bir inhibitdérdr. Sinif |
ve sinif Il Histon Deasetilaz enzimleri i¢in inhibitdr etkisi gdstermekle beraber sinif 11l histon
deasetilaz enzimleri i¢in bu etkisini gésteremez. Kristalografik ¢calismalar Vorinostatin histon
deasetilaz enzimlerinin katalitik bolgelerindeki ¢inko atomlarina fenil halkasiyla baglanarak
etkisini goésterdigi bulunmustur. HDAC enzimlerine bu baglanma sonucunda histonlari da

iceren asetillenmis protein seviyesinde bir artis meydana gelmekte ve bu durum bir¢ok
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hicresel etki meydana getirmektedir. Meydana gelen bu etkiler hem transkripsiyonel hem de

transkripsiyonel olmayan yollarla iki gsekilde meydana gelebilmektedir (Sophia, 2012).
Transkripsiyonel etkiler:

Transkripsiyonel etkiler ya Vorinostatin direk olarak HDAC’lara baglanmasiyla ya da
indirek olarak E2F-1, YY-1, Smad 7, P53, Bcl-6 ve GATA-1 gibi transkripsiyonel faktorleri
etkileyerek meydana gelmektedir. Bu etkiler bazi genlerin ekspresyonlarinda farkhliklar
meydana getirebilmektedir. Ornegin Bcl-6 transkripsiyonel aktivatériin asetilasyonu Bcl-6'nin
transkripsiyonel baskilanmasinin inhibisyonuna neden olmaktadir. Diger indirek
transkripsiyonel etkiye HSP-90 ve alfa tubulin proteinlerinin lizin boélgelerinin asetillenmesi
ornek olarak verilebilir. Bu durum Bcer-Abl, mutant FLT-3, c-raf ve AKT gibi insan lI6semik
hucrelerindeki sagkallm ve blyume protein aktivasyonlarinda azalma meydana
getirebilmektedir (Sophia, 2012).

Vorinostatin Transkripsiyonel olmayan etkileri incelendiginde:

Vorinostatin transkripsiyonel olmayan etkileri baslica ¢ fonksiyon altinda

gerceklesmektedir;
- Hicre dongiisiinin durdurulmasi

Vorinostat siklin bagimlh kinaz inhibitéru p21’i upregule ederek malin hicre hatlarinda
siklin/CDK kompleksiyle yarisarak hlcre déngusinin G1 fazinda durmasina neden olur.
Ayrica Vorinostat siklin bagimli kinaz aktivasyonunu siklinlerin down regulasyonuyla
azaltmakta ve buda Rb defosforilasyonuna neden olarak E2F transkripsiyonel aktivasyonuna
indirek etki etmesine neden olmaktadir (Sophia, 2012).

- Apoptoz

Vorinostat hem transkripsiyonel hem de transkripsiyonel olmayan mekanizmalarla
hematolojik malignansilerde ve solid timoérlerde apoptozu uyarmaktadir. Histon deasetilaz
enzimlerinin inhibisyonu apoptotik ve anti apoptotik proteinler arasindaki dengeyi bozarak

hucreyi apoptoza yonlendirebilmektedir.

Ekstrinsik apoptotik yolakta Olum reseptorleri ve ligantlari Vorinostat ile
acilabilmektedir. Ayrica TRAIL direncli malin hicrelerde TRAIL tekrar restore
edilebilmektedir. Bunlarla birlikte Vorinostat Bcl-1 ve Bcl-2 sagkalim proteinlerinin down

regulasyonuyla mitokondriyal butinlugu dizenleyebilmekte ve Bim, Bak, Bax gibi apoptotik
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proteinleri upreglle ederek intrinsik yolakta da is gdrebilmektedir. Ayrica malin hicre
hatlarinda P53 stabilitesini saglayabilmektedir (Sophia, 2012).

- Anjiogenezin inhibisyonu

Yeni kan damarlarinin olusumu olarak bilinen anjiogenezin inhibisyonunda Vorinostat
hipoksik kosullarda HIF-1 ve VEGF duretimini baskilayarak indirekt olarak anjiogenezi
durdurmaktadir (Duvic, 2007).

Enflamasyonun epigenetik kontrolinde henlz tam olarak aydinlatilamamis bir bashk
miRNA’lard1r.

2.5. miRNA’lar ve Biyogenezi

miRNA’lar yaklagik 22 nikleotit uzunlugunda, kuguk kodlamayan RNA molekulleridir
ve metazoanlari ve bitkileri iceren bircok canlida gen ifadesinin transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel dizenlenmesinde fonksiyonel rol oynarlar. miRNA’larin memelilerde protein

kodlayan genlerin yaklasik %50’sinin aktivasyonunu kontrol ettigi disinilmektedir.

Fonksiyonel calismalar, miRNA'larin simdiye kadar arastirilan hemen her hicresel
surecin duzenlenmesine katildigini ve bunlarin ekspresyonundaki degisiklikler bircok insan
patolojisi ile iligkili oldugunu goéstermektedir. Olgun miRNA’lar pri-miRNA denilen éncl
molekdllerden Uretilmektedir. Pri-miRNA’lar RNA polimeraz Il tarafindan bagimsiz genlerden
veya protein kodlayan genlerin intronik boélgelerinden transkribe edilmektedir. Pri-miRNA’lar
sa¢ tokasi formundadir ve Drosha ve Dicer adi verilen RNase Il ailesi Uyeri i¢in substrat
olarak davranir. Drosha pri-miRNA’lari yaklagik 70 nuUkleotit boyutunda keserek pre-
miRNA’lari olusturur. Stoplazmaya gegen pre-miRNA’lari ise Dicer yaklasik 20 bp
MiRNA/mMIRNA formuna doénusturar. Bu ¢ift zincirli RNA'nin bir zinciri olgun miRNA olarak
miRISC (MiRNA-induced silencing compleks)’e katilir. miRISC’inin bir Uyesi olarak miRNA’lar
mRNA’lar1 hedefleyerek bunlarin translasyonel baskilanmasinda veya deadenilasyonunda ve
degredasyonunda rol alirlar(Sekil 2) (Krol, 2010)
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Sekil 2. miRNA biyogenezi (Goyvaerts ve ark, 2013)

Son yillarda miRNA’lar Uzerine yapilan fonksiyonel c¢alismalar bagisiklik ve
enflamatuvar yanitin gelismesinde miRNA’larin énemli dizenleyiciler olduklarini ortaya
cikarmistir (O’Connell 2012). Ayrica bozulmus miRNA dizenlenmesinin artmis veya kontrol
edilemeyen enflamasyona neden oldugunun bulunmasi miRNA’larin normal ve patolojik
bagisiklik sistemi fonksiyonlarini dizenlemede ne kadar o6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir (Alam, 2011)

2.5.1. miRNA’lar ve Dogal Bagisiklik
Dogal bagisik sisteminin dizenlenme mekanizmalarinda rol oynan faktérlerden biri de
miRNA’lardir. miRNA’larin enflamatuar cevapta rol oynayan bagisiklik hicrelerinin farkli

miRNA’lar eksprese etmesiyle surece katiimaktadirlar. Aktive olmus bagisiklik hicrelerinde
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bir dizineden fazla miRNA'nin ekspresyonunun degistigi gosterilmistir. Bu miRNA’lara 6rnek
olarak miR-146a verilebilir, bu miRNA’nin ifadesi TLR4 liganti lipopolisakkaritle uyarildiginda
monositik hldcrelerde hizli bir sekilde artmakta ve Tumoér nekroze edici faktor reseptéru ile
iligkili faktor 6 (TRAF6) ve interleukin (IL)-1 reseptor iligkili kinaz-1’i hedefleyerek TLR
sinyallenmesinin negatif duzenleyicisi olarak davranmaktadir (Taganov, 2006). Bu ozelligi
gbz o6nudne alindiginda miR-146 ifadesinin artisinin endotoksin toleransi igin dogal
bagisiklikta vazgegilmez bir faktor oldugu sdylenebilir. Bu bulgular miR-146a’nin yetersiz
uyarilmasi asiri aktive veya uzamis enflamasyona neden olabilecegi dustnulebilir (Nahid,
2009).

mir-146a ayrica makrofajlarda vezikller stomatit virls tarafindan uyarilan interferon
yanitl icin de negatif duzenleyicidir (An, 2017). Bu miR146a’nin dogal bagisiklikta hem
bakteriyel hem de viral enfeksiyonlarda immun yanit i¢cin énemli rol bir rol oynayabilecegini
go6stermistir. 2011 yilinda Boldin ve arkadaslari tarafindan miR-146a ifade etmeyen farelerde
yapilan calismada bu farelerde otoimmin bozukluklarin gelistigi ayrica bu farelerin LPS

uyarimina asiri hassas olduklari gésterilmistir (Boldin, 2011).

Dogal bagisiklikta rol oynayan bir diger miRNA LPS uyarimi sonucu monositik miR-
21 dir. miR-271’in artmis ifadesine LPS ile uyarilmis nukleer faktér-kB aktivasyonunun ve IL-6
ifadesinin azaldigi durumlarda ve artmig IL-10 ifadesinin oldugu durumlarda bulunmustur.
miR-21 anti-enflamatuvar etkisini proenflamatuvar protein olan tumor suppressor

programlanmis hlcre 6lum proteini 4’0 hedefleyerek gergeklestirmektedir (Sheedy, 2010).

miR-155 dogal immun sistemin dizenlenmesinde kritik rol oynayan bir diger miRNA
dir. miR-155 makrofajlarda hem viral hem de viral kaynakli antijenlere yanit olarak
uyariimaktadir. Yapilan ¢alismalar miR-155’in dentritik hiicrelerde ise enflamatuvar yanitin
bir negatif dizenleyicisi olarak islev goérdigl bulunmustur (Ceppi, 2009). Dentritik
hicrelerdeki negatif dlzenleyici etkisine karsin birgok bulgu mir-155’in proenflamatuvar bir

mMiRNA oldugunu gostermistir.

Farkli miRNA lar enflamatuvar yanitin dizenlenmesinde beraber calismaktadirlar.
Bagisiklik sistemi hlcrelerinde TLR uyarimi sonucu miR155 ve miR-21’in ekspresyonlari
verilebilir. TLR aktivasyonu sonucu miR-155 suppressor of cytokine signaling 1 ve
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1'i hedef alarak enflamatuvar yaniti
desteklemektedir (Androulidaki, 2009). Ancak miR-155'in bu etkisi miR-21 tarafindan
uyarilan IL-10 yaniti ile sinirlandiriimaktadir. IL-10 miR-155 inbisyonuna neden olarak TLR
sinyallenmesi sonucu olusan enflamatuar yanitin baskilanmasini saglamakta bdylece

enflamatuar yanitin dizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (McCoy, 2010).
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Bircok miRNA enflamatuvar siregte gorev alan sinyal molekullerini hedef alarak
enflamatuvar sireci diizenlemektedir. Ornegin miR-223, miR-105, miR-19 ve let-7 ailesi
uyeleri direkt olarak TLR2, TLR3 veya TLR4'U hedefleyerek bu etkilerini gostermektedirler
(Liu, 2013). Bu miRNA’lar bagisiklik sistemi hucrelerinin TLR’'ye 06zgu ekstrasellller
ligantlarla etkilegsime girme yeteneklerini etkileyerek bu etkilerini gosterebilir (Chen, 2007).
Makrofajlarda miR-147 ekspresyonu TLR2, TLR3 veya TLR4’in hem MyD88 hem de TIR-
domain containing adapter-inducing interferon-p’ye bagiml olarak aktivasyonundan sonra
indiklenmektedir ve asiri enflamatuar cevabi engellemek icin negatif dizenleyici olarak
gobrev almaktadir (Liu, 2009). miR-9 ise nétrofil ve monositlerde LPS uyarimindan sonra
ekspresyonu indiklenmekte ve NF-kB bagimli enflamatuar yaniti nuclear factor-kB1
transkriptlerin  ekspresyonlarini baskilayarak negatif dlzenleyici olarak calismaktadir
(Bazzoni, 2009).

Let-7i ve miR-125b gibi bazi miRNA lar mikrobiyal enfeksiyonlar ve LPS uyariminda
ekspresyonlari azalmaktadir. Bu miRNA’larin azalmis ekspresyonlari da enflamatuvar yanitin
dizenlenmesinde rol oynamaktadir. Tim bu kanitlar miRNA ekspresyonlarinin enflamatuvar

cevabin diizenlenmesinde kritik rol oynadigini géstermistir (Liu, 2013).

2.5.2. Makrofaj polarizasyonu ve miRNA’lar

Yakin zamanli yapilan ¢alismalar makrofaj polarizasyonunda ézellikle transkripsiyonel
dizenlemenin gbrev aldigini  gdstermistir.  Nuclear factor-kB, activator protein-
1,CCAAT/enhancer-binding protein o (C/EBP-a), PU.1 ve IFN-regulatory factor 5
transkripsiyon faktorleri M1 aktivasyonunda rol oynarken, peroxisome proliferator-activated
receptor-y, IFN regulatory factor 4, C/EBP-B ve Kruppel-like factor 4 gibi transkripsiyon
faktorleri ise M2 aktivasyonunda rol oynamaktadirlar (Lawrence, 2011). Ayrica histon
deasetilaz 3’'U iceren epigenetik dizenleyici enzimler de M2 makrofaj polarizasyonunda

onemli roller oynamaktadir (Takeuch, 2011).

Bircok miRNA enflamatuvar cevabin olugsmasinda rol alan sinyal aginda gorevli
dizenleyici molekulleri hedef alarak cevabin guclendiriimesinde veya azaltiimasinda gorev
almaktadir. TLR aktivasyonunun klasik aktive olarak adlandirilan M1 makrofaj fenotipinin
olusmasini uyardigi géz 6nune alindiginda enflamasyonda rol oynayan miRNA’larin M1
makrofaj polarizasyonunda da rol oynadigi dastnulebilir. Ancak bu miRNA’larin M2 makrofaj
fenotipinin olugsmasina katilimi veya goérevi konusunda yeterli bilgi yoktur. Makrofaj

polarizasyonuna katilan miRNA’larin belirlenmesi glnimuzde aktif olarak c¢aligilan bir
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konudur. Ancak yapilan calismalarda M1 ve M2 makrofajlari arasinda az sayida miRNA

ekspresyonunun iki kattan fazla bir degisim gosterdigi gorulmektedir (Graff, 2012).

2.6. Hipotez
Yapmis oldugumuz calismanin hipotezi bir histon deasetilaz inhibitéri olan

Vorinostat'in polarize makrofajlarda farkli fenotipik 6zelliklerin olusmasini saglayabilecegi ve
bu etkisini makrofaj aktivasyonunda rol alan miRNA ekspresyon profillerini degistirerek

gerceklestirebilecegidir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hiicre Kiiltirua

TUm deneylerimizde Raw 264.7 fare makrofaj hicre hattini kullanmig olup, bu hiicre
hatti Kog Universitesi 6gretim tyesi Dog.Dr. Tamer Onderden temin edilmistir. Raw264.7
fare makofaj hiicre hattinin kultire edilmesinin optimizasyonu Tibbi Genetik Anabilim Dal

binyesinde bulunan hlicre arastirma laboratuarinda gerceklestirilmistir.

Raw 264.7 fare makrofaj hucreleri %10 FBS iceren DMEM F12 besi ortaminda ve %5

CO, atmosferine sahip nemli etiivde inkube edilerek kdltlire edilmistir.

3.2. Vorinostatin hazirlanmasi

Uretici firma tarafindan liyofilize halde sunulan Vorinostat (Cayman) , firmanin
onerdigi sekilde 50 mM konsantrasyon olacak sekilde DMSO igerisinde ¢6zdiriimus,
filtreden gegcirilerek steril hale getiriimis ve alikotlanarak -20 C° de stoklanmigtir. Deney

surecinde kullanilacak konsantrasyonlar besi ortami kullanilarak hazirlanmistir.

3.3. Hucre Canlilik Analizi

12 kuyucuklu plate igerisinde her kuyuya 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapiimis
ve Uzerine toplam hacim 1 ml olacak sekilde %10 FBS ve %1 Penisilin Streptomisin iceren
DMEM F12 besi yeri ilave edilmistir. 24 saat hicreler kuyucuklarin tabanina yapismasi igin
%5 CO, ve %95 nemli hava sartlarina sahip etlivde inkibasyona birakilmigtir. 24 saat sonra
hicrelerin genel durumlari mikroskop altinda incelenmis ve hucrelerin kuyucuk tabanina
yapistiklari teyit edildikten sonra Vorinostatin farkli dozlarda uygulanmasi asamasina

gecilmigtir.

Yaptigimiz literatlr taramalari da géz dnlne alinarak denenen dozlar 0,01 uM, 0,05
UM, 0,1 uM, 0,2 uM,0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM ve 30 pM seklindedir. Uygulanan her
doz icin 3 tekrar seklinde ve 24, 48 ve 72 saat olmak Uzere 3 farkli zamana bagh olarak
kultdr planlanmistir. Belirlenen zaman dilimleri sonrasinda hucrelerin mikroskop altinda

goruntuleri gekilmis ve sayimlari yapilarak degerlendirilmigtir.

Sitotoksik doz araliginin belirlenebilmesi igcin MTT (Boster, ABD) kiti kullanilarak hicre

canhlik analizi gergeklestirilmistir.
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MTT analizinde kullanilan protokol;

1-

2-

O-

25 cm? flask icinde kiiltiire edilmis Raw 264.7 fare makrofaj hiicrelerinin besi ortami
uzaklastirilarak taze besi ortami eklendi.

Hucreler taze besi ortami icinde kazinarak kaldirildi ve pipetaj yapilarak homojenize
olmalari saglandi.

Kuyucuk basina 10.000/100ul hicre olacak sekilde hicreler alinarak 96 kuyucuklu
hucre kualtir kabina ekim yapildi ve 24 saat inkibasyona birakilarak hucrelerin
kuyucuk tabanina yapismalari saglandi.

24 saat sonunda hucrelerin yapistiklari mikroskop altinda teyit edildi.

Kuyucuklar sirasiyla kontrol, DMSO, 20, 15, 10, 7.5, 5, 3.75, 2.5, 1.875, 1.25, 0.625
MM  Vorinostat seklinde isaretlendi ve belirlenen konsantrasyonlar hicrelere
uygulandi.

Belirlenen her konsantrasyondan 3 tekrar olacak sekilde ¢aligildi ve 24, 48 ve 72 saat
olmak Uzere 3 farkli deney kuruldu ayrica bir kuyucuga olcimde koérleme olarak
kullanilmak tGzere sadece besi ortami kondu.

Belirlenen silire kiltire edilen hicrelerin bulundugu kuyucuklara dretici firmanin
Onerdigi protokol dogrultusunda 10ul MTT solusyonu eklendi ve 4 saat etlvde
inklbasyona birakildi.

inkiibasyon sonunda olusan formazan kristallerinin ¢dziinmesini saglayan formazan
¢ozlcu solusyonundan 100 pl eklendi ve yavasca pipetaj yapildi ve 10 dakika
beklenildi.

10 dakika sonunda kultir kabi ELISA d6lgim cihazinda 570nm’de olgllerek degerler
tabloya aktarildi.

Orneklere ait okunan degerlerden kérleme amaciyla hazirlanan kuyucuga ait deger

¢ikartilarak elde edilen sonugclar grafige aktarilmis ve degerlendirilmigtir.

3.4. Vorinostat igin etkin dozun belirlenebilmesi icin HDAC aktivasyon analizinin

gerceklestiriimesi

Arastimamizda kullanacagimiz Vorinostat'in Raw 264.7 fare makrofaj hucreleri

uzerine olan sitotoksik doz araliginin belirlenmesinin ardindan tespit edecegimiz dozun

gercekten Histon deasetilaz aktivasyonunu inhibe edip edemeyecegini anlamak amaciyla

etkin dozunun belirlenebilmesi icin HDAC aktivasyon analizi gergeklestirimis ve HDAC

aktivasyonunun olup olmadigi tespit edilmistir.

HDAC aktivasyon analizi HDAC activity colorimetric assay kit (BioVision) kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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Test prosedur(;

1- Hducreler her kuyuya 500.000 hticre olacak sekilde 6 kuyucuklu hicre kultlr plaklarina
ekilmistir. 24 saat inkiibasyonun ardindan tim besi ortami uzaklastirilarak yeni besi
ortami ilave edilmistir.

2- Besi ortamlarinin icine 4 — 2 — 1 - 0,5 ve 0,25 yM olacak sekilde Vorinostat eklenmis
ve 24 ve 48 saat inkUbasyona birakilmistir. Pozitif kontrol i¢cin HeLa Nukleer ekstrakti,
negatif kontrol i¢in Vorinostat uygulanmamig hucre lizati 1mM TSA ile muamele edilip
kullaniimistir.

3- Hucreler toplanarak Uzerlerine 1000 ul proteaz inhibitér kokteyl iceren lizis tamponu
eklenerek karigtiriimis ve 30 dakika buz Uzerinde arada pipetaj yapilarak inkibe
edilmigtir. Lizat 15 dakika 15.000g hizda santrifij edilerek Ust faz alinmis ve protein
miktari Nanodrop 2000c cihazinda protein A 280 programinda olclimustir. Daha
sonra érnekler deney yapilana kadar -80 C° de bekletilmistir.

4- Her kuyuya 200ug protein gelecek sekilde hucre lizati eklenmis ve 85 ul su ile
sulandirihp tzerine HDAC assay buffer ve HDAC Kolorimetric substrat eklenerek 1
saat 37 C° de inkiibe edilmistir.

5- Lysine developer eklenerek 30 dakika 37 C° de inkiibe edilmis ve Rayto RT-4000
ELISA cihazinda 400 nm dalga boyunda OD degerleri okunmustur.

3.5. Makrofaj Polarizasyonunun gerceklestirilmesi
25 cm? hiicre kiiltiir flasklarinda kiiltire edilen hiicreler flask tabanindan kazinarak
toplanmis ve 20 pl hicre suspansiyonu 20 pl Trypan Blue boyasi ile boyanarak 5 dakika

beklenmig ve daha sonra thoma laminda hiicre sayimi ve canlilik analizi gergeklestirilmistir.

6 kuyucuklu hicre kultar plaklarina her kuyucuga 500.000 hiicre olacak sekilde hiicre
ekimi gercgeklestiriimis ve %10 FBS icen DMEM F12 besi ortaminda 24 saat hilicrelerin plak

tabanina yapismalari beklenmistir.

Hucrelerin plak tabanina yapistiklari mikroskop altinda kontrol edildikten sonra tim

ortam cekilerek istenilen makrofaj polarizasyonuna uygun besi ortami eklenmistir.

3.5.1.M1 Polarizasyonu
Hucreler M1 (klasik aktivasyon) polarizasyonunun gergeklestirilebilmesi amaciyla besi
ortami igine 20 ng/ml IFN-gamma (Biological Industries, israil) ve 10 ng/ml LPS (sigma) ilave

edildi ve 24 saat inkibasyona birakildi.



22

3.5.2. M2 polarizasyonu
Hucreler M2 (alternatif aktivasyon) polarizasyonunun gerceklestirilebilmesi amaciyla

besi ortami igine 20 ng/ml IL-4 ilave edilmis ve 24 saat inklibasyona birakildi.

M1 ve M2 hicreleri 24 saat slreyle serumlu besi ortaminda uyarimlar gerceklestirildikten
sonra hicreler serumsuz ortamda polarizasyonda kullanilan uyaricilarla kiltire edilmis ve

bundan sonraki deneylerde ve dlgimlerde bu hicreler kullaniimistir.

Makrofaj polarizasyonun kontroli sitokin salinimlarinin analizi, hicre ylzey
belirteclerinin  akim sitometresiyle analizi ve gen ekspresyonlarinin analizlerinin

gercgeklestiriimesiyle yapiimigtir.
3.5.3 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Polarize edilmis makrofaj hucreleri ve kontrol grubu olarak uyari verilmemis makrofaj
hicreleri Gzerine Vorinostat’in etkilerinin arastirilabilmesi icin deney gruplari olusturulmus ve

gruplar Tablo 1’de gdsterilmigtir.

Tablo 1. Deney gruplari ve uyaran miktarlari

M1

M1 + 1 uM Vorinostat

M1 hiicreleri
M1 + 100 ng/ml LPS
M1 + 1 uM Vorinostat + 100 ng/ml LPS
M2
M2 + 1 yM Vorinostat
M2 hiicreleri

M2 + 100 ng/ml LPS

M2 + 1 uyM Vorinostat + 100 ng/ml LPS

Kontrol

Kontrol + 1 yM Vorinostat
Kontrol hiicreleri

Kontrol + 100 ng/ml LPS

Kontrol + 1 uM Vorinostat + 100 ng/ml LPS
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3.6. Sitokin Salinimlarinin Analizi
Sitokin salinimlari arastirilan sitokine 6zgun ELISA (Boster, USA) kitleri kullanilarak

gerceklestirilmistir.
ELISA analizi icin uygulanan protokol;

1- Toplanilan hicre kiltir ortamlarindan 100 ul tabanina arastirilan sitokin antikoru
sabitlenmis plak icine eklenmis ve 37 C° de 90 dakika inkiibe edilmistir.

2- inkibasyonun ardindan plaka icindeki besi ortami dékiilmiis ve arastirilan sitokine ait
biyotinli antikoru 99:1 oraninda seyreltilerek 100 ul olacak sekilde kuyucuklara
dagitiimis ve 37 C° de bir saat inkiibe edilmistir.

3- Plaklarin igerigi dokilmis ve U¢ kez PBS ile yikanmis daha sonra 99:1 oraninda
seyreltiimis konjugat 100 pl olacak sekilde eklenmis ve yarim saat de inkibe
edilmistir.

Plaklarin igerigi dokilmus ve bes kez plaklar PBS ile yikanmis ve her kuyucuga 90 pl
renklendirici eklenerek 25 dakika 37 C° de inkiibe edilmistir.

4- inkibasyonun ardindan sitokin seviyesine gére mavi tonlarinda bir renklenmenin
olustugu gorulmustir. Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla durdurma sollsyonu
eklenmistir. Durdurma sollsyonu eklendiginde sarinin tonlari seklinde bir renklenme
go6ralmistar.

5- Olusan renklenme degerleri 470 nm dalga boyunda ELISA cihazinda élgtlmustir.

3.7. Akim Sitometrisi Analizi

Makrofajlara ait hiicre yuzey belirtegleri akim sitometrisi kullanilarak arastiriimigtir.
Akim sitometri analizleri Pamukkale Universitesi Tip Fakdltesi Merkez laboratuvarinda kurulu
akim sitometrisinde (BD, USA) gerceklestiriimistir. Akim sitometrisi analizinde izlenilen

protokol;

1- Toplanilan hicrelerin sayilari belirlenmis ve slspansiyondan ortalama 1000 hicre
olacak sekilde hlcre stispansiyonu bir tlp icine alinmistir.

2- Farkl boyalarla isaretlenmis CD86 ve CD206 antikorlari herbirinden 2 pl olacak
sekilde hicrelerle karistiriimis ve 20 dakika oda sicakhdinda inkibe edilmigtir.

3- Hucreler akim sitometrisinde analiz edilerek hicre ylzey belirtecgleri analiz edilmistir.

3.8.Gen ekspresyonlarinin Analizi igin RNA izolasyonu ve cDNA sentezi:
Makrofaj polarizasyonunun gen ekspresyonu dizeyinde kontroli amaciyla hicre

hatlarindan RNA izolasyonu yapilarak cDNA ¢evrimi gerceklestirilmigtir.
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3.8.1. RNA izolasyonu:
Dizenlenmis deney gruplarindan ayri ayri RNA izolasyonu Trizol kullanilarak

gerceklestirilmistir.
-Hucreler kultire edildikleri plate Uzerinden kazinarak toplanmistir.

-Toplanilan htcreler 1500 rpm hizda 10 dakika santrifilj edilmis ve Ust faz uzaklastirilarak

pellet Gzerine 1 ml Trizol eklenmis ve 5 dk oda sicakliginda inklbe edilmistir.

-200 pl kloroform ilave edilerek oda sicakliginda 3 dk inkibasyonu takiben o&rnekler
12000xg’de 10 dk +4°C de santrifiij edilmistir.

-Santrifij sonrasi ortaya c¢ikan 3 fazdan RNA’nin bulundugu en dst faz yeni bir tlpe
aktariimis ve 500 ul isopropanol ilave edilerek RNA presipite edilmis ve 10 dk oda

sicakliginda inktbasyon yapilmigtir.

-Ornekler 12000xg’de 10 dk +4°C de santrifiij edildi, slipernatant uzaklastiriidi.

-Pelletin Gzerine 1 ml %75’lik EtOH ilave edilerek 7500xg’de 5 dk +40C de santriflj edilmigstir.
-Ust faz uzaklastiriimis érnekler 5 dk oda sicakhiginda kurutmaya birakilmistir.

-Pellet RNAse-free su da ¢dziilmiis ardindan 60 °C 10 dk inkiibe edilmistir.

3.8.2. cDNA sentezi:
Elde edilen RNA o&rnekleri ABM, High Capacity cDNA RT(ABD) kit kullanarak cDNA’ya

cevrilmistir.

Tablo 2.cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi ve isi sartlari.

Materyal Miktar

10X RT buffer 2ul
25X dNTP 0,8

10X Random primer 2 ul

Multiscribe RT 1wl
dH,O 4,2 ul

RNA 2 g
Toplam 20 pl
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Sicaklik Siire
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5 dk

3.8.3. qRT-PCR yontemi kullanilarak gen ekspresyonlarindaki degisikliklerin tespiti
ABM Eva Green SyBR Mix kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Tablo 3. Gergek-zamanli PCR yontemi igin gerekli reaksiyon karigimi

SyBR Green Master mix 10 ul
dH20 7 ul
Forward primer 1l
Reverse primer 1l
cDNA 1 ul
Toplam Hacim 20 pl

Reaksiyon kosullari:

95°C 10 dk
95°C 10 sn }40 Déngii
60°C 60 sn

3.9. Mikroarray yontemi ile miRNA ekspresyon analizi

mMiRNA mikroarray ¢alismasinda izlenilen basamaklar sirasiyla;
1-RNA Hazirlanmasi

2-Poly(A) Kuyruklama

3-Ligasyon

4-Hibridizasyon

5-Yikama-Boyama-Tarama
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1-RNA HAZIRLANMASI

izole edilmis RNA ornekleri agaroz jelde vyuritilip konsantrasyonlar 6lgilerek
calismaya uygun olmasi teyit edildi. RNA baslangi¢c konsantrasyonu 0,1 ug - 3 ug arasinda
olan oérnekler calismaya dahil edildi. Hazirlanan RNA 8 pl'ye niikleaz icermeyen su ile

tamamlandi ve diger asamaya gegildi.
2-Poly(A) Kuyrugu Eklenmesi

Bu asama RNA molekuline 3’ ucundan Poly(A) kuyrugu ekleme asamasidir.
Kuyruklama igin gerekli enzim ve tamponlar hazirken, bu asamada 6zel olarak ATP karigimi
1 mM’lik Tris ile dilGe edildi.

Diltsyon igin kullanilan formal:

1000/ ug baslangig total RNA

ORNEK: Baslangi¢ miktari 2 yg olan RNA érnegi icin;

1000/2=500 bu durumda bu 6rnek i¢in ATP karisimi 1’e 500 oraninda dille edildi.

RNA 6rnegi uzerine diltie edilen ATP ve diger enzim ve tamponlarda eklendi ve 15 dakika 37

de inkibasyona birakildi.

Tablo 4. Poly(A) kuyrugu eklenmesinde kullanilan malzemeler ve miktarlari

KULLANILAN MALZEMELER MIKTARLAR
RNA spike control oligos 2,0 pl
ATP karisimi(dilie edilmisg) 1,0 ul
PAP enzimi 1,0 ul
10x reaksiyon tamponu 1,5 pl
25 mm mncl, 1,5 pl
Toplam hacim 15 ul

3-Ligasyon

inkiibe edilen érnek alinip buz izerine konuldu. Biyotin karigimi ve T4 DNA ligaz

enzimi eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi.
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inkiibasyon siiresi dolduktan sonra reaksiyonu durdurmak igin son olarak durdurucu

solUsyon eklendi ve ligasyon evresi tamamlandi.

Tablo 5. Ligasyonda kullanilan malzemeler ve miktarlari

KULLANILAN MALZEMELER MIKTARLAR
5x flash tag ligation mix biotin 4,0 pl
T4 DNA ligase 2,0 ul
Stop sollisyonu 2,5 ul
Toplam hacim 23,5 ul

Diger asamada toplam 23,5 ul’lik hacmin 21,5 ul’i alind1.
4-Hibridizasyon

Hibridizasyon karigsimi hazirlanip érnek Gzerine eklendi, 99°Cde 5 dakika,45°Cde 5
dakika inkiibe edildi. Bu sirada hibridizasyon firini 48°C ‘ye isitildi. Ornek array icine ylklendi

ve 16 saat boyunca hibridize olmasi beklendi.

Tablo 6. Hibridizasyonda kullanilan malzemeler ve miktarlari

KULLANILAN MALZEMELER MIKTARLAR
2x hybridization mix 66 pl
Nuclease free water 3.7 ul
Deionized formamide 19.2 pl
DMSO 12.8 pl
20x eukaryotic hybridization controls 6.6 pl
kontrol oligonucleotide b, 3nm 2.2 ul
TOPLAM HACIM 110,5 pl

20x eukaryotic hybridization kontrol’ii karisim hazirlanmadan 6nce 5 dakika 65°C’de inkibe
edildi.
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5-Yikama, Boyama ve Tarama

16 saat sonunda Array hibridizasyon firinindan alindi ve bilgisayara bagl olan yikama
istasyonunda array icin uygun protokol secildi. Gerekli tampon ve sollisyonlarla yikama ve

boyama islemi yapildi.

Yikama-boyama protokolii tamamlanan Array alindi ve tarayiciya koyuldu. Tarama
sonucunda analiz icin gerekli olan data elde edildi ve analizleri Affymetrix Transcriptome

Analysis Console programi kullanilarak yapildi.

3.10. istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler SPSS versiyon 22.0 programi ile bagimsiz 2 gruplu student T test
istatistiksel yontem kullanilarak analiz edilmigtir. P degeri 0,05’ten kuguk oldugunda veriler

anlaml olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre canlihgi
Hucrelerin belirlenen sureler (24, 48 ve 72 saat) boyunca Vorinostatla (0,05-5uM)
muamelesinden sonra mikroskop altinda incelenerek morfolojilerindeki  degisimler

g6zlemlenmistir. Konsantrasyona bagl bu morfolojik degisimler sekil-3'de gorilmektedir.

A) 24. saatte dozlarin hicreler Gzerindeki etkileri

Kontrol DMSO 0,05 uM 0,1 uM

0,2 uM 0,5 uM 1 uM 5uM

B) 48. saatte dozlarin hicreler Gzerindeki etkileri.

Kontrol DMSO 0,05 uM 0,1 uM

0,2 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM
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C) 72. saatte dozlarin hicreler Uzerindeki etkileri.

Kontrol DMSO 0,05 uM 0,1 uM

0,2 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM

Sekil 3.Vorinostatin farkli doz ve slrelerde makrofaj hicrelerinin morfolojileri Uzerine
etkileri(A-24, B-48, C-72 saat)( 20 x)

Yapilan incelemede tum gruplarda 1 pM Vorinostat konsantrasyonunun uUzerinde hucre
morfolojilerinin bozuldugu 5 pM konsantrasyonunun Ustinde ise, bu dozun sitotoksik
etkisinden dolayi hicrelerin belirgin bir sekilde dldukleri géralmustar.
4.1.1. MTT hiicre canhlilik analizi

Vorinostat'in 0,05-5 yM araligindaki morflojik degisimleri g6zlemledikten sonra, daha
genis bir konsantrasyon araliginda MTT analizi gerceklestirilmistir. MTT analizi sonucu 570
nm dalga boyunda okunan degerlere gére olusturulan (24, 48 ve 72. Saatlik kulturler)
bulgular sekil 4’te verilmigstir.

24. saate ait MTT analiz sonucu

24 SAAT
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100 -
¥ 80 ~
Z 60 -
®
40 - H24SAAT
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48. saate ait MTT analiz sonucu
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72. saate ait MTT sonucu

72 SAAT

W72 5AAT

"19 VORINOSTAT pM

Sekil 4. Siire ve farkh dozlara goére % canhlik analizi (MTT)

Yapilan MTT analizi sonuglarina gore Vorinostatin Raw 264.7 fare makrofaj hicre hatti
uzerine farkli suire ve konsantrasyonlardaki etkisine bakildiginda grafiklerde de goérildigu
gibi 1 pM konsantrasyonun Uzerinde hicre canlhihinda belirgin bir azalmanin oldugu
gorulmekte olup bu bulgu, sekil'4 te goéruldugu gibi hicrelerin morfolojileri Uzerine olan
etkilerini de desteklemektedir. Burada 24 saatlik muamelede IC50 dozu yaklasik olarak 2,32

MM olarak hesaplanmigtir.
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4.2. Vorinostat’in etkin dozunun belirlenmesi

Uzun sdreli kaltirde(72h) hdcrelerin ayni besi ortaminda devam etmesi hicreleri olumsuz
etkilediginden dolayl deneylere 24 ve 48 saat olarak devam edilmigtir. Kolorimetrik HDAC
aktivasyon analizi sonucunda spektrofotometre cihazinda okunan OD. de@erlerine gore

olusturulan grafikler sekil 5’'te gosterilmistir.

24 saat 48 saat

05 0,6
0,45
04
0,35 04 -
03 -
0,25 - 03 -
02 - W24 saat m48saat
' 02 -
0,15 -

01 | 01 -
0,05 -

05

Kontrol 4uM  2uM  1pM 05uM 025 PC NC Kontrol 4uM  2uM  1uM 05uM 025 PC  NC
um UM

Sekil 5. HDAC aktivasyonuna ait OD degerleri.

Yapilan incelemede Vorinostat'in 24 saatlik muamelesinde 1 uyM konsantrasyonun
HDAC aktivasyonunu negatif kontrol seviyesine indirdigi goriimustur. 48 saatlik mumamele
sonucunda ise aktivasyonun yeterli olmadigi 1 uM konsantrasyonda HDAC aktivasyonunun
oldugu goértlmastir. Clnkld 48 saat boyunca énceden kalan canli hicreler cogalmaya devam
ederken, sekil 4 deki degisimlerde dikkate alindidinda Vorinostatin bu dozu yeterli

olmamistir.

Bu nedenlerle hem MTT analizleri hem de HDAC aktivasyon analizi birlikte
degerlendirildiginde, arastirmanin diger basamaklarinda 1 uM Vorinostat konsantrasyonunun

24 saat slreyle kullaniimasina karar verilmigtir.

4.3. Makrofaj polarizasyonunun gergeklesip gerceklesmediginin kontrolu

Makrofaj polarizasyonunun kontrold 1- morfolojik olarak, 2-Sitokin seviyeleri, 3- hiicre
yuzey Dbelirtecleri, 4-Gen ekspresyon seviyeleri olmak uUzere dort basamakta
gerceklestirilmistir.

4.3.1 Morfolojik inceleme
Makrofaj hucreleri donusturdlmek istendikleri fenotiplere ait kosullarda inkibe edildikten

sonra morfolojik degisimleri mikroskop altinda degerlendirilmigtir.
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M1 polarize hucrelerin uyari verilmemis makrofaj hlcrelerine oranla hucre yuzey alanlarinin

arttig1 ayrica cevrelerine igsi uzantilar olugturduklari géraldu ($ekil6) .

Uyari verilmemis hicreler M1 hcreleri

Sekil 6. M1 makrofaj hicrelerine ait mikroskop goéruntlsu (20x)

M2 hucrelerinin morfolojik olarak uyari almamis makrofaj hticreleri ile benzer morfolojide

olduklari gorilmustur (sekil 7).

Uyari verilmemis hicreler M2 hucreleri

Sekil 7. M2 makrofaj hicrelerine ait mikroskop goruntisu (20x)

Sekil 6 ve 7’de goruldugu gibi hucrelerin morfolojik olarak incelenmesinde uyarilara

cevap olusturduklari tespit edilmistir.
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4.3.2. Sitokin Seviyelerinin Tespiti (ELISA analizleri)

Makrofaj polarizasyonunun kontroliinde iki dnemli belirte¢ olan IL-10 ve IL-12 sitokin
seviyeleri ELISA (Bosteri Amerika) kiti ile analiz edilmistir. Yapilan literatlr taramalarina gore,
M1 fenotipine sahip makrofajlarin yliksek IL-12, diisiik IL-10 sitokin salinimi, M2 fenotipine
sahip makrofajlarin ise yiiksek IL-10 ve disiik IL-12 sitokin salinimina sahip olmalari
beklenmektedir. Sitokin salinimlariyla ilgili yapilan deneylerin sonucu sekil 8 de gdéruldagu
gibi olup, yapilan ELISA analizleri sonucunda hucrelerin beklenilen sitokin seviyelerine sahip
olduklari sekil 8de goérildigu gibi M1 hucrelerinde IL-12 seviyesinin ylksek, [L-10
seviyesinin dislik ve M2 hicrelerinde ise IL-12'nin disik IL-10’nun yiksek oldugu tespit

edilmisitr. Bu sonu¢ polarizasyonun gerceklestigini sitokin salinimina goére de teyit

etmektedir.
160
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Kontrol 5 67

Sekil 8. Polarize makrofajlarin sitokin salinimlari

4.3.3. Hiicre Yiizey Belirteglerinin incelenmesi (Akim Sitometrisi Analizi)

Literatdr bilgisi geredi M1 makrofajlarinda CD86 hiicre yuzey belirtecinin daha fazla,
M2 makrofajlarinda ise CD206 hilcre ylzey belirtecinin daha fazla ifade edilmesi
beklenmistir. Uyari almayan makrofaj hiicrelerinde ise her iki belirtecin disik seviyede ifade
edilmesi beklenmektedir. Tablo 77 de goérGldigu gibi, beklenene uygun oranda M1
makrofajlarinda CD86 %85, M2 makrofajlarinda CD206 %80 oraninda ifade ettikleri tespit
edilmis olup, hlicre ylzey belirtecleri agisindan da polarizasyonun gergeklestigi teyit
edilmistir.
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Tablo 7. Makrofaj hiicrelerinin sahip olduklari hiicre ylizey belirtegleri oranlari.

CDs86 CD206
Kontrol hiicreleri %35 %7
M1 hicreleri 285 %15
M2 hucreleri %12 2680

4.3.4. Gen ekspresyonlarinin gRT-PCR analizi
Polarizasyonu gergeklestirilen hucrelere ait 06zgun gen ekspresyonlarinin

belirlenebilmesi amaciyla RT-PCR analizi gerceklestiriimistir.
M1 makrofajlari i¢in incelenen 6zgun genler TNF-a, iNOS ve CXCL9

M2 makrofajlari igin incelenen 6zgun genler Arg-2, Ym2 genleridir.

TNF-a INOS
150 600,00
£ £
‘% 100 ‘% 400,00
b0 a0
(] (]
o 50 Q 200,00
X X
0 0,00
Kontrol M1 M2 KONTROL M1 M2
B TNF-a 1 116,5 1 miNOS 1,15 423,58 1,00
CXCL9 Argl
100000 400
£ E
= @
) 50000 . % 200
[a] 0 [a]
ES KONTRO X
L M1 M2 0 KONTROL M1 M2
| CXCL9 1 64057 1 mArgl 2 1 370
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Sekil 9.Polarize makrofajlarin gen ekspresyon duizeyleri.

Sekil 9'da gorildugu gibi INOS, TNF-a ve CXCL9 sadece M1 hiicrelerinde yiliksek oranda
ifade olurken, Argl, Ym2 nin ise sadece M2 hiicrelerinde yliksek oranda ifade olduklari tespit

edilerek polarizasyonun gen ekspresyonu dizeyinde de tespit edilmigtir.

Sonug olarak; Yapilan morfolojik inceleme, ELISA akim sitometrisi ile sitokin salinimi ve RT-
PCR analizleri ile ilgili genlerin ekspresyon diizeyleri dikkate alindiginda hucrelerin istenilen

fenotiplere donusturaldikleri teyit edilmigtir.

SAHA’'nin makrofaj hiicreleri lizerine etkileri, sitokin salinimi, hiicre ylzey belirtecleri,
gen ekspresyonu ve miRNA ekspresyonlarina etkileri tablo 1’de gosterildigi Gzere kontrol, M1

ve M2 makrofajlari ve alt gruplari kullanilarak aragtiriimistir.

4.4. Kontrol hiicreleri lizerine SAHA’nIn etkileri

4.4.1 SAHA’'nin Kontrol Hiicre Gruplarinda Sitokin salinimlari tizerine etkileri;
Kontrol grubu hicreleri Gzerine SAHA'nin sitokin (IL-12, IL-10, IL-13, TNF-a ve IL-6)

salinimlarina olan etkileri incelendiginde, sirasiyla sekil 10-14’de gdsterilmistir.
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4.4.1.1. Kontrol hiicrelerinde 1L-12 sitokin salinimi tizerine etkileri
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kontrol kontrol+saha kontrol+lps kontrol+saha+lps

Sekil 10. SAHA’In kontrol grubu hiicrelerinde IL-12 sitokin salinimina olan etkileri

ELISA yontemi ile herhangi bir uyari almamis olan kontrol grubu hicrelerinde IL-12
salinimi incelendiginde, kontrol grubu hucrelerinin IL-12 salinimini ¢ok dugik seviyede
gerceklestirdigi gorulmastir. Hicreler Vorinostat ile muamele edildiginde sitokin saliniminda

kontrol grubu ile 6nemli bir farklilik géstermemistir.

Hulcreler 100 ng/ml LPS ile muamele edildiginde IL-12 sitokin salinimi anlamli bir
sekilde arttigi bulunmus ve U¢ tekrarli deney grubu ortalamasinda 468 pg/ml olarak
Olclimustar. LPS ve SAHA'nin ayni anda verildiginde ise hlcrelerin IL-12 sitokin salinimlari
anlamh bir sekilde azalmis ve Ug¢ tekrarli deney grubu ortalamasinda 32,4 pg/ml olarak

Olclimustar (Sekil 10). Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001).
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4.4.1.2 Kontrol hiicrelerinde IL-10 sitokin salinimi Gizerine etkileri
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Sekil 11. SAHA'nin kontrol grubu hicrelerinde I1L-10 salinimi Gzerine etkileri

Sekil 11’de gosterildigi gibi kontrol grubu hucrelerinin IL-10 sitokin salinimlari
incelendiginde U¢ tekrarli deney grubunda yapilan dlgimde ortalama 24,9 pg/ml IL-10 sitokin
salinimi gercgeklestirdigi bulunmustur. Kontrol hucreleri tek bagina Vorinostat ile muamele
edildiginde IL-10 sitokin saliniminda istatistiksel olarak anlaml bir degisikligin olmadigi

goOrulmustur(p=0,4).

Kontrol hicreleri tek basina LPS ile muamele edildiginde ve SAHA varliginda LPS ile
muamele edildiginde IL-10 sitokin saliniminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gOrulmemistir(p=0,2).
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4.4.1.3 Kontrol hiicrelerinde IL-1B sitokin salinimi iizerine etkileri
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Sekil 12. SAHA'nin kontrol grubu hicrelerinde I1L-18 salinimi Uzerine etkileri

Kontrol hucreleri Uzerine SAHA'nin IL-18 salinimi Uzerine etkileri incelendiginde;
SAHA tek basina makrofaj hicrelerine uygulandiginda IL-1B sitokin saliniminda kontrol

hidcreleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goérdlmemistir.

Ancak sekil 12'de gdéruldaga gibi LPS tek basina hicrelere uygulandiginda sitokin
salinimina énemli bir farkllik yaratmazken, makrofaj hicrelerine SAHA, LPS ile birlikte
verildiginde IL-1 sitokin saliniminin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 gérulmustar

(p=0,01).

4.4.1.4. Kontrol hiicrelerinde TNF-a sitokin salinimi Gizerine etkileri

1800

1600

1400

1200

1000
800
600
400
200

TNF-a (pg/ml)

kontrol kontrol+saha kontrol+lps kontrol+saha+lps

Sekil 13. SAHA'nin kontrol grubu hicrelerinde TNF-a salinimi Gzerine etkileri
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Kontrol grubu hucrelerde TNF-a sitokin salinimi incelendiginde Sekil 13'de gosterildigi
gibi kontrol ve SAHA muamelesi yapilan kontrol hicrelerinde TNF-a salinimi olmadigi

gOralmistar.

Kontol hiicreleri tek basina LPS ile muamele edildiginde TNF-a sitokin salinimi énemli
Olgude arttigi gorilmugken, kontrol hucreleri SAHA varliginda LPS ile muamele edildiginde
ise TNF-a sitokin miktarinin %24 oraninda distigu goérilmis ancak bu artigin istatistiksel

olarak anlaml olmadigi hesaplanmigtir (p=0,08).

4.4.1.5. Kontrol hiicrelerinde IL-6 sitokin salinimi tizerine etkileri
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Sekil 14. SAHAnIn kontrol grubu hlicrelerinde IL-6 sitokin salinimi UGzerine etkileri

IL-6 sitokin salinimi incelendiginde, herhangi bir uyari almamis olan kontrol grubu
hicrelerinin  bir pro enflamatuvar sitokin olan IL-6 salinimini ¢ok dusik seviyede
gerceklestirdigi goérllmektedir. Ayrica bu hicrelere tek basina SAHA uygulandiginda IL-6

saliniminda kontrol hucreleri ile herhangi bir fark olmadigi géraimuagtar.

Kontrol grubu hucreleri LPS ile muamele edildiginde hicrelerin dnemli bir miktarda IL-
6 sitokin salinimi gergeklestirdikleri gériimustar. Hicreler SAHA varliginda LPS ile muamele
edildiklerinde ise IL-6 cevaplarinda %28 oraninda (ug¢ tekrarli) bir azalma meydana gelmis ve

bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmusgtur (p=0,04) (sekil 14).

4.4.2 SAHA’nin kontrol hiicrelerinde CD 86 ve CD 206 hiicre yiizey belirteglerine olan
etkileri
SAHA'nin kontrol grubu makrofaj hiicrelerinin hiicre yuzey belirteclerine olan etkileri

flow sitometri yontemi ile incelendiginde;



Tablo 8. SAHA'niIn kontrol hiicrelerinde CD 86 ve CD 206 hlcre ylzey belirteclerine olan

etkilerinin akim sitometrisi analiz sonuglari
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Yapmis oldugumuz 3 tekrarli hicre ylzey belirteci deneylerinde kontrol grubu
hicrelerinin disik seviyede CD86 ifadesine sahip oldugu gérulmustir. LPS ile uyarilan
hucrelerin ise CD 86 hucre yuzey belirtecini ylksek seviyede ifade ettikleri, benzer sekilde
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tek basina SAHA ve LPS+SAHA deney gruplarinda da CD 86 ifadesinin yiksek seviyede
ifade ettikleri gérdimustir. CD 206 seviyesi agisindan tim deney gruplari degerlendirildiginde
ise gruplar arasinda anlamh bir farkhligin olmadigi ve disuk seviyede ekspresyonun oldugu

g6riulmustir(Tablo 8).

4.4.3. SAHA’nIn kontrol hiicrelerinde gen ekspresyonlari iizerine etkileri
SAHA'nin kontrol grubu hicrelerinde COX2, CXCL9, TNF-a, NOS2, Argl genlerinin

MRNA ekspresyonlarina olan etkileri incelendiginde;

4.4.3.1. COX2 mRNA ekspresyon degigimi
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Sekil 15. SAHAnIn kontrol hiicrelerinde COX2 mRNA ekspresyonuna etkileri

Sekil 15’te goruldigu gibi, Kontrol hicrelerinde COX2 ekspresyon seviyeleri
incelendiginde uyari almamis kontrol hlcreleri ve tek bagina SAHA muamelesi yapilan
hicrelerde LPS muamelesi yapilan deney gruplarina goére c¢ok disik seviyede COX2

ekspresyonunun oldugu gorulmustuar.

Kontrol hicrelerine tek basina SAHA muamelesinin yapilmasi COX2 ekspresyonunu

istatistiksel olarak anlaml bir fark olusturmadigi gériimustar(p=0,15)

Tek bagina kontrol hucrelerine LPS uygulandiginda COX2 ekspresyonunun arttigi
g6rilmis, SAHA varliginda LPS uygulanan makrofaj hiicrelerinde ise bu artisin daha da

fazla oldugu gérilmis ancak bu artis istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir(p=0,09).
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4.4.3.2 CXCL9 mRNA ekspresyon degisimi
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Sekil 16. SAHA'niIn kontrol hiicrelerinde CXCL9 mRNA ekspresyonuna etkileri

Sekil 16’da goruldigu gibi, CXCL9 mRNA ifade duzeyine bakildiginda tum kontrol
grubu hicrelerinde CXCL9 ekspresyonunun olmadigi  goridlmastir ve  bunu

gorsellestirebilmek igin sekil relatif ekspresyon olarak verilmigtir.

4.4.3.3 TNF-a mRNA ekspresyon degisimi

TNF-a ekspresyon Farki
w

kontrol kontrol+saha kontrol+lps kontrol+lps+saha

Sekil 17. SAHAnin kontrol hiicrelerinde TNF-a mRNA ekspresyonuna etkileri

Sekil 17°de géruldaga gibi, Kontrol grubu hiicreleri Gzerine SAHA'nin TNF-a mRNA
ekspresyonu Uzerine etkisi incelendiginde tek basina SAHA muamelesinin TNF-a

ekspresyonunda anlaml bir degisiklige neden olmadigi goruimugtur.

Tek basina LPS muamelesi kontrol hiicrelerinde TNF-a ekspresyon istatistiksel olarak
anlamh bir sekilde(p=0,04) arttirdigi gordlmastir, SAHA valiginda LPS muamelesi
yapildiginda TNF-a ekspresyonunda dists oldugu goériimis ancak bu fark istatistiksel olarak

anlamh bulunmamistir(p=0,46).
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4.4.3.4. NOS2 mRNA ekspresyon degisimi
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Sekil 18. SAHA'nin kontrol hicrelerinde NOS2 mRNA ekspresyonuna etkileri

Sekil 18’de goruldugu gibi, Kontrol grubu hucreleri Gzerine SAHA’niIn NOS2 mRNA
ekspresyonu Uzerine etkisi incelendiginde tek basina SAHA muamelesinin  NOS2
ekspresyonunda anlamli bir degdisiklige neden olmadigi gérilmastir. Tek basina LPS
muamelesi NOS2 ekspresyonunu literatlr ile uyumlu sekilde istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde arttirmistir. Ancak ilging bir bicimde SAHA varliginda LPS muamelesi sonucunda
NOS2 ekspresyonu yaklasik iki kat arttigi gériimis ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir(p=0,15).

4.4.3.5 Argl mRNA ekspresyon degigimi
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4E+00

3E+00

2E+00
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OE+00
kontrol kontrol + saha kontrol + Ips kontrol + Ips + saha

Sekil 19. SAHA’nIn kontrol hiicrelerinde Argl mRNA ekspresyonuna etkileri

Sekil 19'da goruldigu gibi, kontrol hilcrelerinde Argl mRNA ekspresyonu
incelendiginde kontrol deney grubuna ait serilerin hi¢ birinde Argl ekspresyonunun
gerceklesmedigi gorilmis ve verilerin gorsellestiriimesi igcin sonuglar relatif ekspresyon

olarak verilmigtir.
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4.4.4 miRNA ekspresyon degisimleri
Aragtirmamizin  6nemli bir bulgusu olan miRNA ekspresyon degisimlerini

inceledigimizde,

444 1 Kontrol - Kontrol+SAHA hiicre gruplan arasindaki miRNA ekspresyon
farkhiliklari.

Herhangi bir uyari verilmemis Kontrol deney grubu ile 24 saat 1 yM SAHA muamelesi
yapilmis makrofaj hicreleri arasinda miRNA ekspresyon farkliliklari Affymetrix transcriptome
analysis Console programi ile degerlendiriimis olup analize ait scatter plot ve Hierarchical

Clustering analizleri Sekil 20’ de gdsterilmigtir.
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Sekil 20. Kontrol ve Kontrol+SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlarina ait Scatter
plot ve Hierarchical Clustering analizleri (kirmizi renk tonlari yiksek ekspresyonu, yesil renk
tonlari ise dislk ekspresyonu ifade etmektedir).
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Yaptigimiz  analiz  sonucunda, kontrol ve  kontrol+SAHA  gruplarinin
karsilastiriidiginda, 132 adet miRNA ekspresyonunun 2 kat ve Uzeri oranda degistigi
(artig/azalig) gortlmustir. SAHA muamelesi uyari verilmemis kontrol hucrelerine oranla
ekspresyonu degisen 132 miRNA’dan 116 miRNA'nin ekspresyonunu disiirmiis (Tablo 9),
15 miRNA'nin ekspresyonunu ise arttirmistir (Tablo 10). Ekspresyonu disen miRNA’lardan
en yuksek degisim 33,72 kathk dususle mmu-miR-20b-5p de olurken ekspresyonu artan

miRNA’lardan en yuksek degisim 11,7 katlik artisla mmu-miR7666-3p oldugu goraimustar.

Tablo 9. Kontrol — Kontrol+SAHA deney gruplari arasinda downregiile miRNA’lar ve degisim
oranlari

No MiRNA ismi FARK No MiRNA ismi FARK
1 mmu-miR-20b-5p 33,72 30 mmu-miR-425-5p 4,47
2 mmu-miR-100-5p 15,36 31 mmu-miR-1198-5p (4,41
3 mmu-miR-106a-5p |15,06 32 mmu-miR-25-3p 4.4
4 mmu-miR-3535 13,16 33 mmu-miR-503-5p 4,21
5 mmu-let-7g-5p 12,15 34 mmu-miR-139-5p 4,17
6 mmu-miR-652-3p 9,15 35 mmu-miR-671-5p 4,17
7 mmu-miR-5107-5p | 8,65 36 mmu-miR-30a-5p 4,03
8 mmu-miR-378d 8,3 37 mmu-miR-21a-5p 4,01
9 mmu-miR-106b-5p | 8,09 38 mmu-mir-677 3,98
10 mmu-let-7f-5p 7,52 39 mmu-miR-18a-5p 3,97
11 mmu-miR-30b-5p 7.4 40 mmu-miR-5099 3,91
12 mmu-miR-7686-5p |6,94 41 mmu-miR-10a-5p 3,86
13 mmu-miR-351-5p 6,92 42 mmu-miR-3072-5p | 3,86
14 mmu-miR-7082-5p | 6,47 43 mmu-miR-301a-3p |3,62
15 mmu-miR-181b-5p |6,3 44 mmu-miR-378b 3,59
16 mmu-miR-17-3p 5,88 45 mmu-miR-93-3p 3,5
17 mmu-miR-20a-5p 5,62 46 mmu-miR-1895 3,49
18 mmu-miR-6923-5p |5,61 47 mmu-miR-19b-3p 3,45
19 mmu-miR-1946b 5,59 48 mmu-miR-677-3p 3,36
20 mmu-miR-5121 5,55 49 mmu-miR-151-3p 3,32
21 mmu-miR-712-5p 5,38 50 mmu-miR-421-3p 3,29
22 mmu-miR-342-3p 5,18 51 mmu-miR-1931 3,28
23 mmu-miR-361-5p 4,98 52 mmu-miR-27b-3p 3,27
24 mmu-miR-106b-3p |4,96 53 mmu-miR-146a-5p |3,26
25 mmu-miR-532-5p 4,96 54 mmu-miR-494-3p 3,22
26 mmu-miR-423-3p 4,91 55 mmu-miR-99a-5p 3,15
27 mmu-miR-1946a 491 56 mmu-miR-1839-5p |3,13
28 mmu-miR-30d-5p 4,86 57 mmu-miR-6984-5p |3,13
4,78
29 mmu-miR-17-5p 58 mmu-miR-93-5p 3,1




No MiRNA ismi FARK
59 mmu-miR-709 3,03
60 mmu-miR-15b-5p 2,92
61 mmu-miR-674-5p 2,92
62 mmu-miR-99b-5p 2,91
63 mmu-miR-1949 2,89
64 mmu-miR-27a-3p 2,88
65 mmu-miR-484 2,87
66 mmu-let-7c¢c-5p 2,8
67 mmu-miR-30c¢-5p 2,79
68 mmu-miR-7044-5p 2,77
69 mmu-miR-140-5p 2,76
70 mmu-miR-301b-3p |2,75
71 mmu-miR-5110 2,75
72 mmu-miR-23a-3p 2,72
73 mmu-let-7b-5p 2,7
74 mmu-miR-500-3p 2,7
75 mmu-miR-183-5p 2,69
76 mmu-miR-362-5p 2,66
77 mmu-miR-24-3p 2,61
78 mmu-miR-23a-5p 2,61
79 mmu-miR-423-5p 2,61
80 mmu-miR-151-5p 2,6
81 mmu-miR-185-5p 2,57
82 mmu-miR-200c-3p |2,57
83 mmu-miR-339-5p 2,55
84 mmu-miR-16-5p 2,54
85 mmu-let-7i-5p 2,48
86 mmu-miR-194-5p 2,47
87 mmu-miR-191-5p 2,41

No MiRNA ismi FARK
88 mmu-miR-7056-5p |2,4
89 mmu-miR-140-3p 2,38
90 mmu-miR-1981-5p |2,36
91 mmu-miR-378a-5p | 2,35
92 mmu-miR-425-3p 2,35
93 mmu-miR-324-5p 2,34
94 mmu-miR-7011-5p |2,34
95 mmu-miR-15a-5p 2,33
96 mmu-miR-378a-3p |2,33
97 mmu-let-7e-5p 2,32
98 mmu-let-7d-5p 2,3
99 mmu-miR-6937-5p |2,26
100 mmu-miR-7007-5p |2,26
101 mmu-miR-7047-5p |2,26
102 mmu-miR-23b-3p 2,22
103 mmu-miR-345-5p 2,2
104 mmu-miR-29a-3p 2,19
105 mmu-miR-674-3p 2,18
106 mmu-miR-6970-5p |[2,17
107 mmu-miR-3084-3p |2,16
108 mmu-miR-221-3p 2,15
109 mmu-miR-132-3p 2,1
110 mmu-miR-183-3p 2,09
111 mmu-mir-6516 2,08
112 mmu-mir-3069 2,04
113 mmu-miR-99b-3p 2,02
114 mmu-miR-1934-3p |2,02
115 mmu-miR-378c¢ 2,02
116 mmu-miR-505-5p 2,01

Tablo 10. Kontrol — Kontrol+SAHA deney gruplari arasinda upregtile olan miRNA'lar ve
degisim oranlari

No MiRNA ismi FARK
1 mmu-miR-7666-3p -11,7
2 mmu-miR-6968-5p -4,83
3 mmu-miR-5130 -4,67
4 mmu-miR-7116-5p -4,46
5 mmu-miR-7025-5p -4.17
6 mmu-miR-7085-5p -3,93
7 mmu-mir-465c¢-2 -3,73
8 mmu-mir-465c-1 -3,73

No MiRNA ismi FARK
9 mmu-miR-6944-5p |-3,53
10 mmu-miR-7671-3p |-3,33
11 mmu-miR-8101 -2,29
12 mmu-miR-5128 -2,26
13 mmu-miR-762 -2,1
14 mmu-miR-3547-5p |-2,08
15 mmu-miR-2861 -2,06

48
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4.4.4.1.2. Kontrol-Kontrol+SAHA gruplarina ait KEGG Yolak analizi

Gruplar arasinda miRNA ekspresyon farkliliklarina Scatter plot analizi ile bakildiginda
genel olarak miRNA ekspresyonlarinin dustugu gorilmektedir. Bu sonuglarin hucrelerdeki
olasi etkilerinin arastirilabilmesi icin KEGG analizi gergeklestiriimistir(Diana Tools).
Yaptigimiz analiz sonuglarinda gosterildigi Gzere, ekspresyonu degisen miRNA’larin gorev
alabilecekleri hucresel yolaklar, bu yolakta etkileyebilecekleri gen sayisi ve yolakta rol
oynayabilecek miRNA sayisi Tablo 11’de belirtilmistir.

Tablo 11. Kontrol ve Kontrol+SAHA gruplari arasindaki miRNA farkhliklarina ait KEGG yolak
analizi(p=<0,05)

Gen
No KEGG yolak p-value Sayisi miRNA sayisi
1 Whnt Sinyal Yolu 8,86E+04 86 69
2 Adherens junction 2,11E+05 49 60
Phosphatidylinositol Sinyal
3 Yolagi 2,76E+05 52 58
4 ECM-Reseptoér Etkilesimi 5,28E+05 44 52
5 MAPK Sinyal Yolagi 6,82E+05 138 74
Mucin type O-Glycan
6 Biyosentezi 1,32E+06 17 26
Endoplazmik Retikulumda
7 Protein Islenmesi 2,06E+05 96 67
8 Aktin iskeleti islenmesi 4,06E+06 119 72
9 Endositoz 0.000140546452213 | 114 66
10 Yag Asiti Metabolizmasi 0.000236622579921 |18 32
11 PI3K-Akt Sinyal Yolagi 0.000265822555954 | 174 76
12 TGF-beta Sinyal Yolagi 0.000604134087773 |47 59

4.4.4.2 Kontrol+LPS ve Kontrol+LPS+SAHA deney gruplari arasindaki miRNA
ekspresyon farklari

LPS uyarimi yapilan makrofaj hicreleri ile LPS ile birlikte SAHA muamelesi yapilan
makrofaj hucrelerindeki miRNA ekspresyon farkhliklari incelendiginde 55 miRNA
ekspresyonunun 2 kat veya Uzeri oranla degistigi gérilmus ve bu degdisimlere ait scatter plot
ve hierarchical clustering analizleri sekil 21’de gosterilmistir.
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ait Scatter plot ve Hierarchical Clustering analizleri.(kirmizi renk tonlari yiksek ekspresyonu,

Sekil 21. Kontrol+LPS ve Kontrol+LPS+SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlarina
yesil renk tonlari ise diisik ekspresyonu ifade etmektedir).
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LPS muamelesi yapilmis hicrelere oranla SAHA ile birlikte LPS muamelesi yapilan
hicrelerde 11 miRNA ekspresyonu dismus (Tablo 12), buna karsi 44 miRNA ekspresyonu
ise artmistir (Tablo13). Kontrol+LPS ve Kontrol+LPS+SAHA deney gruplari arasinda
ekspresyonu degisen miRNA’lar incelendiginde miR-3084-3p’nin 2,92 katlik azalmayla
ekspresyonu en ¢ok disen miRNA oldugu miR-6921-5p nin ise -12,57 kathk degisimle
ekspresyonu en fazla artan miRNA oldugu goéraimustar.

Tablo 12. Kontrol + LPS — Kontrol+LPS+ SAHA deney gruplari arasinda downregule
miRNA’lar ve degisim oranlari

No MiRNA ismi FARK No MiRNA ismi FARK
1 mmu-miR-3084-3p 2,92 7 mmu-miR-140-5p 2,48

2 mmu-miR-1946a 2,79 8 mmu-miR-1231-5p |2,47
3 mmu-miR-125a-5p 2,68 9 mmu-miR-20b-5p 2,41
4 mmu-miR-19a-3p 2,64 10 mmu-miR-6984-5p | 2,02

5 mmu-let-7k 2,55 11 mmu-miR-92a-3p 2,01
6 mmu-miR-342-5p 2,5

Tablo 13. Kontrol +LPS— Kontrol+LPS+SAHA deney gruplari arasinda upreglle olan
miRNA’lar ve degisim oranlari

No MiRNA ismi FARK No MiRNA ismi FARK
1 mmu-miR-6921-5p 12,57 23 mmu-miR-7070-5p |-2,69
2 mmu-miR-330-3p -8,98 24 mmu-miR-3473f -2,54
3 mmu-miR-152-3p -5,54 25 mmu-miR-423-5p -2,54
4 mmu-miR-6349 -5,52 26 mmu-miR-6980-5p |-2,52
5 mmu-miR-146b-3p -5,44 27 mmu-miR-212-3p -2,48
6 mmu-miR-28a-3p -4,47 28 mmu-miR-7040-5p |-2,47
7 mmu-miR-1981-5p -4,22 29 mmu-miR-324-3p -2,42
8 mmu-miR-339-5p -3,96 30 mmu-miR-185-5p -2,4

9 mmu-miR-669f-5p -3,89 31 mmu-miR-139-3p -2,38
10 mmu-miR-7658-5p -3,53 32 mmu-miR-7653-5p |-2,36
11 mmu-miR-500-3p -3,38 33 mmu-miR-6965-5p |-2,26
12 mmu-miR-503-5p -3,31 34 mmu-miR-27a-5p -2,26
13 mmu-miR-7116-5p -3,27 35 mmu-miR-1934-3p |-2,19
14 mmu-miR-466m-5p -3,13 36 mmu-miR-744-5p -2,18
15 mmu-miR-669m-5p -3,13 37 mmu-miR-326-3p -2,18
16 mmu-miR-700-3p -3,05 38 mmu-mir-465c-2 -2,16
17 mmu-miR-192-5p -3,04 39 mmu-mir-465c-1 -2,16
18 mmu-miR-501-3p -3,03 40 mmu-miR-6898-5p |-2,16
19 mmu-miR-28a-5p -2,91 41 mmu-miR-320-3p -2,16
20 mmu-miR-195a-3p -2,77 42 mmu-miR-132-3p -2,15
21 mmu-miR-194-5p -2,77 43 mmu-miR-23a-5p -2,09
22 mmu-miR-8109 -2,75 44 mmu-miR-532-5p -2,05
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mMiRNA degisimlerinin hicrelerdeki olasi etkilerinin incelenebilmesi amaciyla yapilan
KEGG analizine goére belirlenen miRNA'larin rol oynayabilecekleri hicresel yolaklar
bulunmustur. Yaptigimiz analiz sonuglarinda gosterildigi Uzere, ekspresyonu degisen
miRNA’larin gérev alabilecekleri hlicresel yolaklar, bu yolakta etkileyebilecekleri gen sayisi
ve yolakta rol oynayabilecek miRNA sayisi tablo 14’te belirtilmistir.

Tablo 14. Kontrol+LPS ve Kontrol+LPS+ SAHA gruplari arasindaki miRNA farkliliklarina ait

KEGG yolak analizi (p<0,05)

miRNA
No KEGG yolak p-value Gen Sayisi | sayisl
1 ECM-Reseptoér Etkilesimi 4,90E+02 38 27
2 MAPK Sinyal Yolagi 8,04E+03 123 48

Doymamig Yag asitlerinin

3 Biyosentezi 9,03E+04 13 16
4 Endositoz 3,43E+05 103 41
5 Mucin type O-Glycan Biyosentezi 1,86E+06 13 12
6 TGF-beta Sinyal Yolagi 5,30E+06 42 34
7 PI3K-Akt Sinyal Yolagi 7,59E+06 148 44
8 Aktin iskeletinin Diizenlenmesi 0.0002643855 96 38
9 Focal adhesion 0.0004544868 93 42
10 AMPK Sinyal Yolagi 0.0005254098 61 35

4.5. SAHA'nIn Klasik aktive Makrofaj (M1) fenotipine olan etkileri
Herhangi bir uyari almamis olan kontrol grubu makrofaj huicrelerine SAHA'nin etkileri

incelendikten sonra, daha 6nce M1 fenotipine polarize edilmis makrofaj hicrelerine olan

etkileri incelenmisgtir.
4.5.1 Sitokin salinimlarina olan etkileri

4.5.1.1 IL-12 sitokin salinimina olan etkisi
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Sekil 22. SAHA’nIn M1 deney grubunda IL-12 sitokin salinimina olan etkisi
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M1 fenotipine polarize edilmis makrofajlarda SAHA'nin IL-12 salinimina olan etkisi
incelendiginde, Sekil 22’'de gosterildigi gibi tek basina SAHA muamelesi IL-12 sitokin
saliniminda énemli bir degisiklige neden olmazken, LPS ile birlikte SAHA ile muamele edilen
makrofaj hicrelerinde IL-12 sitokin saliniminin kontrol hiicrelerinin aksine arttigi goéralmustar

ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,17).

4.5.1.2. IL-10 sitokin salinimina olan etkisi
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Sekil 23. SAHA'nin M1 deney grubunda IL-10 sitokin salinimina olan etkisi

M1 fenotipine polarize edilmis makrofajlarda SAHA’nin IL-10 sitokin salinimina olan
etkileri incelendiginde, Sekil 23’de gdsterildigi gibi M1 hicreleri tek basina SAHA ile
muamele edildiginde iL-10 sitokin saliniminda disis oldugu gérilmis ancak bu dusis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p=0,21). Hucreler LPS ve LPS+SAHA ile muamele
edildiginde benzer sekilde IL-10 salinimi diismiis ancak bu azalma da istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir(p=0,25).
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4.5.1.3 SAHA’'nin M1 makrofaj hiicrelerinde IL-1B salinimina olan etkisi
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Sekil 24. SAHA'nin M1 makrofaj hiucrelerinde IL-1 sitokin salinimina olan etkisi

SAHA’nin M1 polarize makrofaj hicrelerinde IL-1f sitokin salinimina olan etkileri
incelendiginde Sekil 24’de goéruldugu gibi tek basina SAHA muamelesinin IL-13 sitokin
salinimini istatistiksel olarak anlamh birgekilde degistirmedidi goérulmuastir(p=0,13). Benzer
sekilde LPS ile muamele edilen M1 makrofajlar ile LPS ve SAHA birlikte muamele edilen
makrofajlardaki IL-1B sitokin salinimi karsilastirildiginda da anlamli bir degisikligin olmadigi

saptanmistir(p=0,18)

4.5.1.4 SAHA’nin M1 makrofaj hucrelerinde TNF-a salinimina olan etkisi
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Sekil 25. M1 makrofajlarinda TNF-a sitokin salinim salinimina olan etkisi

SAHA'nin M1 polarize makrofaj hicrelerinde TNF-a sitokin salinimina olan etkileri
incelendiginde Sekil 25’de goésterildigi gibi M1 makrofajlarinin tek basina SAHA ile muamele
edildiginde M1 makrofajlarina oranla TNF-a sitokin saliniminin distigu gérilmektedir, ancak

bu azalma istatistiksel olarak anlamli buliunmamistir(p=0,08).
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Tek bagina LPS ile muamele edilen M1 makrofajlari ile LPS ve SAHA ile birlikte muamele
edilen M1 makrofajlarindaki TNF-a sitokin salinimi karsilastirildiginda benzer sekilde sitokin
saliniminin  distigd  ancak istatistiksel olarak anlamh  bir dusdslin olmadidi

gorulmustur(p=0,1)

4.5.1.5 SAHA’nin M1 makrofaj hiicrelerinde IL-6 salinimina olan etkisi

M1 makrofajlari Gzerine SAHA’nIn 1I-6 sitokin salinimina olan etkisi incelendiginde,
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Sekil 26. M1 makrofajlarinda IL-6 sitokin salinimina etkisi

SAHA'nin M1 polarize makrofaj hiicrelerinde IL-6 sitokin salinimina olan etkileri
incelendiginde sekil 26’da goruldugu gibi tek bagina SAHA uygulanan M1 makrofajlari ile M1
makrofajlarinin IL-6 salinimlari karsilastirildiginda sitokin saliniminda yaklasik % 40 oraninda
bir azalmanin oldugu goérulmustir. Yaptigimiz istatistiksel analiz sonucunda bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur(p=0,001). Benzer bir sekilde tek bagina LPS
ile muamele edilen M1 makrofaj hicreleri ile LPS ile birlikte SAHA uygulanan hucrelerin IL-6
salinimlar karsilastirildiginda yaklasik %30 oraninda bir azalmanin meydana geldigi

gorilmuas ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur(p=0,001).

4.5.2.SAHA’nin M1 makrofajlarinin hiicre yiuzey belirte¢lerine olan etkisi
SAHA'nin M1 makrofajlarinda CD86 ve CD206 hicre yuzey belirteclerine olan etkileri
incelendiginde;
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Tablo 15. SAHA’nin M1 makrofajlarinda CD86 ve CD206 hicre ylzey belirteglerinin

ekspresyonlarina etkisinin akim sitometrisi analiz sonugclari
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M1 makrofajlari hiicre yuzeylerinde ylksek miktarda CD86 ve dusuk seviyede CD206

ifade etmektedirler. M1 hicrelerine tek basina SAHA muamelesinin yapilmasi hicrelerdeki

yluksek CD86 ifadesine herhangi bir etki yapmamig, ayni sekilde CD206 seviyesini de

degistirmemistir.

M1 makrofajlarina tek basina LPS verilmesi ve LPS ile birlikte SAHA muamelesinin

yapilmasi M1 makrofajlarinda ylksek CD86 seviyesini degistirmemis, ayni sekilde CD 206

seviyesinin de dedismeyerek dusuk seviyede ekspresse olmaya devam ettigi gorulmustir

(Tablo 15).



4.5.3. SAHA’'nin M1 makrofajlarinda gen ekspresyonlari iizerine etkileri

4.5.3.1. M1 makrofajlarinda COX2 mRNA ekspresyon farklari
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Sekil 27. M1 makrofajlarinda Cox2 mRNA ekspresyon farklari

Sekil 27’da gdéruldugi gibi M1 fenotipine polarize edilen makrofajlara tek basina SAHA
verilmesi COX2 mRNA ekspresyonunda herhangi bir degisiklige neden olmadigi
gorulmustur. M1 hucrelerine tek basina LPS ilave edilmesi COX2 mRNA ekspresyonunda
yaklasik iki katlik bir artisa neden olmus, ancak LPS SAHA ile birlikte verildiginde bu artisin
yaklagik bes bucuk katlik bir oranda arttigr gortulmustur. Yaptigimiz istatistiksel analiz

sonucunda bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p=0,04)

4.5.3.2. M1 makrofajlarinda CXCL9 mRNA ekspresyon farklari

CXCL9 Relatif Ekspresyon
degeri
w
o

m1 m1l+saha m1+lps m1l+saha+lps

Sekil 28. M1 makrofajlarinda CXCL9 mRNA ekspresyon farklari

Sekil 28’de gorildugu gibi M1 makrofaj fenotipi icin belirleyici olan CXCL9 kemokini
icin yapilan mRNA ekspresyon analizi sonucunda M1 makrofajlarina tek basina SAHA
uygulanmasi CXCL9 mRNA ekspresyonunun istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttirdigi

g6rilmUstir(p=0,011). M1 makrofajlarina tek basina LPS muamele edilmesi ekspresyonda
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anlamli bir degisiklige neden olmazken, SAHA ile birlikte LPS uygulanmasi yine CXCL9
mMRNA ekspresyonunu anlaml bir sekilde arttirmisir(p=0,0001).

4.5.3.3. M1 makrofajlarinda TNF-a mRNA ekspresyon farklan

2,5

2

Ekspresyon Farki
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Sekil 29. M1 makrofajlarinda TNF-a mRNA ekspresyon farklari

Sekil 29'de goruldugu gibi M1 makrofajlarinda TNF-a mRNA ekspresyon farkliliklar
incelendiginde tek basina SAHA muamelesinin M1 makrofajlarinda TNF-a ekspresyonunu
yaklasik %25 oraninda diglrdigu gorilmastur. Yaptigimiz istatistiksel analiz sonucunda bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gérulmustur (p=0,21).

M1 makrofajlarinin tek bagina LPS ile muamele edilmesi sonucunda TNF-a
ekspresyonu iki kattan fazla bir artis meydana geldigi goérulmugstir. M1 makrofajlari SAHA
varliginda LPS ile muamele edildiginde TNF-a mRNA ekspresyonu istatistiksel olarak anlaml

bir sekilde dugmustur (p=0,005).

4.5.3.4. M1 makrofajlarinda SAHA’nin NOS2 ekspresyonuna etkisi
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Sekil 30. SAHA'nin M1 makrofajlarinda NOS2 mRNA ekspresyonuna olan etkisi
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Sekil 30°de goéraldugu gibi M1 makrofajlarina tek basina SAHA uygulandiginda NOS2
MRNA ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bulunmayan bir artisa neden oldugu
go6rilmustir(p=0,2). M1 makrofajlari tek basina LPS ile muamele edildiginde NOS2
ekspresyonunda 6nemli bir artigin olmadigi gérulmus ancak M1 makrofajlari SAHA ve LPS
ile birlikte muamele edildiginde NOS2 mRNA seviyesinde U¢ kattan fazla bir artigin oldugu

g6rilmus ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p=0,06).

4.5.3.5. M1 makrofajlarinda SAHA’nin Argl ekspresyonuna etkisi
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Sekil 31. M1 makrofajlarinda Argl mRNA relatif ekspresyon degerleri

Sekil 31’de goruldugu gibi M1 makrofajlarinda Argl mRNA seviyeleri incelendiginde
tim gruplarda Argl ekspresyonunun gergeklesmedigi goérilmus olup ekspresyonlarin gok

disik olmasindan dolayi grafik relatif ekspresyon olarak verilmigstir.

4.5.4. miRNA ekspresyon degisimleri

M1 makrofaj hucrelerine polarize edilmis makrofaj hicrelerinde SAHA’nIn
miRNA’larin ekspresyonuna olan etkileri incelendiginde SAHA ile muamele edilen M1
makrofaj hicreleri ile M1 makrofaj hiicreleri arasinda 47 miRNA ekspresyonunun 2 kat veya
daha fazla degistigi gorilmis ve ve bu degisimlere ait scatter plot ve hierarchical clustering
analizleri sekil 32 ’de gosterilmigtir. Ekspresyonu degdisen M1 makrofajlarina  SAHA
muamelesi sonucunda 31 miRNA ekspresyonu diserken (Tablo 16), 15 miRNA ekspresyonu
ise artmigtir (Tablo 17). M1 ve M1 + SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlari
incelendiginde SAHA muamelesi sonucunda ekspresyonu en fazla azalan miRNA'nin 5,29
katlk azalmayla mmu-miR-5099 oldugu, en yuksek oranla ekspresyonu artan miRNA’nin ise

4,99 katlik azalma gosteren mmu-miR-455-3p oldugu gorulmustar.
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Tablo 16. M1-M1+ SAHA deney gruplari arasinda downregtile miRNA’lar ve degisim oranlari

No miRNA Fark
17 mmu-let-7g-5p 2,44
18 mmu-miR-5110 2,38
19 mmu-miR-7118-5p |2,38
20 mmu-miR-183-5p | 2,29
21 mmu-miR-7082-5p |2,27
22 mmu-miR-30d-5p |2,25
23 mmu-miR-15b-5p | 2,22
24 mmu-miR-1195 2,19
25 mmu-miR-1892 2,14
26 mmu-miR-10a-5p |2,13
27 mmu-miR-3473a 2,13
28 mmu-miR-100-5p 2,12
29 mmu-miR-6239 2,09
30 mmu-miR-328-5p 2,08
31 mmu-miR-30b-5p 2,06

M1-M1+ SAHA deney gruplari arasinda upregtile miRNA’lar ve degisim oranlari

No |miRNA Fark
9 mmu-miR-7047-5p -2,57
10 | mmu-miR-7116-5p -2,27
11 | mmu-miR-680 -2,13
12 | mmu-miR-192-5p -2,12
13 | mmu-miR-324-5p -2,07
14 | mmu-miR-28a-5p -2,06
15 | mmu-miR-7018-5p -2,03

No mMiRNA Fark
1 mmu-miR-5099 5,29
2 mmu-let-7f-5p 5,06
3 mmu-miR-30c¢-5p 4,62
4 mmu-miR-7653-5p |4,53
5 mmu-miR-674-3p 45
6 mmu-miR-30e-5p 4,35
7 mmu-miR-5107-5p | 3,72
8 mmu-miR-6923-5p | 3,67
9 mmu-miR-6980-5p |3,35

10 mmu-miR-1931 3,08

11 mmu-miR-1895 2,85

12 mmu-miR-3104-5p 2,83

13 mmu-miR-7081-5p | 2,66

14 mmu-miR-6368 2,63

15 mmu-miR-7671-3p |2,63

16 mmu-miR-92a-3p 2,59

Tablo 17.

No mMiRNA Fark
1 mmu-miR-455-3p  |-4,99
2 mmu-miR-6349 -3,81
3 mmu-miR-7686-5p |-3,53
4 mmu-miR-28a-3p  |-3,21
5 mmu-miR-194-5p |-3,17
6 mmu-miR-200c-3p |-2,94
7 mmu-miR-3620-5p |-2,65
8 mmu-miR-671-5p  |-2,63
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Sekil 32. M1 ve M1+SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlarina ait Scatter plot ve

Hierarchical Clustering analizleri.
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M1 makrofaj hucrelerinin SAHA ile muamele edilmesi sonucunda ekspresyonlari
degisen miRNA’larin olasi hucresel etkilerinin belirlenebilmesi icin KEGG vyolak analizi
gerceklestiriimis olup, yaptigimiz analiz sonuglarinda gosterildigi Gzere, ekspresyonu degisen
miRNA’larin gérev alabilecekleri hlicresel yolaklar, bu yolakta etkileyebilecekleri gen sayisi
ve yolakta rol oynayabilecek miRNA sayisi Tablo 18’de belirtilmistir.

Tablo 18. M1 ve M1+SAHA gruplari arasindaki miRNA farkliliklarina ait KEGG yolak analizi
(p=<0,05)

Gen miRNA

No KEGG yolak p-value Sayisi sayisl
1 ECM-Reseptoér Etkilesimi 1,38E+00 37 28

2 PI13K-Akt Sinyal Yolagi 1,15E+05 148 39

3 Mucin type O-Glycan Biyosentezi | 7,56E+05 12 16

4 Aktin iskeletinin dizenlenmesi 7,56E+05 96 33

5 Focal adhesion 7,56E+05 91 34

6 MAPK Sinyal Yolag! 8,27E+06 106 38

7 Adherens junction 0.000740508490231 | 34 27

8 AMPK Sinyal Yolagi 0.00175521410805 |57 36

9 TNF Sinyal Yolagi 0.0103560728876 |42 28

10 Ubiquitin Aracili Proteolizis 0.0103560728876 60 32

11 Whnt Sinyal Yolagi 0.0190943530861 |58 31

4.5.4. 2 M1+LPS - M1+LPS+ SAHA deney gruplar arasindaki miRNA ekspresyon
farkliliklan

M1 makrofaj fenotipine donlsturdlmis hicre grubuna ek olarak LPS ile muamele
ediimesi ve LPS ile birlikte SAHA ile muamele edilmesi sonucunda miRNA
ekspresyonlarinda meydana gelen farklliklar incelendiginde 82 miRNA ekspresyonunun 2
kat veya daha fazla oranla degistidi gorulmis ve bu degisimlere ait scatter plot ve
hierarchical clustering analizleri sekil 33'de gdsterilmistir. SAHA muamelesi sonucunda 3
miRNA ekspresyonu duserken (Tablo 19) 79 miRNA ekspresyonu ise arttigi (Tablo 20)
gorulmustir. M1+LPS deney grubu SAHA ile muamele edildiginde ekspresyonu enfazla
azalan miRNA 2,21 katlik azalmayla mmu-mir-3068 ekspresyonu en fazla artan miRNA ise
6,34 kat artisla mmu-miR-194-5p olarak bulunmustur.

Tablo 19. M1+LPS-M1+LPS+ SAHA deney gruplari arasinda downregule miRNA’lar ve

degdisim oranlari

No Mirna Fark
1 mmu-mir-3068 2,21
2 mmu-miR-6984-5p | 2,09
3 mmu-miR-5099 2
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Tablo 20. M1+LPS-M1+ LPS+SAHA deney gruplari arasinda upregile miRNA’lar ve degisim

oranlari
No Mirna Fark
1 mmu-miR-194-5p |-6,34
2 mmu-miR-706 -5,71
3 mmu-miR-30b-5p |-4,12
4 mmu-miR-3620-5p |-3,78
5 mmu-miR-760-3p |-3,73
6 mmu-miR-362-5p |-3,72
7 mmu-miR-330-3p |-3,44
8 mmu-miR-181b-5p |-3,32
9 mmu-miR-378d -3,15
10 mmu-miR-186-3p |-3,06
11 mmu-miR-28a-5p |-3,05
12 mmu-miR-25-3p -3,01
13 mmu-miR-335-5p |-2,9
14 mmu-miR-695 -2,88
15 mmu-miR-6965-5p |-2,81
16 mmu-miR-192-5p |-2,81
17 mmu-mir-361 -2,79
18 mmu-miR-669f-5p |-2,79
19 mmu-miR-1192 -2,76
20 mmu-miR-7023-5p |-2,69
21 mmu-miR-3102-5p |-2,61
22 mmu-miR-7005-5p |-2,58
23 mmu-miR-5615-3p |-2,55
24 mmu-mir-8101 -2,54
25 mmu-miR-21a-5p |-2,52
26 mmu-let-7f-5p -2,5
27 mmu-miR-351-5p |-2,48
28 mmu-miR-680 -2,46
29 mmu-miR-20b-5p [-2,46
30 mmu-let-7g-5p -2,44
31 mmu-miR-7682-3p |-2,42
32 mmu-miR-744-5p |-2,42
33 mmu-miR-7007-5p |-2,39
34 mmu-mir-365-2 -2,34
35 mmu-miR-483-5p |-2,34
36 mmu-miR-7036-5p |-2,31
37 mmu-miR-8095 -2,3
38 mmu-miR-466i-5p |-2,26
39 mmu-miR-6911-5p |-2,25
40 mmu-miR-423-5p [-2,25

No Mirna Fark
41 mmu-miR-7116-5p -2,22
42 mmu-miR-7085-5p -2,22
43 mmu-miR-28a-3p -2,22
44 mmu-mir-7654 -2,21
45 mmu-miR-7018-5p -2,21
46 mmu-miR-7661-5p -2,2
47 mmu-miR-6946-5p -2,18
48 mmu-miR-6408 -2,18
49 mmu-miR-8093 -2,17
50 mmu-miR-7027-5p -2,17
51 mmu-miR-4660-3p -2,16
52 mmu-mir-466j -2,15
53 mmu-miR-7078-3p -2,15
54 mmu-miR-466f-3p -2,15
55 mmu-miR-6937-5p -2,14
56 mmu-miR-344g-3p -2,14
57 mmu-miR-466h-3p -2,14
58 mmu-miR-669c¢-3p -2,14
59 mmu-mir-1839 -2,11
60 mmu-miR-24-2-5p -2,11
61 mmu-mir-677 -2,1
62 mmu-let-7k -2,1
63 mmu-mir-703 -2,09
64 mmu-miR-7088-5p -2,07
65 mmu-miR-667-5p -2,07
66 mmu-miR-182-5p -2,07
67 mmu-mir-200a -2,06
68 mmu-miR-7212-5p -2,06
69 mmu-miR-669p-3p -2,06
70 mmu-miR-21c -2,05
71 mmu-miR-5132-5p -2,05
72 mmu-miR-26a-5p -2,05
73 mmu-mir-8099-2 -2,04
74 mmu-mir-8099-1 -2,04
75 mmu-mir-3960 -2,02
76 mmu-miR-764-3p -2,02
77 mmu-miR-155-5p -2,02
78 mmu-miR-216¢-5p -2,01
79 mmu-miR-6969-5p -2
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Sekil 33. M1+LPS ve M1+LPS+ SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlarina ait

Scatter plot ve Hierarchical Clustering analizleri.



ve yolakta rol oynayabilecek miRNA sayisi tablo 21’ de belirtilmigtir.
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M1+LPS makrofaj hicrelerinin SAHA ile muamele edilmesi sonucunda ekspresyonlari
degisen miRNA’larin olasi hlcresel etkilerinin belirlenebilmesi icin KEGG yolak analizleri
gerceklestirilmigtir. Yaptigimiz analiz sonuglarinda gosterildigi Uzere, ekspresyonu degisen
miRNA’larin gérev alabilecekleri hlicresel yolaklar, bu yolakta etkileyebilecekleri gen sayisi

Tablo 21. M1+LPS ve M1+LPS +SAHA gruplari arasindaki miRNA farkliliklarina ait KEGG
yolak analizi (p<0,05)

Gen miRNA
No KEGG yolak p-value Sayisi sayisl
1 MAPK Sinyal Yolagi 9,65E+01 148 59
2 ECM-Reseptér Etkilesimi 1,37E+05 53 50
3 Endocytosis 7,85E+05 128 63
4 Wnt Sinyal Yolagi 1,79E+06 88 56
Doymamig Yag asitlerinin
5 biyosentezi 1,80E+06 15 19
6 Aktin iskeletinin Diizenlenmesi 4,44E+06 125 58
7 Phosphatidylinositol Sinyal Yolagi 6,53E+05 51 46
8 PI3K-Akt Sinyal Yolagi 7,37E+06 190 65
9 cAMP Sinyal Yolagi 8,33E+06 116 59
0.00014098318498
10 Adherens junction 4 49 40
0.00047558430482
11 TNF Sinyal Yolagi 3 65 48

4.6. SAHA’nin M2 makrofaj hiicrelerine olan etkileri

4.6.1. SAHA’nin M2 makrofaj hiicre gruplarinda sitokin salinimlarina olan etkileri

4.6.1.1. IL-12 sitokin salinimina etkisi
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Sekil 34. SAHA'nin M2 makrofajlarinda IL-12 salinimina olan etkileri
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M2 fenotipine donustirilen hicrelerde IL-12 sitokin salinimlari ELISA yontemi ile
incelendiginde, Sekil 34’de goruldigu gibi, M2 makrofajlarinda IL-12 sitokin salinimininin ¢gok
dislk seviyede oldugu goriimuistir. M2 makrofajlarina tek basina SAHA muamelesi
yapildiginda IL-12 sitokin saliniminda istatistiksel olarak anlamli bir degisikligin olmadigi

gorulmustur (p=0,12).

M2 makrofajlarina tek bagina LPS muamelesi yapildiginda IL-12 sitokin saliniminin
arttigi goérulmustur. M2 makrofajlarina SAHA varliginda LPS uygulandiginda ise IL-12 sitokin
salinimi sadece LPS muamelesi yapilan gruba oranla azaldigi gorilmis ve bu azalig

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,01).

4.6.1.2. 1L-10 sitokin salinimina etkisi
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Sekil 35. SAHA'nin M2 makrofajlarinda IL-10 salinimina olan etkileri

M2 polarize makrofaj hucreleri tzerine SAHA’nin IL-10 sitokin salinimina olan etkileri
incelendiginde Sekil 35'de goruldigu gibi hem tek basina SAHA muamelesi yapilan
hicrelerde hem de LPS ve SAHA birlikte muamele edilen hiicrelerde iL-10 sitokin salinimi

uzerine SAHA'nin 6nemli farklilik olusturmadigi géralmagtar.
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4.6.1.3. IL-1B sitokin salinimina olan etkisi
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Sekil 36. SAHA'nin M2 makrofajlarinda IL-13 salinimina olan etkileri

M2 makrofajlarinda IL-1 sitokin salinimlari incelendiginde Sekil 36’da goéruldugu gibi,
M2 makrofajlarinda IL-1B sitokin saliniminin ¢ok dusuk seviyede oldugu goérdlmastir. M2
makrofajlarina tek basina SAHA muamelesi yapildidinda sitokin seviyesinin arttigi ve bu

artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu gérulmistir (p=0,0002)

M2 makrofajlari tek bagina LPS ile muamele edildiginde IL-1B seviyesinde dnemli bir
farkin olmadigi goérulmis ancak M2 makrofajlari SAHA varlidinda LPS ile muamele
edildiginde sitokin seviyesinde dnemli bir artisin oldugu gértlmustir ve bu artigin istatistiksel

olarakta anlamli oldugu hesaplanmigtir (p=0,0001).

4.6.1.4. TNF-a sitokin salinimina etkisi
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Sekil 37. SAHA’nIn M2 makrofajlarinda TNF-a salinimina olan etkileri
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Sekil 37’ gosterildigi gibi, M2 makrofajlarinda TNF-a sitokin salinimlari incelendiginde
M2 makrofajlarinin TNF-a sitokin salinimini gerceklestirmedigi ve hucrelerin tek basina
SAHA ile muamele edilmesinin TNF-a saliniminda énemli bir degisiklige neden olmadigi

gorulmustur (p=0,2).

M2 makrofajlarinin tek basina LPS ile muamele edilmesi TNF-a salinimini énemli
Olgude arttirdigi gorulmustur. M2 makrofajlart SAHA varlidinda LPS ile muamele edildiginde
ise TNF-a saliniminin belirgin bir sekilde azaldigi gorulmus ancak bu azalmanin istatistiksel

olarak anlamli olmadigi hesaplanmigtir (p=0,09).

4.6.1.5. IL-6 sitokin salinimina etkisi
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Sekil 38. SAHA'nin M2 makrofajlarinda IL-6 salinimina olan etkileri

M2 makrofajlarinda IL-6 sitokin salinimi ELISA ydntemi ile arastirildiginda Sekil 38’de
goruldiugu gibi, M2 fenotipindeki hucrelerin IL-6 salinimi ¢ok dusuk seviyede
gercgeklestirdikleri gortimuagstir. M2 hucrelerinin sadece SAHA ile muamele edilmesi IL-6
saliniminda herhangi bir degisiklige neden olmazken M2 hucrelerinin tek bagsina LPS ile

muamele edilmesi IL-6 saliniminda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmustur.

SAHA varliginda LPS ile muamele edilen M2 hicrelerinin IL-6 sitokin salinimi tek
basina LPS ile muamele edilen M2 hicreleri ile karsilastirildiginda belirgin bir azalmanin
oldugu goérilmis ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur
(p=0,001).

4.6.2. SAHA’nin M2 makrofajlarinin hiicre yiizey belirteclerine olan etkisi
SAHA’nin M2 makrofajlarinda CD86 ve CD206 hlcre yuzey belirteclerine olan etkileri

incelendiginde;



Tablo 22. M2 hicrelerinde SAHA'nin CD86 ve CD206 hicre yuzey belirteclerinin

ekspresyonlarina etkisinin akim sitometrisi analiz sonuglari
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Tablo 22’de gdéruldugia gibi CD86 ve CD206 hucre ylzey belirteglerinin ifadelerine
bakildiginda M2 hicrelerinde baskin olarak CD206 hiicre ylzey belirtecinin ifade oldugu
gorulmektedir. M2 hicreleri tek bagina SAHA ile muamele edildiginde CD 206 ve CD86 her
ikisinin de ifade edildigi goralmuastar. M2 hucreleri tek bagina LPS ile muamele edildiginde
benzer bir sekilde hucrelerin hem CD86 hem de CD206 ifadesinin oldugu goriimugtar.
Hucreler SAHA varliginda LPS ile muamele edildiginde ilging bir bicimde CD206 ifadesinin
azaldigi ve baskin bir sekilde CD86 ifadesinin gerceklestigi gérulmagtir.

4.6.3.M2 hiicrelerinde SAHA’nin mRNA ekspresyonlarina olan etkileri

4.6.3.1 COX2 ekspresyonuna etkisi
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Sekil 39. SAHA’nIn M2 makrofajlarinda COX2 mRNA ekspresyonuna olan etkisi

Sekil 39 ’'de goéruldugu gibi M2 makrofaj hicrelerinde COX2 ekspresyonu
incelendiginde M2 makrofajlarinda COX2 ekspresyonunun olmadigi goérulmdastar. M2
hicrelerine tek basina SAHA veriimesi COX2 ekspresyonunu yaklasik 6 kat arttirdigi
gOrulmustir ve bu artis istatistiksel olarak anlamh bulunmustur(p=0,01). M2 hicrelerine tek
basina LPS verilmei COX2 ekspresyonunu énemli oranda arttirmis SAHA varliginda LPS
verildiginde bu artisin daha fazla gergeklestigi bulunmus ancak bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (p=0,4).
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4.6.3.2. CXCL9 ekspresyon degisimi

CXCL9 Relatif ekspresyon
degeri

m?2 m2+saha m2+lps m2+saha+lps

Sekil 40. SAHA'nin M2 makrofajlarinda CXCL9 mRNA ekspresyonuna olan etkisi

Sekil 40’de goéruldugu gibi yaptigimiz real-time PCR analizleri sonucunda M2
makrofaj deney gruplarinin hi¢ birinde CXCL9 mRNA ekspresyonunun gerceklesmedigi

gOralmistar.

4.6.3.3. TNF-a ekspresyon degisimi
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Sekil 41. SAHA'nin M2 makrofajlarinda TNF-a mRNA ekspresyonuna olan etkisi

Sekil 41’'de goéruldugu gibi M2 polarize makrofaj hicrelerinde TNF-a ekspresyon
degisimi incelendiginde M2 hucrelerinin ¢gok dusuk miktarda TNF-a ekspresyonu gosterdikleri
gorilmastur. Tek basina SAHA muamelesi TNF-a ekspresyonunu yaklasik alti kat arttirdigi
gorulmustar. Yaptigimiz istatistiksel analiz sonucunda bu artisin anlamh oldugu bulunmustur
(p=0,003).

M2 hucrelerine tek basina LPS muamelesinin yapiimasi TNF-a ekspresyonunu
O6nemli dlgtde arttirmistir ancak SAHA ve LPS M2 hicrelerine beraber uygulandiginda TNF-
a ekspresyonu sadece LPS ile muamele edilen hiicrelere orala yaklasik olarak %50 azalmig

ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,09).
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4.6.3.4 M2 makrofajlarinda NOS2 mRNA ekspresyon farklari
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Sekil 42. SAHA'nin M2 makrofajlarinda NOS2 mRNA ekspresyonuna olan etkisi

Sekil 42’de goérlldigu gibi M2 hucrelerinde NOS2 ekspresyon degisimi
incelendiginde; M2 polarize hucrelerin ¢ok dusuk miktarda NOS2 eksprese ettikleri
bulunmustur. M2 hicrelerinin tek basina SAHA ile muamele edilmesi NOS2 ekspresyonunda

herhangi bir fark olusturmadigi izlenmigtir.

M2 hucrelerine tek basina LPS verilmesi NOS2 ekspresyonunu onemli odlglde
arttirmig, M2 hacrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandiginda ise NOS2 ekspresyonunun
yaklasik olarak iki kat daha fazla arttigi goériimuis ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 hesaplanmistir (p=0,2)

4.6.3.5. M2 makrofajlarinda Argl mRNA ekspresyon farklari
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Sekil 43. SAHA’nIn M2 makrofajlarinda Argl mRNA ekspresyonuna olan etkisi
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Sekil 43’'de goériuldigu gibi Kontrol, M1 ve M2 deney gruplarinda Argl ekspresyonu ile
karsilastiriidiginda en ylksek ekspresyon oraninin M2 makrofajlarinda oldugu bulunmustur.
Sekil 43'de gosterildigi gibi M2 makrofaj hucreleri tek basina SAHA ile muamele edildiginde
Arg1 ekspresyonu yaklasik olarak %80 dustugl gdzlenmistir, ancak yaptigimiz istatistiksel
analizler sonucunda bu azalmanin anlamli olmadigi bulunmustur (p=0,06). M2 hucrelerinin
tek basina LPS ile muamele edilmesi sonucunda Argl ekspresyonu 6nemli dlgide artmigtir
ancak M2 hacrelerinin LPS ve SAHA ile birlikte muamele edilmesi sonucunda ise ilging
olarak Argl ekspresyonunda buyuk bir disls gortilmis ve bu disus istatistiksel olarak

anlaml bulunmustur (p=0,04).
4.6.4. SAHA'nin M2 polarize makrofaj hiicrelerinin miRNA ekspresyonlarina etkisi

4.6.4.1. M2 ve M2+SAHA deney gruplari arasindaki miRNA ekspresyon farkliliklari

M2 makrofaj hucrelerine polarize edilmis makrofaj hicrelerinde SAHA’nIn
miRNA’larin ekspresyonuna olan etkileri incelendiginde SAHA ile muamele edilen M2
makrofaj hicreleri ile M2+SAHA makrofaj hiicreleri arasinda 101 miRNA ekspresyonunun 2
kat veya daha fazla degistigi goruimugstir (Sekil 44). M2 makrofajlarina SAHA muamelesi
sonucunda 28 miRNA ekspresyonu duserken (Tablo 23) 73 miRNA ekspresyonu ise artmistir
(Tablo 24). M2 ve M2 + SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlari incelendiginde
SAHA muamelesi sonucunda ekspresyonu en fazla azalan miRNA’'nin 3,02 katlik azalmayla
mmu-mir-465c-1 oldugu, en yuksek oranla ekspresyonu artan miRNA'nin ise 6,64 katlik artig

gOsteren mmu-miR-146b-5p oldugu gortulmustur.

Tablo 23. M2-M2+ SAHA deney gruplari arasinda downregile miRNA’lar ve degisim oranlari

No miRNA Fark No |miRNA Fark
1 mmu-mir-465c-1 3,02 15 | mmu-miR-6978-5p |2,06
2 mmu-mir-465c-2 3,02 16 mmu-miR-150-5p 2,04
3 mmu-miR-96-3p 2,93 17 | mmu-miR-6925-5p |2,04
4 mmu-miR-188-5p 2,66 18 mmu-miR-6979-3p 2,04
5 mmu-miR-351-5p 2,54 19 mmu-mir-6983 2,04
6 mmu-mir-466b-3 2,43 20 mmu-miR-1946b 2,01
7 mmu-miR-195a-3p 2,36 21 mmu-mir-8099-1 2,01
8 mmu-miR-7662-3p 2,36 22 mmu-mir-8099-2 2,01
9 mmu-miR-467e-5p 2,32 23 |mmu-miR-7028-5p |2
10 mmu-miR-203-3p 2,26 24 mmu-mir-188 2
11 mmu-miR-7686-5p 2,14 25 mmu-mir-204 2
12 mmu-miR-344d-2-5p [2,11 26 mmu-mir-743a 2
13 mmu-miR-455-3p 2,1 27 | mmu-mir-669g 2
14 mmu-mir-6546 2,1 28 mmu-mir-7039 2




Tablo 24. M2-M2+ SAHA deney gruplari arasinda upregule miRNA'lar ve degisim oranlari

No mMiRNA Fark No |miRNA Fark
1 mmu-miR-146b-5p -6,64 37 | mmu-miR-6956-5p -2,26
2 mmu-miR-132-3p -4,22 38 | mmu-miR-5617-5p -2,26
3 mmu-miR-7653-5p -4,21 39 | mmu-miR-1249-5p -2,24
4 mmu-miR-6909-5p -4,21 40 | mmu-miR-1983 -2,21
5 mmu-miR-6949-5p -3,98 41 | mmu-miR-8102 -2,18
6 mmu-miR-3968 -3,89 42 | mmu-miR-3473a -2,18
7 mmu-miR-7666-3p -3,72 43 | mmu-miR-711 -2,18
8 mmu-miR-29a-3p -3,65 44 | mmu-miR-3547-5p -2,17
9 mmu-miR-7671-3p -3,42 45 | mmu-mir-182 -2,15
10 mmu-miR-7085-5p -3,42 46 | mmu-miR-6968-5p -2,11
11 mmu-miR-6954-5p -3,34 47 | mmu-miR-149-5p -2,11
12 mmu-miR-210-3p -3,33 48 | mmu-miR-574-5p -2,1
13 mmu-miR-30b-5p -3,14 49 | mmu-miR-1192 -2,07
14 mmu-miR-6953-5p -3,09 50 |mmu-miR-692 -2,07
15 mmu-miR-7648-3p -3,07 51 |[mmu-miR-1893 -2,06
16 mmu-miR-5620-5p -2,93 52 | mmu-miR-421-3p -2,06
17 mmu-miR-762 -2,89 53 | mmu-miR-211-3p -2,05
18 mmu-miR-3104-5p -2,86 54 | mmu-miR-183-5p -2,05
19 mmu-miR-328-5p -2,86 55 | mmu-mir-6236 -2,04

20 mmu-miR-2137 -2,81 56 | mmu-mir-3970 -2,04

21 mmu-miR-155-5p -2,8 57 | mmu-miR-6981-5p -2,04

22 mmu-miR-30c-5p -2,78 58 | mmu-miR-3059-5p -2,04

23 mmu-miR-7235-5p -2,73 59 | mmu-miR-7b-3p -2,04

24 mmu-miR-6944-5p -2,68 60 | mmu-miR-200c-3p -2,04

25 mmu-miR-700-3p -2,62 61 | mmu-mir-5619 -2,01

26 mmu-miR-185-5p -2,59 62 | mmu-miR-7675-3p -2,01

27 mmu-miR-6931-5p -2,56 63 | mmu-miR-6954-3p -2,01

28 mmu-miR-378b -2,54 64 | mmu-miR-6912-5p -2,01

29 mmu-miR-667-3p -2,53 65 | mmu-miR-742-5p -2,01

30 mmu-miR-195a-5p -2,44 66 | mmu-mir-7222 -2

31 mmu-miR-3101-3p -2,43 67 | mmu-miR-6769b-5p |-2

32 mmu-miR-6980-5p -2,4 68 | mmu-let-7k -2

33 mmu-miR-7036b-3p -2,38 69 | mmu-miR-3080-5p |[-2

34 mmu-miR-7119-5p -2,32 70 | mmu-miR-19b-1-5p |-2

35 mmu-miR-7658-5p -2,3 71 |mmu-miR-92a-2-5p |-2

36 mmu-mir-7003 -2,26 72 | mmu-miR-27a-5p -2
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Sekil 44. M2 ve M2+SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlarina ait Scatter plot ve

Hierarchical Clustering analizleri.(kirmizi renk tonu ylksek ekspresyonu, yesil renk tonu

dislk ekspresyonu gostermektedir)
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M2 makrofaj hucrelerinin SAHA ile muamele edilmesi sonucunda ekspresyonlari
degisen miRNA’larin olasi hicresel etkilerinin belirlenebilmesi icin  KEGG analizleri
gerceklestiriimis ve tablo 25 de belirtilmistir.

Tablo 25. M2 ve M2 +SAHA grubuna ait KEGG yolak analizi

Gen |[miRNA
No KEGG yolak p-value Sayisi | sayisi
1 ECM-Reseptor Etkilesimi 7,23E-24 52 48
2 Focal adhesion 8,88E+03 124 63
3 Adherens junction 1,29E+06 48 44
4 Endocytosis 2,86E+06 115 56
5 PI3K-Akt Sinyal Yolagi 3,79E+06 178 61
6 Notch Sinyal Yolagi 4,93E+05 35 32
7 AMPK Sinyal Yolagi 4,93E+05 73 54
8 MAPK Sinyal Yolagi 4,93E+05 132 62
9 Mucin type O-Glycan Biyosentezi 0.000235727263059 | 14 20
10 Aktin Hiicre iskeltinin Diizenlenmesi | 0.000663078604426 | 109 62
Leukocyte transendothelial
11 Migrasyonu 0.00181936161931 |65 50

4.6.4.2 M2+LPS ve M2+SAHA+LPS deney gruplan arasindaki miRNA ekspresyon
farkhiliklar

M2+LPS deney grubu hicrelerinde SAHA’nin miRNA’larin ekspresyonuna olan
etkileri incelendiginde SAHA ile muamele edilen M2+LPS makrofaj hucreleri ile M2+LPS+
SAHA makrofaj hicreleri arasinda 42 miRNA ekspresyonunun 2 kat veya daha fazla
degistigi gorulmuagstar(Sekil 45). M2+LPS makrofajlarina SAHA muamelesi sonucunda 15
miRNA ekspresyonu duserken(Tablo 26) 27 miRNA ekspresyonu ise artmistir (Tablo 27).
M2+LPS ve M2 +LPS+ SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlari incelendiginde
SAHA muamelesi sonucunda ekspresyonu en fazla azalan miRNA'nin 7,71 katlik azalmayla
mmu-miR-1946b oldugu, en yuksek oranla ekspresyonu artan miRNA’nin ise 4,13 katlik artig

gOsteren mmu-miR-744-5p oldugu gorulmustar.
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Tablo 26. M2+LPS - M2+LPS+SAHA deney gruplari arasinda downregile miRNA’lar ve

degisim oranlari

No miRNA Fark No |miRNA Fark
1 mmu-miR-1946b 7,71 9 mmu-miR-877-5p 2,22
2 mmu-miR-1946a 6,64 10 | mmu-miR-5100 2,17
3 mmu-miR-125a-5p 3,2 11 | mmu-miR-467b-3p 2,13
4 mmu-miR-6923-5p 3,18 12 mmu-miR-6769b-5p 2,12
5 mmu-miR-106a-5p 2,72 13 | mmu-mir-26a-1 2,07
6 mmu-miR-1931 2,68 14 | mmu-miR-5625-5p 2,05
7 mmu-miR-328-5p 2,62 15 | mmu-miR-423-5p 2,03
8 mmu-miR-6906-5p 2,57

Tablo 27. M2+LPS - M2+LPS+SAHA deney gruplari arasinda upreglile miRNA’lar ve

degisim oranlari

No mMiRNA Fark No |[miRNA Fark
1 mmu-miR-346-3p -2,01 15 | mmu-miR-1949 -2,47
2 mmu-miR-674-3p -2,01 16 mmu-miR-182-5p -2,49
3 mmu-miR-532-5p -2,02 17 | mmu-miR-7686-5p -2,51
4 mmu-miR-574-5p -2,02 18 | mmu-miR-211-3p -2,6

5 mmu-miR-712-5p -2,03 19 mmu-miR-27b-3p -2,66
6 mmu-miR-677-3p -2,04 20 | mmu-miR-320-3p -2,76
7 mmu-miR-680 -2,05 21 mmu-miR-151-3p -2,89
8 mmu-miR-378d -2,12 22 | mmu-mir-5133 -3,3

9 mmu-miR-425-5p -2,15 23 mmu-miR-139-5p -3,37
10 mmu-miR-361-5p -2,21 24 | mmu-miR-185-5p -3,79
11 mmu-miR-500-3p -2,21 25 |mmu-miR-7116-5p -3,79
12 mmu-miR-690 -2,42 26 | mmu-miR-181b-5p -3,84
13 mmu-miR-3535 -2,45 27 | mmu-miR-744-5p -4.13
14 mmu-miR-7033-5p -2,46
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Sekil 45. M2+LPS ve M2+LPS+ SAHA deney gruplarinda miRNA ekspresyonlarina ait

Scatter plot ve Hierarchical Clustering analizleri.
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M2+LPS makrofaj hlcrelerinin SAHA ile muamele edilmesi sonucunda ekspresyonlari
degisen miRNA’larin olasi hicresel etkilerinin belirlenebilmesi icin KEGG analizleri
gerceklestiriimis ve tablo 28’de belirtiimigtir.

Tablo 28. M2+LPS ve M2+LPS+SAHA deney gruplarina ait KEGG yolak analizi

Gen miRNA

No |KEGG yolak p-value Sayisi sayisl
1 | ECM-Reseptor Etkilesimi 8,16E-04 43 24

2 | Yag asiti Biyosentezi 2,76E-01 5 6

3 Focal adhesion 7,46E+04 103 35

4 | Phosphatidylinositol Sinyal Yolagi |8,30E+05 43 26

5 | ErbB signaling Sinyal Yolagi 1,57E+05 44 30

6 | MAPK signaling Sinyal Yolagi 1,61E+06 116 36

7 | PIBK-Akt signaling Sinyal Yolagi 2,98E+06 152 36

8 | Wnt signaling Sinyal Yolagi 4,73E+06 69 31

Aktin Hucre Iskeltinin

9 |Duzenlenmesi 5,86E+06 98 35

10 | Endocytosis 7,86E+06 101 33

11 | Adherens junction 0.000196922475657 | 39 23

12 | AMPK Sinyal Yolagi 0.000301271346939 |61 29

4.7. miRNA EKSPRESYONLARININ KARSILASTIRMALI ANALIZzi
SAHA’nin miRNA ekspresyonlarina olan etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi igin hem

ayni grup icinde hem de gruplar arasinda ortak miRNA’lar arastiriimigtir.
Kontrol hicrelerinde;

Kontrol grubu hicrelerinde SAHA’nin  miRNA ekspresyonuna olan etkilerinin
arastirilabilmesi ve olasi hiicresel yolaklar Uzerine etkilerinin arastirilabilmesi igin kontrol,
Kontrol+LPS, Kontrol+SAHA, Kontrol+SAHA+LPS hicrelerinde miRNA ekspresyonlari
karsilastiriimistir. Yapmis oldugumuz karsilastirma sonucunda miRNA’lar bes ana baslk
altinda toplanmistir, bunlar; LPS varliginda artan ancak SAHA varlidinda disen, LPS
varliginda azalan ancak SAHA varliginda artan, sadece SAHA ve LPS varlidinda artan,
SAHA ve LPS varliginda azalan ve son olarak LPS ile ekspresyonu artan SAHA varliginda
ekspresyonu pozitif korele sekilde artan miRNA’lar.

Kontrol grubunda bulunan miRNA’lar Tablo 29 da gdsterildigi gibidir.
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Tablo 29. Kontrol grubu hicrelerinde karsilastirmali miRNA ekspresyon analizi

Lps ile ekspresyonu artmig

SAHA azaltmis mmu-mir-125a-5p, mmu-mir-21a-5p

Lps ile ekspresyonu azalmis mmu-mir-23a-5p, mmu-mir-503-5p, mmu-mir-339-5p,

SAHA arttirmis mmu-mir-1934-3p, mmu-mir-7116-5p, mmu-mir-6921-
5p, mmu-mir-6980-5p

Lps ile ekspresyonu artmig mmu-mir-194-5p, mmu-mir-132-3p, mmu-mir-501-3p,

SAHA ile daha artmig mmu-mir-212-3p, mmu-mir-28a-5p

mmu-mir-324-3p , mmu-mir-744-5p , mmu-mir-27a-5p ,
mmu-mir-6965-5p , mmu-mir-320-3p , mmu-mir-6349 ,
SAHA ve Ips ile ekspresyonu mmu-mir-700-3p , mmu-mir-192-5p , mmu-mir-669f-5p ,

artmis mmu-mir-669m-5p , mmu-mir-466m-5p , mmu-mir-152-
3p , mmu-mir-146b-3p , mmu-mir-28a-3p , mmu-mir-
330-3p

SAHA ve Ips ile ekspresyonu
azalmig mmu-mir-19a-3p, mmu-mir-92a-3p

Yaptigimiz karsilastirmali analiz sonucunda SAHA’nin kontrol grubu makrofaj
hicrelerinde LPS uyarimina yanitta farklihk olusturmasini saglaya bilecek 32 miRNA
belirlenmistir. Bu miRNA’larin rol oynayabilecekleri olasi hlicresel yolaklarin belirlenebilmesi
amaciyla ortak yolakta rol oynayan genleri hedefleyen miRNA’larin zenginlestiriimis analizi
olan (gen union) KEGG yolak analizi yapilmis ve sonuclar Tablo 30’ da analize ait heatmap

analizi Sekil 46’da gosterilmistir.

Tablo 30. Kontrol grubu hicrelerine ait KEGG yolak analizi

No Kegg yolak P degeri Etkilenen gen miRNA sayisi
sayisli
1 ESM reseptor etkilesimi 6.776779222e- | 32 19
10
2 MAPK sinyal yolagi 1,15e-06 99 29
3 PI3K-AKT sinyal yolagi 0,0002 118 28
4 Endositoz 0,00072 78 25
5 TGF-beta sinyal yolagi 0,0018 35 24
6 TNF sinyal yolagi 0,026 31 22
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Sekil 46. Kontrol grubuna ait ortak miRNA’lara ait Kegg yolak heatmap analizi (Diana.com)



M1 Makrofaj Hiicrelerinde:

M1 makrofaj hicreleri deney grubunda SAHA'nin etkilerinin anlagilabilmesi igin
yapilan karsilastirmali ekspresyon analizi sonucu ekspresyonu degisen miRNA’lar tablo 31
de gosterildigi gibi bulunmustur. Ekspresyonu degisen miRNA’larin rol alabilecekleri hiicresel
yolaklarin belirlendigi kegg yolak analizi Tablo 32'de ve heatmap analizi Sekil 47'de

g6rildugu gibi bulunmustur.

Tablo 31. M1 makrofajlarinda SAHA’nin MiRNA ekspresyonlarina olan etkilerinin

karsilastirmali analizi..

SAHA ile ekspresyonu artmis

mmu-mir-28a-3p

saha ile ekspresyonu azalmis

mmu-mir-1931 , mmu-mir-5110 , mmu-mir-

328-3p

LPS ile ekspresyonu diiserken
SAHA ile Upregiile

mmu-mir-194-5p, mmu-mir-30b-5p, mmu-
mir-25-3p, mmu-mir-let-7k, mmu-mir-669f-
5p, mmu-mir-181b-5p, mmu-mir-362-5p,

mmu-mir-155-5p, mmu-mir-378-5p, mmu-

mir-21a-5p

saha ve Ips ile ekspresyonu artmig

mmu-mir-335-5p, mmu-mir-706

Tablo 32. M1 makrofajlarinda SAHA’'nin ekspresyonunu degistirdigi miRNA’larin rol
oynamasi muhtemel hticresel yolaklar(p<0,05)

miRNA
KEGG yolak p-value Gen Sayisi Sayisi
Mucin type O-Glycan biyosentezi 8,18E-06 6 2
Yag asiti Metabolizmasi 1,36E-03 4 4
Doymamis Yag Asitlerinin Biyosentezi 6,17E-03 3 3
Yag Asiti Degredasyonu 6,40E-02 2 2
Tiroit Hormon Sentezi 6,21E+00 1 1
ECM-Reseptor Etkilesimi 0.0001198511 11 3
Amphetamine Bagimlihgi 0.01977698 12 4
MAPK Sinyal Yolagi 0.03691617 31 3
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mmu-miR-706|microT-CDS
mmu-miR-155-5p|microT-CDS
mmu-miR-21a-5p|microT-CDS
mmu-miR-362-5p|microT-CDS
mmu-miR-1931|microT-CDS
mmu-miR-181b-5p|microT-CDS
mmu-miR-335-5p|microT-CDS
mmu-miR-5110|microT-CDS
mmu-miR-25-3p|microT-CDS
mmu-miR-28a-3p|microT-CDS
mmu-miR-194-5p|microT-CDS
mmu-miR-30b-5p|microT-CDS
mmu-miR-328-3p|microT-CDS
mmu-miR-669f-5p|microT-CDS
mmu-let-7k|microT-CDS

Sekil 47. M1 makrofajlarinda SAHA’nin ekspresyonunu degistirdigi miRNA’larin rol oynamasi
muhtemel hiicresel yolaklara ait Heatmap analizi (p<0,05).
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M2 Makrofajlarinda:

M2 makrofaj hucreleri deney grubunda SAHA'nin etkilerinin anlasilabilmesi igin
yapilan karsilastirmali ekspresyon analizi sonucu ekspresyonu degisen miRNA’lar tablo 33
de gosterildigi gibi bulunmustur. Ekspresyonu degisen miRNA’larin rol alabilecekleri hiicresel
yolaklarin belirlendigi kegg yolak analizi Tablo 33'de ve Heatmap analizi gekil 48'de
g6rildugu gibi bulunmustur.

Tablo 33. M2 makrofajlarinda SAHA’nin MiRNA ekspresyonlarina olan etkilerinin
karsilastirmali analizi.

SAHA ile ekspresyonu artan

miRNA'lar mmu-mir-211-3p, mmu-mir-185-5p

SAHA ile ekspresyonu azalan

miRNA'lar mmu-mir-1946b

LPS ile ekspresyonu diigserken

SAHA ile ekspresyonu artan mmu-mir-423-5p, mmu-mir-125a-5p, mmu-
miRNA'lar mir-5625-5p

LPS ile ekspresyonu diiserken
SAHA ile ekspresyonu artan

miRNA'lar mmu-mir-151-3p, mmu-mir-27b-3p
Hem LPS hem de SAHA ile mmu-mir-212-3p, mmu-mir-155-5p, mmu-mir-
ekspresyonu artan miRNA’lar 210-3p, mmu-mir-29a-3

mmu-mir-677-3p, mmu-mir-3535, mmu-mir-
LPS ve SAHA birlikte 690, mmu-mir-182-5p, mmu-mir-532-5p,
uygulandiginda ekspresyonu artan | mmu-mir-320-3p, mmu-mir-744-5p, mmu-mir--
miRNA'lar 361-5p, mmu-mir-500-3p
LPS ve SAHA ile birlikte
uygulandiginda ekspresyonu mmu-mir-1946a, mmu-mir-6906-5p, mmu-mir-
azalan miRNA'lar 1931, mmu-mir-106a-5p

Tablo 34. M2 makrofajlarinda SAHA'nin ekspresyonunu degistirdigi miRNA’larin rol
oynamasi muhtemel hiicresel yolaklar (p<0,05)

miRNA
KEGG yolak p-value Gen Sayisi Sayisi
Glycosphingolipid Biyosentezi 2,55E-09 3 5
Yag Asiti Biyo Sentezi 8,07E-04 2 2
Mucin Tip O-Glycan Biyosentezi 0.0005920827 6 2
Yag Asiti Metabolizmasi 0.005600895 4 3
Kanserde Proteoglykanlar 0.006041643 41 3
Axon Yonlendiriimesi 0.00662269 31 4
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mmu-miR-677-3p|microT-CDS
mmu-miR-744-5p|microT-CDS
mmu-miR-1931|microT-CDS
mmu-miR-155-5p|microT-CDS

mmu-miR-151-3p|microT-CDS

mmu-miR-423-5p|microT-CDS
mmu-miR-211-3p|microT-CDS
mmu-miR-532-5p|microT-CDS
mmu-miR-500-3p|microT-CDS
mmu-miR-212-3p|microT-CDS
mmu-miR-690|microT-CDS
mmu-miR-106a-5p|microT-CDS
mmu-miR-320-3p|microT-CDS
mmu-miR-185-5p|microT-CDS
mmu-miR-182-5p|microT-CDS
mmu-miR-361-5p|microT-CDS

mmu-miR-3535|microT-CDS

mmu-miR-6906-5p|microT-CDS
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Sekil 48. M2 makrofajlarinda SAHA’nIn ekspresyonunu degistirdigi miRNA’larin rol oynamasi
muhtemel hiicresel yolaklara ait Heatmap analizi(p<0,05).
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5. TARTISMA

Makrofajlar birgok dokuda goérilen dogal immin sitem hucreleridir. Fizyolojik
kosullarda makrofajlar trofik faktérlerin Uretilmesi, yikilan doku parcalarinin uzaklastiriimasi
ve gevresel strese yanit olarak olusan kronik enflamasyonun énlenmesi gibi islevleriyle doku
homeostazin korunmasinda rol oynamaktadirlar (P.J. Murray, 2011). Enfeksiyon veya doku
yaralanmasi sonucu makrofajlar aktive olmakta ve mikrobiyal éldirmeyi de iceren konak
savunma mekanizmasinda gérev yapmaktadirlar. Ayrica aktive olan makrofajlar sitokin ve
kemokin Uretimi gerceklestirerek diger immin sistem hdcreleriyle de etkilesime
girmektedirler. Aktive makrofajlar mikro g¢evrelerinde bulunan patojenlere veya sitokinlere
bagh olarak cesitli fenotipik fonksiyonlara sahip makrofajlara polarize olabilmektedirler
(S. Gordon, 2010). Patojenler veya diger immin sistem hicreleri tarafindan Uretilen
sitokinler ile gerceklesen makrofaj polarizasyonunu hangi sinyal yolaklari kullanilarak
olustugu ortaya cikariimigsa da bu sinyallerin kompleks ve devam eden gen
ekspresyonlarina nasil etki ettigi ve makrofajlarin icinde bulunduklari mikrogevrede meydana
gelen degisikliklerde makrofajlarin nasil tekrar programlanabildikleri heniz tam anlamiyla

anlasilamamistir (Lionel B.lvashkiv, 2013).

En iyi karakterize edilen aktive makrofaj fenotipi klasik aktivasyon olarak bilinen ve
M1 makrofajlar olarak da adlandirilan makrofajlarin interferon y ve Toll like reseptor ligantlari
gibi mikrobiyal bir Grtinle uyariimig makrofajlardir. Diger bir iyi karakterize edilmis polarize
makrofaj tipi ise alternatif makrofaj olarak bilinen ve M2 makrofaj olarak da adlandirilan
makrofajlardir. Alternatif aktive olan makrofajlar T helper (TH2) hucrelerinden salinan
interlokin 4 ve interlokin 13 sitokinleri tarafindan uyarilmalari sonucu polarize olmaktadirlar.
M1 makrofajlari konak savunmasinda ve patojenlerin temizlenmesinde gérev alirken, M2
makrofajlari enflamasyonun ¢ézilmesinde ve doku tamiri gibi sureglerde énemli goreviler
Ustlenmektedir (Sica, 2012).

Sitokinler, sinyal yolaklari ve transkripsiyonel faktorlerinin makrofaj polarizasyonunda
rol oynadiklari bilinse de giinimuizde epigenetik degisikliklerin de makrojaj polarizasyonun da

onemli roller oynayabilecegini gostermiglerdir (Glass, 2010).

Suberoylanilide hydroxamic asit (SAHA), hydroxamic asit iceren hibrit polar
molekuldir. SAHA 0zel olarak histon deasetilazlara baglanarak inhibe olmalarini
saglamaktadir. SAHA bu etkisini sahip oldugu hidroksamik asit bdlgesinin histon

deasetilazlarin ¢inko igeren ceplerine baglanmalari ile gergeklestirirler (Finnin M S, 1999).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471490612001950#!
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SAHA, histon deasetilaz sinif 1 ve 3’0 gugli bir sekilde inhibe etmekte ve histon 3 ve
4’0n hiperasetilasyonuna neden olmaktadir (Richon V M, 1998). Histon deasetilazlarin
inhibisyonu sonucu asetilenmis histon sayisinda artis meydana gelmektedir. Bu
hiperasetilasyon yaklasik %1-2 lik genin ekspresyonunda artisa neden olmaktadir (Marks P
A, 2001). Ekspresyonu artan genlerin icinde hiicre donglsu kinaz inhibitérti p21 ayrica timor
hicrelerinde apoptozla iligkili genlerin bulunmasi SAHA'nin anti timor dzelligini
olusturmaktadir (Said T K, 2001). Daha 6nce yapilan bircok calisma histon deasetilaz
inhibitérlerinin  timor hdcrelerinin  in vitro kosullarda proliferasyonunu ayrica in vivo

deneylerde de timér buylumesini azalttigi gosterilmistir (Marks P, 2001).

Butter ve arkadaslari tarafindan yapilan insan periferik kan monositlerinin LPS ile
uyarimi Uzerine SAHA nin etkisi incelenmis ve proenflamatuar sitokin seviyesini azalttigini
gbérmaglerdir (Butler L M, 2000). Ayrica farelerde olusturulan endotoksemi modelinde
SAHA'nin in vivo ortamda da dolasimdaki TNF-a, IL-1-B, IL-6 ve IFN-y sitokin seviyelerini
%50den fazla azalttigi gosterilmistir. Bu bulgu ile bir histon deasetilaz olan SAHA'nin anti
enflamatuvar bir etkiye sahip oldugunu ve bu etkisini anti timér dozu olan 50-200 mg/kg/gln
den daha az olan 10-50 mg/kg/glin konsantrasyonlarda gosterdigi bulunmustur (Butler L M,
2000).

Bizim in vitro ortamda gercgeklestirdigimiz Raw 264.7 fare makrofaj hiicreleri lizerine
SAHA’nin hicre canlihdi tzerine etkilerinin incelendiginde 6zellikle 1 uM Uzerindeki SAHA
konsantrasyonlarinin hicre canliigini azalttigr goérdimustar. Ayrica histon deasetilaz
aktivasyonunun  kolorimetrik olarak incelenmesi sonucunda 24. Saatte 1 uyM
konsantrasyonun histon deasetilaz aktivasyonununu inhibe ettigini ancak surenin 24 saatin
uzerine giktiginda bu etkinin giderek azaldigini ve Ozellikle 48. Saatte histon deasetilaz
aktivitesinin yaklasik olarak SAHA uygulanmayan kontrol hicreleri seviyesine ulastigi

gorulmustar.

Fagositler ve antijen sunan hucreler edinsel immun sistem ve dogal immun sistem
arasinda iletisimin kurulmasinda gérev yapan hucrelerdir. Makrofajlar ve dendritik hicreler
intraselliler ve ekstraselliler patojenlere karsi Th1 TH17 vyanitinin olusturulmasini
saglayacak olan IL-12 ve IL-23 Ureten dogal immin sistemin dnemli hicreleridir(Korn T
2009). Histon deasetilaz inhibitorlerinin IL-12 ve IL-23 Uretimi icin potansiyel inhibitor
olduklari daha 6nce yapilan galismalarda gosterilmistir (Brogdon, 2007).

Bizim yapmis oldugumuz galismada yuksek IL-12 salinim kabiliyeti klasik aktive
makrofajlar (M1) icin bir belirte¢ olarak kabul edilmistir. Deney gruplarinda SAHA’'nin IL-12

salinimina olan etkileri incelendiginde;
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Daha 6nce higbir uyari verilmemis kontrol grubu hicrelerinin IL-12 salinimlari
incelendiginde hcrelerin IL-12 salinimi gergeklestirmedigi gorilmuastir. Kontrol hicrelerine
tek basina SAHA muamelesinin yapilmasi IL-12 saliniminda herhangi bir fark meydana

getirmedigi goralmastar.

Kontrol grubu hlcrelerine 24 saat boyunca tek basina LPS muamelesinin yapilmasi
sonucunda IL-12 sitokin saliniminda istatistiksel olarak anlamli bir artisin meydana geldigi
gorulmustur. Hucreler SAHA ve LPS ile birlikte muamele edildiginde ise IL-12 sitokin

saliniminin énemli 6lgude inhibe oldugu gorulmustur.

Kontrol hiicrelerinde IL-12 salinimi icin énemli bir inhibitor etkisi gésteren SAHA'nin
daha oOnce polarize edilmis makrofaj hicrelerinde de ayni etkiyi gosterip gostermedigi
arastirilmistir. Daha 6énce M1 makrofaj fenotipine déndstlriimuis hicrelerde 1L-12 salinimi
incelendiginde hicrelerin sitokin salinimini gergeklestirdigi goértlmustar. M1 hucreleri tek
basina SAHA ile muamele edildiginde ise IL-12 sitokin saliniminda onemli bir degisikligin
olmadigi goérulmustir. Kontrol hiicrelerinde LPS ile muamele sonucunda IL-12 salinimini
gucla bir sekilde inhibe ettigi gorilen SAHA'nin ayni etkiyi enflamatuvar makrofaj fenotipine
doénusmus hicrelerde goérilmemesi surpriz bir sonug olmustur. M1 makrofajlarinin tek basina
LPS ile muamele edilmesi sonucunda IL-12 saliniminin gugli bir gekilde uyarildigi
g6rilmustir. M1 makrofajlarinin LPS ve SAHA ile birlikte muamele edilmesi sonucunda ise
IL-12 saliniminin sadece LPS uyarimi yapilan makrofaj hlcrelerine oranla %45 oraninda

arttig1 gorulmasgtar.

Daha once alternatif aktive (M2) makrofaj fenotipine doénusturilen hicrelerde
SAHA’nIn IL-12 salinimina olan etkileri incelendiginde, M2 makrofajlarinin ¢ok dusuk
seviyede IL-12 salinimi gerceklestirdigi goralmastir. Yaptigimiz calismada makrofaj
polarizasyonunun kontrolinde M2 makrofaj fenotipinin belirleyicisi olarak IL-10 ylUksek, IL-12
diusuk sitokin saliniminin olmasi bir belirleyici olarak kullaniimistir. M2 hicrelerinin tek basina
SAHA ile muamele edilmesi sonucunda IL-12 sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
herhangi bir degisimin olmadigi saptanmistir. M2 makrofajlarinin tek bagina LPS ile
muamele edilmesi sonucunda ise IL-12 sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
artigin oldugu goérilmastur. M2 makrofaj hicrelerinin LPS ve SAHA ile birlikte muamele
edildiginde ise IL-12 sitokin saliniminda disus oldugu, ancak bu dusis kontrol hicrelerinde
SAHA'nin olusturdugu guglu inhibitdr etkisinden daha zayif bir inhibisyon oldugu

saptanmistir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalar histon asetilasyonunun TLR uyarimina cevap olarak IL-

12p40 promotor aktivasyonu ile iligkili oldugunu gdstermistir (Sun, 2004). Konrad ve
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arkadaglarinin  yapmis olduklari c¢alismada SAHA’nin dahil oldugu histon deasetilaz
inhibitorlerinin devamli histon H4 asetilasyonunda artiga neden oldugunu ve histon H4
asetilasyonunun LPS ile indiklenen genlerin ekspresyonunun aktivasyonu ile korelasyon
gosterdigi ve HDAC inhibitorlerinin TLR ile uyarilan IL-12p40 ekspresyonunu zayiflattigini
go6stermislerdir (Konrad, 2007). Yaptigimiz ¢alisma sonucunda SAHA'nin IL-12 sitokin
salinimlari Uzerine olan etkilerinin kontrol ve polarize makrofaj hicrelerinde farkli sonuglar
olusturdugu belirlenmistir. Kontrol hlcrelerinde elde ettigimiz sonuglar Konrad ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢alismanin sonugclari ile 6rtisse de polarize makrofajlarda IL-12
saliniminda ayni etkiyi géstermemistir. SAHA'nin polarize makrofajlarda meydana getirdigi
bu degisiklikler farkli hicresel yolaklarin SAHA muamelesinden etkilendigi ve farkh

sonuglarin gikmasina neden olabilecegi seklinde yorumlanmistir.

IL-10 makrofajlar tarafindan salinan ve hedef hlicreler Uzerinde anti-enflamatuvar etki
go6steren baslica sitokindir. Ancak IL-10’un etkisini nasil gergeklestirdigi henliz tam olarak
aydinlatilamamistir (Minton, 2017). Yapmis oldugumuz ¢alismada IL-12 dusik, IL-10 yiksek
sitokin salinimi alternatif makrofaj (M2) fenotipi igin bir belirte¢ olarak kabul edilmistir.

Olusturdugumuz deney gruplarinda IL-10 sitokin salinimlari incelendiginde,

Herhangi bir uyari verilimemis kontrol hicrelerinde IL-10 sitokin saliniminin
gerceklestigi gortlmastir. Kontrol grubu hiicrelerine tek bagsina SAHA muamelesinin IL-10
sitokin saliniminda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir artisa neden olmadigdi
goOrulmustur. Kontrol grubu hucrelerine tek bagina LPS uygulanmasi IL-10 salinimini
arttirdigi gérulmas ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur. Kontrol
grubu hcrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandidinda IL-10 sitokin saliniminda istatistiksel

olarak anlaml herhangi bir degisimin olmadigi géraimuagtir.

Daha 6nce M1 makrofaj fenotipine donusturilen hicreler IL-12 ylksek IL-10 dusik
sitokin salinimi fenotipine sahiptirler. M1 hticreleri tek basina SAHA ile muamele edildiginde
sitokin salinimlarinda azalmanin meydana geldigi bulunmus ancak bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. M1 hicrelerine tek basina LPS muamelesinin yapiimasi IL-10
saliniminda artiga neden olmustur. M1 hicrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandiginda IL-
10 sitokin salinimi sadece LPS verilen hicrelere oranla azalmanin oldugu goérilse de bu

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

IL-10 sitokin salinimlari incelenen kontrol, M1 ve M2 hiicreleri arasinda M2 hucreleri
en yuksek IL-10 sitokin salinimina sahip hucreler olarak bulunmustur. M2 hicrelerine tek
basina SAHA muamelesinin yapilmasi IL-10 sitokin saliniminda istatistiksel olarak anlamli

herhangi bir degisiklige neden olmadigi goérulmustir. M2 hucrelerine tek basina LPS
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muamelesi IL-10 sitokin salinimini arttirdigi gérulmus, M2 hucrelerine LPS ve SAHA birlikte
uygulandiginda ise sadece LPS verilen M2 hicrelerine oranla sitokin saliniminda dusuis

oldugu gérulse de bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur.

IL-10 sitokin salinimi Gzerine yaptigimiz deneyler sonucu SAHA'nin hicbir deney
grubunda sitokin salinimini istatistiksel olarak degistirmedigi gorulmustur. Ancak 2016 yilinda
Fang ve arkadaslarinin farelere yapmis olduklari ¢alismada SAHA uygulanmasinin ardindan
serumda IL-10 miktarinin arttigini ayrica SAHA’nin T hucre alt tiplerinin oranlarinda farklilik
yarattigini ve Th1 hdcrelerinin azalirken Treg hucrelerinin sayilarinda artis oldugunu
belirlemiglerdir (Fang, 2016). Serumda IL-10 miktarinin artiginin nedeni olarak Treg
hicrelerin oranindaki artis ile agiklanabilir. Bu sonu¢ bize SAHA’nin makrofajlarda IL-10
salinimina istatistiksel olarak anlaml bir etkisinin olmadigi ancak sistemik olarak diger

hucreleri etkileyerek IL-10 salinimini arttirdigini géstermektedir.

Fenotipik olarak M1 makrofajlari  ylzeylerinde yiksek seviyede major
histokompatibilite kompleksi sinif [I((MHC Il) ve kostimulator faktorler CD80 ve CD86 ifade
etmektedirler (Arnold, 2014). Ayrica 6zellikle farelerde IL-4 ile muamele edilen ve M2
makrofaj fenotipine dénustirilen makrofajlarin ylksek seviyede Mannoz reseptori (CD206)
ifade ettigi gosterilmistir (Gordon, 2005). RAW 264.7 fare makrofaj hlicrelerinde flow sitometri
yontemi ile CD86 ve CD206 hicre yluzey belirtegleri incelendiginde, herhangi bir uyari
verilmemis kontrol hiicrelerinin disik seviyede CD86 ekspresyonu gosterdigi ancak CD206
ekspresyonunu %5 oraninda gosterdigi gorulmuastir. Kontrol hicrelerine tek bagina SAHA
ile muamele edilmesi sonucunda hucrelerdeki CD86 ifadesi son derece artarak %96
seviyesine yukselmistir. CD 206 seviyesinde ise dnemli bir degisiklik olmayip %1 seviyesinde
ekspresyon gorulmustur. Kontrol grubu makrofaj hicrelerine tek basina LPS uygulanmasi
CD86 ifadesini arttirarak %96 seviyesinde bir ekspresyona neden olmus CD206 seviyesi ise
%1 olarak belirlenmistir. Hicrelere LPS ve SAHA birlikte uygulandiginda ise C86 seviyesi
sadece LPS verilen hicrelere oranla kismen dusuk olan %82 seviyesinde dlgllmus ancak
hicrelerin blylk oranda CD86 ekspresyonu gergeklestirdigi gorialmuastir. CD206 seviyesinde

ise herhangi bir fark olmayip %1 olarak ol¢tlmugtar.

M1 makrofajlarinda hicre yuzey belirtegleri incelendiginde ise M1 makrofajlarinin
yluksek seyiyede CD86 hlcre yuzey belirteci ifade ettigi CD206 ekspresyonunu ise
gerceklestirmedigi goérlimastir. M1 hdcrelerine tek basina SAHA verilmesi zaten yuksek
seviyede olan CD86 oraninda herhangi degisiklige neden olmadigi ve ylksek seviyede
ekspresyonun devam ettigi gérulmustir. CD 206 ekspresyonunun ise olmadigi goéralmastur.

M1 hicrelerine tek basina LPS muamelesi ve LPS ile birlikte SAHA muamelesi M1
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hucrelerinde ylksek seviyede CD86 ekspresyonunun olmasini saglamis ancak CDZ206

ekspresyonuna herhangi bir etki gostermemistir.

SAHA'nIn hiicre ylzey belirteclerine en dramatik etkiyi M2 makrofaj hiicrelerinde
goOstermistir. Yaptigimiz flow sitometri analizleri sonucunda M2 hicrelerinin yiksek oranda
CD206 ve dusuk seviyede CD86 hucre ylzey belirteci ifadesini gerceklestirdigi goralmustar.
M2 hdcrelerine tek basina SAHA muamelesinin yapilmasi hicrelerin yiksek seviyede hem
CD86 hem de CD206 ekspresyonuna neden tespit edilmistir. M2 hlcrelerine tek basina LPS
uygulanmasi hicrelerde tek basina SAHA verilen gruba benzer bir sekilde yiksek seviyede
hem CD86 hem de CD206 ifadesine sahip hiicrelerin olusmasini saglamistir. ilging olarak
M2 hicrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandiginda CD206 ifadesi son derece dismis ve

%20 seviyesine gerilemistir. CD86 seviyesi ise %87 olarak dlgtlmuastir.

Hicre ylzey belirteclerinde goértlen bu farkhiliklar SAHA'nin farkli fenotipe sahip
hicrelerde farkl etkiler ortaya cikardigini gostermektedir. M2 hicrelerinde LPS ile birlikte
SAHA muamelesinin CD206 ifadesini son derece dusurmesi ise SAHAnin &zellikle M2
fenotipine sahip hicrelerde bu fenotipin gerilemesine neden olabilecegi seklinde

yorumlanmistir.

TNF-a enflamatuvar hastaliklarin patogenezinde rol oynayan en 6nemli makrofaj
kaynakli sitokinlerden biridir (Taylor ve Williams, 2015). Yaptigimiz calismada RAW264.7
fare makrofaj hicrelerinin LPS ile muamelesi sonucunda TNF-a’nin hem sitokin salinimi hem
de mRNA gen ekspresyonunun arttiyi goérilmustir. Tek basina SAHA muamelesi TNF-a
ekspresyonuna herhangi bir etkisinin olmadigi goérilmis ancak LPS ve SAHA hicrelere
birlikte uygulandiginda TNF-a seviyesinde hem sitokin salinimi hem de gen ekspresyonunda
sadece LPS uygulanan hicrelere oranla dusids oldugu saptanmis ancak bu disus

istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir.

SAHA'nin herhangi bir uyari almamis makrofaj hicrelerinde TNF-a salinimina olan
etkileri incelendikten sonra daha 6nce uyari alarak farkli fenotiplere (M1 ve M2) dénustirtlen

hicrelere olan etkileri incelenmistir.

Klasik aktive(M1) makrofajlarinda TNF-a seviyesi incelendiginde bu fenotipteki
hucrelerin ylksek seviyede TNF-a salinimi gerceklestirdigi hem protein seviyesinde hem de
gen ekspresyonu dizeyinde gosterilmistir. M1 makrofajlarina tek basina SAHA uygulanmasi,
hicrelerdeki TNF-a salinimini dastrdidu goérilmis, ancak bu azalis istatistiksel olarak

anlamh bulunmamistir. Gen ekspresyonu olarak incelendiginde ise M1 makrofajlarina tek
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basina SAHA uygulanmasinin TNF-a gen ekspresyonunda dnemli bir degisime neden

olmadigi gérulmustar.

M1 makrofajlarinin tek basina LPS ile muamele edilmesi hicrelerdeki TNF-a
salinimini ve gen ekspresyonunu artirmistir. M1 makrofajlari LPS ve SAHA ile birlikte
muamele edildiginde TNF-a sitokin saliniminin  dastigtd goértlmastir, ancak kontrol
hucrelerinde oldugu gibi bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriimektedir.
MRNA dizeyinde TNF-a gen ekspresyonuna olan etkisi incelendiginde SAHA'nin yaklagik iki

katlik bir ekspresyon azalmasina neden oldugu gérulmustir.

SAHA'nIn alternatif aktive M2 makrofajlarinda TNF-a salinimi incelendiginde, M2
makrofajlarinin hem sitokin salinimi hem de mRNA ekspresyonu olarak incelendiginde TNF-
a ifadesinin olmadigi goértlmastir. M2 makrofajlarina tek basina SAHA uygulandiginda
sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artisin oldugu goérilmustir. TNF-a
gen ekspresyon farki incelendiginde tek basina SAHA muamelesinin yaklasik 6 katlk bir

artisa neden oldugu saptanmistir.

M2 makrofajlari tek basina LPS ile muamele edildiginde TNF-a sitokin seviyesinde ve
gen ekspresyon duzeyinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis meydana gelmistir. M2
makrofajlari LPS ve SAHA ile birlikte muamele edildiginde ise TNF-a sitokin saliniminda
sadece LPS muamelesi yapilan M2 hicrelerine oranla yaklasik %30 oraninda bir azalmanin
meydana geldigi gérilmis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamh bulunmamigtir. TNF-a
gen ekspresyonu incelendiginde ise SAHA ile LPS’nin birlikte muamelesi sonucunda sadece
LPS ile muamele edilen hiicrelere oranla gen ifadesinin yaklasik 2 kat azalma meydana

geldigi goéraimustar.

Roger T. ve arkadasglar tarafindan genis spektrumlu histon deasetilaz inhibitorlerinin
enfeksiyonda dogal immudn sistemin TLR sinyallenmesine olan etkilerinin makrofaj ve
dendritik hicrelerde arastirildigi ¢calismada bizim yaptigimiz ¢alisma ile benzer sekilde TSA
ve SAHA muamelesi ile LPS nin makrofaj hicrelerine birlikte uygulandiginda TNF-a
ekspresyonunda 6nemli bir degisimin meydana gelmedigini géstermislerdir. Ancak huicreler
LPS yerine Pam3CSK4, E coli, and S aureus gibi bagka mikrobiyal Grtnler ile uyarildiginda
ise histon deasetilaz inhibitdrlerinin TNF-a ekspresyonlarini guglu bir sekilde inhibe ettigi
go6rilmustir (Roger T. 2011). Ancak histon deasetilaz inhibitérlerinin proenflamatuar sitokin
salinimlarina olan etkilerinin hangi mekanizma ile gergeklestirdigi henlz tam olarak
anlagilamamistir (Zlatka, 2018). Ornegin Takada ve arkadaglarinin yapmis oldugu calisma
sonucunda histon deasetilaz inhibitérlerinin NF-kB transkripsiyon faktérinin hedef genin

promotoruna baglanmada herhangi bir etkisinin bulunmadi§gi ancak I|kBa kinaz
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aktivasyonuna, |kBa fosforilasyonuna ve P65’'in nukleusa translokasyonuna etki ettigini
go6stermislerdir (Takada, 2006). Bizim elde ettgimiz sonuglar literatirle uyumlu olsa da
polarize makrofajlarda farkli sonuglarin elde edilmesi histon deasetilaz inhibitérlerinin TNF-a
ekspresyonuna olan etkilerinin hicre tipine ve uyarana bagli olarak faklilik ortaya

cikarabilecegini gostermistir.

Kontrol hicreleri Gzerine SAHA'nin IL-18 salinimina olan etkileri incelendiginde;
SAHA tek basina makrofaj hucrelerine uygulandiginda IL-1 sitokin saliniminda herhangi bir
fark olugturmadigr gorulmustur. Ancak makrofaj hucrelerine SAHA, LPS ile birlikte
verildiginde IL-1B sitokin saliniminin istatistiksel olarak anlamli bir gekilde arttigi
belirlenmigtir. Polarize makrofajlarda incelendiginde M1 makrofajlari tek basina SAHA ile
muamele edildiginde M1 makrofajlarinda IL-1B sitokin salinimlarinda dnemli bir degisikligin
olmadigi gorilmastir. Benzer sekilde LPS ile muamele edilen M1 makrofajlari ile LPS ve
SAHA birlikte muamele edilen makrofajlardaki I1L-13 sitokin salinimi karsilastirildiginda
anlamh bir degisikligin olmadigi saptanmisken M2 makrofajlarinda ise LPS ile birlikte SAHA
muamelesinin IL-1B salinimini gigliu bir sekilde arttirdigi gértlmdastir. IL-18 salinimi igin
genellikle aktif kaspaz-1 tarafindan pro- IL-1f’nin kesilmesini saglayacak bir inflamazom
aktivasyonu gerektirmektedir (Schroder, 2010). Ancak HDACi tarafindan inflamasome
bagimsiz olarak IL-1B olgunlastiriimasi henliz tam olarak anlasilamamistir (Hildebrand,
2014). Birgok enflamatuvar hastalik sdrecinde IL-1f’'nin roli g6z ©Onune alindiginda
inflamazomlarin histon deasetilazlarla olan olasi etkilesimlerinin arastiriimasi ve IL-18
seviyesindeki bu degisimin ortaya c¢ikartiimasi icin daha kapsamli calismalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Bir pro-enflamatuvar sitokin olan IL-6 salinimi incelendiginde kontrol grubu
hicrelerinin IL-6 salinimini ¢ok dusik miktarlarda gerceklestirdigi gorilmektedir. Kontrol
grubu hucrelere tek basina SAHA muamelesinin yapilmasi hucrelerin IL-6 sitokin
salinimlarinda istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermedigi bulunmustur. Kontrol grubu
hicrelere tek basina LPS uygulanmasi IL-6 sitokin salinimini istatistiksel olarak anlamh bir
sekilde arttirdid1 gortlmuastur. Hucrelere LPS ve SAHA birlikte uygulandiginda IL-6 sitokin

saliniminin dismus ve bu disus istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

M1 makrofajlarinda IL-6 sitokin salinimi incelendiginde M1 grubu hucrelerin yuksek
seviyede IL-6 sitokin salinimi yapma kabiliyetinde olduklari gérulmustir. M1 makrofajlarina
tek basina SAHA muamelesinin yapilmasi IL-6 sitokin salinimini énemli élgiide dusutrdugu
gorulmastir ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamh oldugu goérdimustar. M1

makrofajlarina tek basina LPS uyglanmasi IL-6 salinimini istatistiksel olarak anlamli bir
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sekilde arttirmigtir. Yine M1 makrofajlarina LPS ve SAHA birlikte uygulandiginda IL-6

salinimi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde digturmasgtr.

M2 makrofajlarinda IL-6 seviyesi incelendiginde hucrelerin disik seviyede sitokin
salinimi  gergeklestirdigi  gorilmustir. M2 makrofaj hicrelerine tek basina SAHA
muamelesinin yapilmasi IL-6 sitokin saliniminda herhangi bir degisiklige neden olmadigi
go6riulmustar. M2 hicrelerine tek basina LPS muamelesinin yapilmasi hiicrelerde IL-6 sitokin
salinimini dnemli dlgtide artirmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Hicreler
LPS ve SAHA ile birlikte muamele edildiginde ise sadece LPS ile muamele edilen gruba
oranla IL-6 sitokin salinimlarinda azalmanin meydana geldigi bulunmus ve bu azalma

istatistiksel olarak anlaml oldugu hesaplanmistir.

Tdm deney gruplarinda SAHA muamelesi IL-6 sitokin salinimini anlamli bir sekilde
dusurmustdr. Halili ve arkadaslari tarafindan HDAC inhibitérlerinin kemik iligi kdkenli
makrofaj hdcrelerinin LPS uyarimina olan cevaba etkilerini inceledikleri caligmada IL-6
seviyesinin SAHA’yI da igeren genig spektrumlu HDAC inhibitorlerince anlamli bir sekilde
dusuraldiaga gosterilmistir (Halili, 2010). Yapmis oldugumuz ¢alisma ile korelasyon gdsteren
¢alismada daha o6nce uyari almamis ve bizim c¢alismamizda kontrol grubu olarak
belirledigimiz hicreler kullaniimigtir. Bizim yapmis oldugumuz galismamizda SAHA'nin IL-6
salinimina olan etkisini polarize makrofaj hiicrelerinde de benzer sekilde olusturdugu

gOsterilmistir.

Siklooksijenaz(COX) prostaglandin-endoperoksit sentetaz olarakta bilinen enzim
ailesidir. COX inhibisyonu enflamasyonun semptomlarinin ve agrinin gideriimesinde
farmakolojik olarak kullaniimaktadir. Dikkat ¢ekici olarak COX izoformu olan COX2 meme ve
bagirsak kanserlerinde disik sag kalimla iligkili oldugu gdésterilmistir. COX2 mRNA
ekspresyon analizleri incelendiginde, kontrol grubu hicrelerinin ¢ok disik seviyede COX2
ekspresse ettikleri goérilmuUstir. Kontrol grubu hiicrelerine tek basina SAHA muamelesinin
yaplimasi hicrelerde COX2 ekspresyonunda herhangi bir farkliliga neden olmadigi
gOrulmustur. Hucrelerin tek basina LPS ile muamele edilmesi sonucunda ise hucreler guglu
bir sekilde COX2 ekspresyonu gergeklestirdikleri goralmastur. Hucrelere LPS ile SAHA
birlikte uygulandiginda ise COX2 ekspresyonunun sadece LPS ile muamele edilen hicrelere

oranla daha guglu bir sekilde ifade edildigi géralmustur.

M1 hucrelerinde COX2 ekspresyonu incelendiginde hicrelerin gugli bir sekilde COX2
ekspresyonunu gerceklestirdigi géralmusttur. M1 hicrelerine tek basina SAHA uygulanmasi
COX2 ifadesinde 6nemli bir fark yaratmadigi gérulmustir. M1 hucrelerine sadece LPS

uygulandiginda huicrelerin COX2 ekspresyonu M1 hicrelerine oranla yaklasik iki kathk bir



95

artis goOstermigti. M1 hdcrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandiginda ise COX2

ekspresyonunun son derece arttigi bulunmustur.

M2 hicrelerinde COX2 ekspresyonu incelendiginde M2 hicrelerinin ¢ok duslk
seviyede COX2 ekspresyonu gerceklestirdigi gortlmastir. M2 hiicrelerine tek basina SAHA
uygulanmasi COX2 ekspresyonunu yaklasik alti kat arttirmistir. M2 hdcrelerine tek basina
LPS uygulanmasi COX2 ekspresyonunu 6énemli dl¢cide arttirirken LPS ve SAHA'nin birlikte

hicrelere uygulanmasi ekspresyonda dnemli bir farka neden olmamigtir.

Zhe ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda yayinlanan makalede IL-18 muamelesinin
makrofajlarda COX2 ifadesinin arttirdig1 gosterilmistir (Zhe ve ark 2011). SAHA'nin LPS ile
birlikte uygulandiginda IL-1B seviyesini arttirdiginin gosteriimesi COX2 ifadesindeki artisin
SAHA ylUzinden mi yoksa ortamda bulunan IL-1B ylzinden mi sorusunu akla getirmektedir.
M1 ve kontrol hucre hatlarinda nedenin ortamda bulunan IL-18 yuzinden gerceklesebilecegi
akla gelse de o6zellikle M2 hicrelerinde artan IL-1B ifadesine ragmen LPS ve SAHAnin
beraber uygulandigi deney grubunda COX2 ifadesinde bir degisik gdrtlmemistir. M2
makrofajlarindaki bu farklilk hucrelerin anti enflamatuvar fenotipleri ile ilgi olabilecegi

dusunilse de daha kapsamli ¢calismalarla bu etkinin nedeninin arastiriimasi gerekmektedir.

Makrofaj hucrelerinin diger immudn sistem hdcreleri ile haberlesmesini saglayan
kemokinlerden ve bizim deneylerimizde M1 makrofaj belirteci olarak kullandigimiz CXCL9
kemokininin mRNA ekspresyonu incelendiginde, kontrol hicrelerinde ve M2 hucrelerinde
CXCL9 ekspresyonunun olmadidi goértlmastir. M1 hicrelerinin ise gugll bir sekilde CXCL9
ekspresyonunu gergeklestirdikleri gorilmagstir. Tek basina SAHA ile muamele edilen
hicrelerde CXCL9 ekspresyonunun M1 hicrelerine oranla yaklasik olarak 27 kat artis
gosterdigi saptanmistir. M1 hicrelerine tek basina LPS veriimesi CXCL9 ekspresyonunda
herhangi bir farklilik yaratmadidi géralmastar. LPS ve SAHA birlikte uygulandiginda ise
hicrelerde CXCL9 ekspresyonunun M1 hicrelerine oranla yaklasik olarak 54 kat artig

gosterdigi bulunmustur.

CXCL9 gibi kemokinler, T hicrelerin eflamatuvar bdlgesinde sayica artisina neden
olarak ve T hucre sitokinleri ve enflamatuvar faktorler ile diger immun sistem hucrelerinin
bdlgeye toplanmalarina neden olmaktadir. Timoér mikrogevresinde T hilicre sayisinda artigin
meydana gelmesi tumor hdcrelerinin T hlcre aracili élduriimesiyle sonuglanmaktadir(Hong
Zheng, 2016). Yapmis oldugumuz calismada SAHA’nin M1 hicrelerinde CXCL9 kemokin
ekspresyonuna olan etkisinin arastirilabilmesi icin daha kapsamli deneylerin yapilmasina

ihtiyac vardir.
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indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz-2(NOS2) ekspresyonu incelendiginde ise kontrol
hicrelerinin disik seviyede NOS2 ekspresyonu gerceklestirdigi hicrelere tek basina SAHA
muamelesinin yapilmasinin NOS2 ifadesinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi
go6rilmustar. Hucreler tek basina LPS ile muamele edildiginde NOS2 ekspresyonunun gugli
bir sekilde arttigi bulunmustur. Hicreler SAHA ve LPS ile birlikte muamele edildiginde ise
gen ekspresyonunun daha fazla artis gosterdigi belirlenmistir.

Makrofaj polarizasyonunun kontrolinde M1 fenotipi igin bir belirte¢ olarak kullanilan
NOS2 hucrelerde guglu bir sekilde ifade edilmektedir. M1 hicrelerine tek basina SAHA
uygulanmasi NOS2 ekspresyonunda bir miktar artisa neden olsa da bu artis disuk bir oran
olarak goérulmustdr. M1 hlcrelerinin tek basina LPS ile muamele edilmesi hiicrelerde NOS2
ekspresyonunu énemli bir degisimin olmadigi gérilmustir. M1 hdcrelerinin LPS ve SAHA ile

birlikte muamele edilmesi ise NOS2 ekspresyonunu dnemli oranda arttirdigi saptanmistir.

M2 fenotipine sahip makrofaj hicreleri disuk seviyede NOS2 ekspresse
etmektedirler. Kontrol hucrelerine benzer sekilde M2 hucrelerinde NOS2 ekspresyonu tek
basina SAHA ile muamele edildiginde dedgismemis ancak LPS ile veya LPS ve SAHA birlikte

muamele edildiginde NOS2 ekspresyonu énemli oranda artmistir.

Makrofaj polarizasyonunun kontrolinde M2 makrofaj belirteci olarak kullanilan
Arjinaz-2(Argl) gen ekspresyonu incelendiginde kontrol ve M1 hicrelerinde gen

ekspresyonunun tiim deney gruplarinda ¢ok disik seviyede oldugu gortlmustir.

M2 hucrelerinde guglu bir sekilde Argl gen ekspresyonunun oldugu gordimustuar. M2
hicrelerine tek basina SAHA muamelesinin yapilmasi Argl gen ekspresyonunu yaklasik
olarak bes kat dusurdigu tespit edilmistir. M2 hicrelerine tek basina LPS uygulamasi Argl
ekspresyonunu énemli bir oranda arttirdigi goérilmustir. Ancak M2 hicreleri LPS ve SAHA
ile birlikte muamele edildiginde Argl gen ekspresyonunun son derece dramatik bir sekilde

dustagu goésterilmistir.

Argl gen seviyesinde olusan bu farklilik hiicre ylzey belirteclerinde SAHA ile birlikte
LPS uygulamasinin bir M2 makrofaj kontrol faktéri olan CD206 ekspresyonunun degisimi ile
uyumlu bir sekilde gorulmektedir. Her ne kadar IL-10 sitokin seviyesinde SAHA’nin
istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadigi goérulse de 6zelikle M2 fenotipinin 6nemli
gOstergeleri olan iki faktdordeki bu azalma SAHA'nin M2 fenotipini geri ddndurebilme
yeteneginin olabilecedi sonucunu vermektedir. Ancak son derece heterojen olan makrofaj
hicrelerinde SAHA'niIn bu etkisinin kanitlanabilmesi icin daha fazla belirtecin arastirildigi ve

hicre hattinin yani sira kemik iligi kokenli gibi primer bir hlcre serisinin kullaniimasi
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gerekmektedir. Ayrica bizim yapmig oldugumuz deneylerde kullandigimiz hicre hatti olan
RAW264.7 hicre hattinin fare kokenli bir hicre hatti oldugundan dolay! sonuglarin insan

hucrelerinde de denenmesi gerekmektedir.

Son yillarda yapilan calismalar mikro RNA(miRNA) olarak bilinen kiigcik kodlamayan
RNA’larin immin ve enflamatuvar yanitin dizenlenmesinde 6nemli duzenleyici faktorler
olduklarini ortaya koymuslardir (O’Connell RM, 2012). miRNA’nin normal ve patolojik immun
fonksiyonlardaki roli Uzerine yapilan ¢alismalar miRNA dizenlenmesindeki bozukluklarin
asirt veya kontrol edilemeyen enflamasyonun olusumu ile iligkili oldugunu gdstermistir
(O'Neill LA, 2011). Daha d6nce yapilan kanser calismalarinda SAHA'nin gesitli kanser
hucrelerinde miRNA ekspresyonunu degistirdigi gosterilmistir (Yang D, 2012).

Bizim yapmis oldugumuz calismada hipotezimiz Vorinostatin polarize makrofaj
hicrelerinde fenotipik degisimlere neden oldugu ve bu etkisi gerceklestirirken miRNA

ekspresyon profillerini degistirdigidir.

EUN-MEE LEE ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda yapilan calismada SAHA'nin
kiguk hucre disi akciger kanseri hucre hatlarinda miRNA ekspresyonunu degistirdigi
gosterilmistir (LEE, 2009). Bu g¢alisma SAHA'nin miRNA ekspresyonlarini degistirebilme
potansiyelinin oldugunu goéstermis ilerleyen zamanlarda histon deasetilaz inhibitorlerinin

MiRNA ekspresyonuna olan etkileri arastiriimaya devam edilmistir.

Kontrol hicrelerinde miRNA ekspresyon profillerin incelendiginde tek basina SAHA
muamelesi yapilan hucrelerle kontrol hiicreleri arasinda 132 miRNA ekspresyonunun iki kat
veya daha fazla degistigi goriimustir. SAHA muamelesi yapilan hiicre grubunda 116 miRNA
ekspresyonunun ekspresyonunun azaldigi 15 miRNA ekspresyonunun ise arttigi
gbrilmustir. Ekspresyonu degisen miRNA’larin ortak rol oynayabilecekleri hicresel
yolaklarin KEGG analizleri yapildiginda ekspresyonu degisen miRNA’larin istatistiksel olarak
en anlamli sekilde ECM reseptdr etkilesimi, WNT sinyal yolagdi, endositoz, MAPK sinyal

yolagdi ve PI3K-Akt sinyal yolaginda rol oynayabilecegi gérulmistar.

Kontrol grubu makrofaj hucrelerine tek basina LPS muamelesi yapilan ve LPS ile
birlikte SAHA muamelesi yapilan hicrelerin miRNA ekspresyon farkhliklari incelendiginde ise
55 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi goértlmastir. Bunlardan 44
miRNA’'nin ekspresyonu LPS ile SAHA birlikte verildiginde ekspresyonu artmis 11 miRNA’nin
ise ekspresyonu azaldigi gorulmustir. Yaptigimiz KEGG analizleri sonucu ekspresyonlari

degisen bu miRNA’larin sadece Vorinostat muamelesi yapilan hlcrelere banzer sekilde ECM
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reseptor etkilesimi, Endositoz, MAPK sinyal yolagi ve PI3K-Akt sinyal yolaginda rol oynaya

bilecegini gdstermektedir.

M1 grubu makrofaj hicrelerinde Vorinostatin miRNA ekspresyonlarina olan etkileri
incelendiginde tek basina SAHA muamelesi yapilan hicrelerle M1 hicreleri arasinda 46
miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi gorulmustur. Tek basina SAHA
muamelesi yapilan hicre grubunda 31 miRNA ekspresyonunun azaldigi 15 miRNA
ekspresyonunun ise arttigi gérdimustir. Yaptigimiz KEGG analizleri sonucu ekspresyonlari
degisen bu miRNA’larin kontrol grubu hlcrelere banzer sekilde ECM reseptdr etkilesimi,
WNT sinyal yolagi, endositoz, MAPK sinyal yolagi ve PI3K-Akt sinyal yolaginda rol oynaya

bilecegi goérulmustar.

Tek bagina LPS muamelesi yapilan M1+LPS deney grubu ile LPS ve SAHA
muamelesi yapilan M1+LPS+SAHA deney gruplari arasindaki miRNA ekspresyon farklari
incelendiginde 82 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi gorGimustar.
Bunlardan 79 miRNA’nin ekspresyonu LPS ile SAHA birlikte verildiginde ekspresyonu artmis
3 miRNA’nIn ise ekspresyonunun azaldigi goéralmastir. Yaptigimiz KEGG analizleri sonucu
ekspresyonlari degisen bu miRNA’larin kontrol grubu hiicrelere banzer sekilde ECM reseptdr
etkilesimi, WNT sinyal yolagi, endositoz, MAPK sinyal yolagi ve PI3K-Akt sinyal yolaginda rol

oynayabilecedi goriimustar.

M2 grubu makrofaj hicrelerinde Vorinostatin miRNA ekspresyonlarina olan etkileri
incelendiginde en yuksek miRNA ekspresyon farkinin M2 makrofajlarinda oldugu
g6rilmustir. Yapilan miRNA ekspresyon analizleri sonucunda tek basina SAHA muamelesi
yapilan M2+SAHA deney grubu hicreleri ile M2 deney grubu hicreleri arasinda 101 miRNA
ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi gériimustar. Tek basina SAHA muamelesi
yapilan hiicre grubunda 73 miRNA ekspresyonunun arttigi 28 miRNA ekspresyonunun ise
azaldig1 belirlenmigtir. Yaptigimiz KEGG analizleri sonucu ekspresyonlari degisen bu
miRNA’larin kontrol grubu ve M1 grubu hucrelerde oldugu gibi ECM reseptor etkilesimi,
endositoz, MAPK sinyal yolagi ve PI3K-Akt sinyal yolaginda rol oynaya bileceg@i gorulmustur.

SAHA ve LPS birlikte verilen M2+LPS+ SAHA deney grubu hicreleri ile tek basina
LPS verilen M2+LPS deney grubu hucreleri arasindaki miRNA ekspresyon farkliliklari
incelendiginde ise 42 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi goruimustar.
Tek bagsina LPS muamelesi yapilan hicre gruba gére SAHA ve LPS’nin birlikte uygulanan
hucre grubunda 27 miRNA ekspresyonunun arttigi 15 miRNA ekspresyonunun ise azaldigi
gorulmustar. Yaptigimiz KEGG analizleri sonucu ekspresyonlari degisen bu miRNA’larin

kontrol grubu ve M1 grubu hucrelerde oldugu gibi ECM reseptor etkilesimi, WNT sinyal
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yolagi, endositoz, MAPK sinyal yolagi ve PI3K-Akt sinyal yolaginda rol oynaya bilecegdi

gOralmustar.

Yapmis oldugumuz miRNA analizleri sonucunda SAHA'nin daha 6nce kanser hiicre
hatlarinda goésterildigi gibi makrofaj hiicrelerinde de miRNA ekspresyon farkliliklarina neden
oldugu gosterilmistir. miRNA ekspresyon profilleri incelendiginde ekspresyonu degdisen
miRNA’larin ortak rol oynayabilecekleri yolaklar incelendiginde ortak yolaklarin bulunmus
olmasi SAHA’nin  miRNA ekspresyon farkhliklari yaratarak hucresel yolaklarda rol

oynayabilecedini distndirmektedir.

SAHA'nin makrofaj fenotipinde meydana getirdigi etkilerin miRNA ekspresyonlarina
olan etkileriyle iliskilendirebilmek amaciyla karsilastirmali analiz gerceklestiriimistir. Analiz
sonucunda bulunan miRNA’larin KEGG yolak analizleri sonucunda rol alabilecekleri yolaklar
diger gruplarla biylk oranda benzerlik icermekte ve bunlardan en dikkat ¢cekeni ise MAPK

sinyal yolagidir.

Yaptigimiz karsilastirmali analiz sonucuna gére LPS muamelesi sonucu kontrol
hicrelerinde mmu-mir-125a-5p ekspresyonu artarken LPS ile birlikte SAHA muamelesi
sonucunda bu miRNA ekspresyonunun azaldigi gorilmustir. Sami ve arkadaslari tarafindan
yapilan c¢alismada mir-125a-5p ekspresyonunun LPS ile indlklenen fare makrofaj
hicrelerinde upregile oldugunu ve makrofaj iligkili enflamasyonun negatif regilatéri olarak
is yaptigini goéstermistir. mir-125a-5p’in inhibe edilmesi htcrelerde pro-enflamatuar genlerin
ekspresyonlarinda istatistiksel bir artisin meydana gelmesine neden olurken, miRNA’nin over
eksprese edilmesi M2 makrofajlarinda Argl gen ekspresyonunun son derece artmasina
neden olmustur (Sami, 2013). Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada tim hiicre gruplarinda
LPS muamelesi mir-125a-5p ekspresyonunu arttirirken SAHA ile LPS muamelesi sonucunda
MiRNA ekspresyonu duismustir, ancak o6zellikle kontrol grubu ve M1 grubu makrofaj
hicrelerinde SAHA birgok pro-enflamatuvar genin ekspresyonunda dusise neden olmustur.
Bu nedenle SAHA'nin mir-125a-5p ekspresyonuna olan etkisinin Kontrol ve M1 grubu
hucrerde farkli paremetrelerle degerlendirilebilecedi sonucuna varilmistir. Ancak M2 grubu
hiicrelerde mir-125a-5p ekspresyonu LPS ile birlikte SAHA muamelesi sonucu dismesi ve
Argl gen ekspresyonunun da son derece azalmasi mir-125a-5p’in etkisi ile olabilecegi ve

yapilacak ileri calismalar icin gugli bir aday olacagdi 6ngortulmektedir.

SAHA ile ekspresyonu degisen bir diger miRNA mmu-mir-21a-5p’dir. Daha 6nce
yapilan c¢alismalarda LPS ile muamele edilen Raw264.7 makrofaj hucrelerinde mir-21
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Sheedy, 2010). Yakin zamanh c¢aligmalar mir-21’in

makrofajlarda ifade olan TLR4 desen tanima reseptor etkilesiminin dizenlenmesinde énemli
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rol oynadigi gosterilmigtir (O'Neill, 2011). Mir-21’'in hedefi olan PDC4 ve Pelil TLR4 sinyal
yolaginin pozitif regulatorleridir ve mir-21 tarafindan hedef alinmalari sonucunda TLR4
sinyallenmesinde azalma buna bagl olarak TNF-a ekspresyonunda azalma meydana geldigi
ve bu oOzelligi ile anti enflamatuvar bir miRNA oldugu gosterilmis (Rebecca, 2016). Bizim
yapmis oldugumuz deneylerde literatirle benzer olarak LPS muamelesi yapilan kontrol
grubu makrofaj hucrelerinde mir-21 seviyesinin arttigr gosterilmis SAHA muamelesi ile bu
artisin azaldigi gértlmastir. Ancak LPS ile birlikte SAHA ile muamele edilen makrofaj
hicrelerinde TNF-a sitokin saliniminda azalma meydana gelmistir. Bu bulgu SAHA'nin
makrofaj hicrelerinde farkl molekiler mekanizmalar ile bu etkisini gosterebilecegi sonucuna

varilmistir.

mir-194-5p ekspresyonunun kontrol grubu hicrelerde LPS muamelesi sonucu arttigi
LPS ile SAHA birlikte muamele edildiginde hem kontrol grubunda hem de M1 makrofaj
hicrelerinde mir-194-5p ekspresyonunun arttigi bulunmustur. Huigun ve arkadaslarinin
yapmis olduklari calismada mir-194 TLR4 sinyallenmesinde TRAF6 yiI hedefleyerek
enflemasyonun negatif dizenleyicisi olarak gorev yapabilecedini gdstermistir. mir-194-5p
ekspresyonu artan makrofaj hicrelerinde TNF-a sitokin miktarinin azalmasi literatirle uyum
gOstermekte ancak makrofaj hicrelerinde diger enflamatuvar cevaplara olan etkisinin daha

ileri calismalarla desteklenmesi gerekecegini dislinmekteyiz.

Daha 6nce yapilan galismalar mir-155’in SMAD2/3 veya IL13Ra yi hedef alabilecegi
ve bu molekillerin hedeflenmesi yoluyla enflamatuvar fenotip olan M1 makrofaj
polarizasyonunu destekleyebilecegdi gosterilmistir (Martinez, 2011). miR-155'in M1 makrofaj
polarizasyonunu hangi molekiler mekanizma ile destekledigi tam olarak aydinlatilamamistir,
ancak M1 fenotipinin kritik bir molekull oldugu yapilan galismalar ile ortaya konmustur (Xing,
2012). Xing ve arkadaslarinin yapmis olduklari galismada M1 makrofajlarinin M2 fenotipine
donudstiruldiginde miR-155 ekspresyonunun dnemli Olgude azaldigi, M2 makrofajlarinda
miR-155 ekspresyonunun arttirimasi ile M2 veya M2 benzeri TAM’larda M1 makrofaj

polarizasyonunun arttiy1 gosterilmigstir.

Yapmis oldugumuz cahsma ile SAHA'nin polarize edilmis ve edilmemis makrofaj
hicrelerinde miRNA ekspresyon farklari olusturdugu bulunmustur. Yapmis oldugumuz
analizler sonucunda bulunan miRNA’alarin enflamatuvar cevaplarin olusturulmasinda gorevli
hucresel yolaklarda da rol oynayabilecekleri saptanmigtir. Bizim yapmis oldugumuz
calismada ozellikle M2 makrofajlarina  SAHA tek bagina uygulandiginda miR-155
ekspresyonunun iki kattan daha fazla bir artis olusturdugu gérulmustir. M2 makrofajlarinda

SAHA muamelesi normalde dislUk seviyede ekspresyonunu goérdugimuz CD86 ifadesinin
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artmasi ayrica TNF-a ifadesinin artigina neden olmustur. Onemli olarak LPS ile birlikte
uygulandiginda SAHA CD206 hiicre ylzey ekspresyonunu dusirmesi ve Argl gen
ekspresyonunu didstrmesi ile M2 fenotipik 6zelliklerinin son derece azalmasina ve M1
fenotipinin olugsmasini desteklemeyi sagladigi gortulmustur. SAHA kontrol ve M1 makrofaj
hicreleri Gzerine miR-155 ekspresyonuna énemli bir etki olusturmazken M2 makrofajlarinda
bdyle bir etkiyi olusturmasi yaptigimiz calismanin en &nemli bulgular arasindadir. M2
makrofajlar Uzerine SAHA'nin etkilerinin daha iyi aydinlatilabilmesi icin daha ileri, 6zellikle

fonksiyon calismalarinin yapilmasi gereklidir.
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6. SONUC

Son yillarda yapilan ¢alismalara gore histon deasetilaz inhibitorlerinin immadn sistemi
baskilayici ve anti-enflamatuvar etkilerinin oldugu ve bu Ozellikleri ile akut ya da kronik
enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir ila¢c olarak kullanilabilecegini
ongorilmektedir. Ancak Histon deasetilaz inhibitérlerinin enflamatuvar hicreler Uzerine etki

mekanizmalari henliz tam olarak aydinlatilamamigtir.

Bu etkinin aydinlatilabilmesi amaciyla yapilan bu arastirmanin sonuclari agagida

Ozetlenmistir;

o Projemizde kullanilan histon deasetilaz inhibitdéri Vorinostat'in Raw 264.7 fare
makrofaj hicreleri Gzerine 1uM dan yiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkisinin
oldugu,

o Vorinostat'in 24 saat slreyle ve 1uM konsantrasyonda uygulandiginda hicrelerde
histon deasetilaz aktivasyonunu inhibe ettigi, ancak bu strenin 48 veya 72 saate
¢ciktiginda 1uM konsantrasyonun ayni etkiyi gésteremedigi,

o Polarize makrofaj hiicrelerinde Vorinostatin IL-12 salinimini farkli sekilde degistirdigi,
kontrol hicrelerinde SAHA'nin LPS ile birlikte verildiginde IL-12 salinimini
dusurirken, M1 makrofajlarinda SAHA ve LPS’nin birlikte muamelesinin IL-12
salinimini arttirdigi, M2 makrofajlarinda ise LPS ile SAHA’nin birlikte verilmesinin IL-
12 salinimini dusurdidu ancak bu etkinin kontrol grubu makrofajlarina oranla daha
sinirh oldugu,

e Polarize makrofaj hicrelerinde IL-10 salinimina SAHA’nIn istatistiksel olarak anlamli
bir etkisinin olmadigi,

e Hiucre yuzey belirtecleri olan CD86 ve CD 206 ekspresyonlarina SAHA'nin farkli
fenotipteki makrofajlar Uzerine farkh etkiler goésterdigi 6zellikle M2 makrofajlarda
yuksek olan CD206 ekspresyonunu LPS ile SAHA'nin birlikte uygulandiginda énemili
Olctde dusurdugu,

e Polarize makrofaj hucrelerinde TNF-a sitokin salinimini genel olarak inhibe ettigi
ancak bu etkinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi,

e SAHA’nin IL-1B salinimina tek basina uygulandiginda herhangi bir etki gostermedigi
ancak LPS ile birlikte SAHA muamelesinin 6zellikle kontrol ve M2 fenotipine sahip
hiicrelerde IL-1B gugli bir sekilde uyardidi ancak M1 hucrelerinde SAHA'nin IL-18
salinimina anlaml bir etki gostermedigi,

e IL-6 salinnmina kontrol ve M2 makrofaj hicrelerinde SAHA'nin tek basina
uygulandiginda herhangi bir fark olusturmayip, LPS ile birlikte SAHA uygulandiginda

tek basina LPS uygulanan gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
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disurdigu ayrica M1 hucrelerine tek basina SAHA muamelesinin IL-6 sitokin
salinimini anlamh bir gekilde dusurdigu, LPS ile birlikte SAHA uygulandidinda tek
basina LPS uygulanan gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disisin
oldugu,

Kontrol ve M1 hucrelerinde SAHA ve LPS’nin birlikte uygulanmasinin COX2 mRNA
ekspresyonunu gugcli bir sekilde arttirdigi, M2 hiicrelerinde ise bu etkinin gorilmedigi,
Bir kemokin ligandi olan CXCL9 ekspresyonunun LPS muamelesi ile gerceklesmedigi
sadece IFNYy ile birlikte uyarilan M1 makrofajlarinda ifade oldugu, SAHA'nin hem tek
basina hem de LPS ile uygulandiginda CXCL9 ekspresyonunu arttirdid,

Makrofaj hicrelerinde tek basina SAHA uygulamasinin NOS2 ekspresyonuna 6nemli
bir etki gostermedigi, LPS uyariminin NOS2 ekspresyonunu 6nemli ol¢tide arttirdid,
SAHA ve LPS’nin birlikte uygulandigi hiicrelerde ise gen ekspresyonunun arttig,

En yuksek Argl ekspresyonunun M2 fenotipindeki hucrelerde oldugu, tek basina
SAHA muamelesinin Argl ekspresyonunda yaklasik bes katlik bir azalmaya neden
oldugu, LPS ve SAHA'nin birlikte uygulandigi deney grubunda ise Argl
ekspresyonundaki azalmanin son derece dramatik oldugu,

Hicrelerin SAHA ile hem tek basina hem de LPS ile birlikte muamele edilmesinin
MiRNA ekspresyonlarinda onemli degisikliklere neden oldugu,

Kontrol hiucrelerinde miRNA ekspresyon profillerin incelendiginde tek basina SAHA
muamelesi yapilan hicrelerlerle  kontrol hicreleri arasinda 132 miRNA
ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi, SAHA muamelesi yapilan hicre
grubunda 116 miRNA ekspresyonunun ekspresyonunun azaldigi 15 miRNA
ekspresyonunun ise arttigi,

Kontrol grubu makrofaj hicrelerine tek basina LPS muamelesi yapilan ve LPS ile
birlikte SAHA muamelesi yapilan hicrelerin  miRNA ekspresyon farkliliklar
incelendiginde 55 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi Bunlardan
44 miRNA’nin ekspresyonunun LPS ile SAHA birlikte verildiginde ekspresyonu arttigi
211 miRNA'nin ise ekspresyonu ise azaldidi,

M1 grubu makrofaj hicrelerinde Vorinostatin miRNA ekspresyonlarina olan eftkileri
incelendiginde tek basina SAHA muamelesi yapilan hicrelerlerle M1 hicreleri
arasinda 47 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi, tek basina
SAHA muamelesi yapilan hucre grubunda 31 miRNA ekspresyonunun azaldigi 15
miRNA ekspresyonunun ise arttigi,

Tek bagina LPS muamelesi yapilan M1+LPS deney grubu ile LPS ve SAHA
muamelesi yapilan M1+LPS+SAHA deney gruplari arasindaki miRNA ekspresyon

farklari incelendiginde 82 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi,
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bunlardan 3479 miRNA’'nin ekspresyonunun LPS ile SAHA birlikte verildiginde
ekspresyonu arttigi 3 miRNA’nin ise ekspresyonunun azaldidi,

e M2 makrofajlarinda miRNA ekspresyon analizleri sonucunda tek basina SAHA
muamelesi yapilan M2+SAHA deney grubu hdcreleri ile M2 deney grubu hicreleri
arasinda 101 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistidi, tek basina
SAHA muamelesi yapilan hicre grubunda 73 miRNA ekspresyonunun arttigr 28
mMiRNA ekspresyonunun ise azaldigi,

e SAHA ve LPS birlikte verilen M2+LPS+SAHA deney grubu hicreleri ile tek basina
LPS verilen M2+LPS deney grubu hicreleri arasindaki miRNA ekspresyon farklliklari
incelendiginde 42 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla degistigi tek basina
LPS muamelesi yapilan hiicre gruba gére SAHA ve LPS'nin birlikte uygulanan hicre
grubunda 27 miRNA ekspresyonunun arttigi 15 miRNA ekspresyonunun ise azaldig,

e SAHA'nin tim makrofaj hicre gruplarinda miRNA ekspresyonunda farkliliklar
yaratabildigi,

e Tum deney gruplarinda ekspresyonu degisen miRNA’larin benzer molekuler
yolaklarda islevsel olabilecegi,

o Ekspresyonu dedisen miRNA’larin  makrofaj aktivasyonunda rol oynayabilen
miRNA’larI da icerdidi,

e M2 makrofajlarinda SAHA’nin 6zellikle LPS ile birlikte uygulandiginda M1 fenotipine
ait belirteclerin artisini destekledigi,

e M2 makrofajlarinda SAHA muamelesinin miR-155-5p ekspresyonunu arttirdig1 ve M2
fenotipinde meydana gelen degisimlerin mekanizmalarinin anlagilabilmesi igin gugli

bir aday olabileceg@i sonugclarina varilmigtir.

SAHA’nin  kontrol hicrelerinde ve polarize makrofaj hicrelerinde makrofaj
fenotiplerine farkh etkiler gosterdiginin gértlmesi ayrica miRNA ekspresyonlarinda da belirgin
degisikliklerin gorilmesi SAHA’nin bu etkisini miRNA ekspresyon farklari olusturarak
meydana getirebilecegini dustindurmektedir. Ancak bu etkilerinin dogrulanabilmesi icin daha

kapsamli calismalarin yapiimasi gerekmektedir.

Yapmis oldugumuz calisma ile polarize makrofaj hucrelerinde SAHA'nin miRNA
ekspresyonunda degisiklikler meydana getirdigi ilk defa ortaya konarak, ileride yapilacak

daha kapsamli galismalar i¢in kaynak olusturmasi saglanmistir.
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