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ÖZET 

POLARĠZE EDĠLMĠġ MAKROFAJ HÜCRELERĠ ÜZERĠNE HĠSTON DEASETĠLAZ 

ĠNHĠBĠTÖRÜ VORĠNOSTAT’IN MOLEKÜLER ETKĠ MEKANĠZMALARININ 

ARAġTIRILMASI  

Prof. Dr. Gülseren BAĞCI 

Haziran 2018, 129 Sayfa 

 Fagositik hücrelerin heterojen bir ailesi olan makrofajlar, çevresel ortamlarında bulunan 

sitokinlere bağlı olarak değiĢik fenotip ve fizyolojilere sahip alt tiplere polarize 

olabilmektedirler. Bu değiĢim hücre populasyonlarının pro-enflamatuvar veya anti-

enflamatuvar sitokin üretmeleri ile karakterize fenotiplerin oluĢmasını sağlamaktadır.  Ancak 

makrofaj polarizasyonunun nasıl düzenlendiği henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır. 

Makrofaj polarizasyonunda epigenetik mekanizmaların önemli görevlerinin olduğunun 

bulunması histon deasetilaz inhibitörlerini de içeren epigenetik mekanizmalara etkisi bulunan 

ilaçların makrofaj polarizasyonunun kontrolünde kullanılabileceği düĢünülmektedir. 

 Polarize edilmiĢ makrofaj hücreleri üzerine Vorinostat‘ın moleküler etki mekanizmalarının 

araĢtırılması amacıyla RAW264.7 fare makrofaj hücre hattı kullanarak yaptığımız çalıĢmada 

farklı fenotiplere polarize edilmiĢ makrofajlarda bir histon deasetilaz inhibitörü olan 

Vorinostatın, IL-10, IL-12, IL-1β, TNF-α ve IL-6 sitokin salınımlarına farklı etkiler gösterdiği 

bulunmuĢtur. TNF-α, CXCL9, COX2, NOS2 ve Arg1 gen ekspresyonlarındaki değiĢimler 

incelendiğinde Vorinostat‘ın sitokin salınımına benzer Ģekilde farklı fenotipteki hücrelerde 

farklı etkiler gösterdiği görülmüĢtür. Hücre yüzey belirteçlerine olan etkileri incelendiğinde 

CD86 ifadesini tüm hücrelerde arttırdığı veya yüksek CD86 ifadesine sahip hücrelerde 

değiĢtirmediği M2 hücrelerinde ise CD206 ifadesini önemli ölçüde düĢürdüğü 

gözlemlenmiĢtir. Vorinostat‘ın polarize makrofaj hücrelerinde miRNA array yöntemi ile 

miRNA ekspresyonlarına olan etkileri incelenmiĢ ve tüm hücre gruplarında miRNA 

ekspresyonlarını önemli ölçüde değiĢtirdiği saptanmıĢ olup, değiĢen bu miRNA 

ekspresyonlarının (up/down regüle)  endositoz, MAPK, PI3K- AKT gibi makrofaj aktivasyonu 

için önemli hücresel yolaklarda görev aldığı bulunmuĢtur.  

Anahtar Kelimeler: Vorinostat, Makrofaj, Polarizasyon, miRNA, HDACi 

Bu çalıĢma, PAÜ Bilimsel AraĢtırma Projeleri Koordinasyon Birimi Tarafından 

DesteklenmiĢtir (Proje No: 2014SBE012). 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF MOLECULAR MECHANISMS OF HISTONE DEACETYLASE 

INHIBITOR VORINOSTAT ON POLARIZED MACROPHAGE CELLS 

Prof. Dr. Gülseren BAĞCI 

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-1β, TNF-α and IL-6 cytokine 

secretion. When the changes in TNF-α, CXCL9, COX2, NOS2 and Arg1 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 

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects 

Coordination Unit through Project number 2014SBE012 
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1. GĠRĠġ 

Monosit ve makrofajlar doğal bağıĢıklık sisteminin temel bileĢenlerini oluĢturan, 

patojenler ve ölü hücreleri tanıma ve temizlemeden sorumlu profesyonel fagositik hücrelerin 

heterojen bir ailesi olarak kabul görmektedir. Makrofajlar çevresel ortamlarında bulunan 

sitokinlere bağlı olarak değiĢik fenotip ve fizyolojilere sahip alt tiplere polarize 

olabilmektedirler. Bu değiĢim hücre populasyonlarının pro-enflamatuvar veya anti-

enflamatuvar sitokin üretmeleri ile karakterize fenotiplerin oluĢmasını sağlamaktadır. Klasik 

olarak aktive olan makrofajlar (M1 makrofaj olarak isimlendirilir) IL-10 düĢük, IL-12 yüksek 

fenotipe sahiptir. Alternatif olarak aktive olan makrofajlar (M2 makrofajlar olarak isimlendirilir) 

IL-10 yüksek ve IL-12 düĢük sitokin fenotipine sahiptir. Vorinostat gibi histon deasetilaz 

inhibitörleri histon deasetilaz enzimlerinin aktivitesini engelleyerek gen ekspresyon 

durumlarını değiĢtirmektedir. Vorinostat ve bilinen diğer histon deasetilaz inhibitörleri genlerin 

%1-2 ‗lik kısmının ekspresyonunda değiĢiklik meydana getirmektedir. Ġnflamasyon malin 

mikroçevrenin kritik bir bileĢenidir ve tümörle iliĢkili makrofajlar kronik enflamasyon sırasında 

bu bölgelere infiltre olmaktadırlar. 

Histon deasetilaz inhibitörlerinin anti kanser özelliklerinin yanında son yıllarda yapılan 

çalıĢmalar aynı zamanda anti enflamatuvar özelliklerinin de olduğu çeĢitli hayvan modelleri 

üzerine yapılan deneylerde gösterilmiĢtir. Romatoid artrit, enflamatuvar bağırsak hastalığı ve 

fibrozis gibi kronik enflamatuvar hastalık modellerinde histon deasetilazların immün hücreler 

üzerine anti enflamatuvar etki gösterdikleri bulunmuĢtur. Enflamatuvar hücreler üzerine 

apoptozu indükleyerek anti eflamatuvar etkilerini gösterebildikleri gibi, 2011 yılında Roger ve 

arkadaĢları tarafından insan ve fare makrofajları üzerine bir histon deasetilaz inhibitörü olan 

TSA‘nın etkileri incelendiğinde bu etkinin sadece enflamatuvar hücrelerin apoptozu ile 

olmadığı doza bağımlı olarak makrofaj hücrelerinin pro-enflamatuvar sitokin salınımlarının 

düĢtüğü bunun yanında anti-enflamatuvar sitokin salınımlarında artıĢ olduğu 

görülmüĢtür(Roger, 2011). Ancak histon deasetilaz inhibitörlerinin enflamatuvar hücreler 

üzerine etkileri henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır. Son yıllarda yapılan çalıĢmalar anti 

kanser tedavisinde umut vaat eden Histon Deasetilaz inhibitörlerinin anti-enflamatuvar 

özelliklerinin de olduğunu ve kronik veya akut enflamatuvar hastalıkların tedavisinde de 

kullanım açısından potansiyel taĢıdıklarını göstermektedir. 

Bu çalıĢmada M1 ve M2 fenotipine polarize edilmiĢ makrofaj hücrelerinde Vorinostat‘ın 

sitokin salınımlarına, hücre yüzey belirteçlerine, mRNA ekspresyonlarına ve miRNA 

ekspresyonlarına olan etkileri incelenerek makrofaj polarizasyonuna etkileri araĢtırılmıĢtır. 
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1.1. Amaç 

Bu çalıĢmadaki amacımız bir histon deasetilaz inhibitörü olan Vorinostat‘ın polarize 

edilmiĢ fare makrofaj hücreleri üzerine yapabileceği fenotipik etkileri incelemek, ayrıca 

miRNA ekspresyonlarına olan etkilerini de inceleyerek makrofaj hücrelerinde oluĢturduğu 

fenotipik değiĢiklikleri miRNA ekspresyon farklılıkları oluĢturarak yapıp yapmayacağını  

araĢtırmaktır.  

2. KURAMSAL BĠLGĠLER LĠTERATÜR TARAMASI 

2.1. Ġmmün Sistem 

 Ġmmün sistem yabancı ve zararlı olan her türlü maddeye(mikroorganizma, protein 

veya polisakkarit) karĢı organizmanın verdiği tepki olarak tanımlanmaktadır (Düzgün, 2014).  

Yabancı maddelerin vücuda girmesinde bir bariyer olarak görev yapan epitelyum 

tabakasından özelleĢmiĢ hücrelere kadar çeĢitli bileĢenler immün sistem içinde yer alır ve 

organizmayı korumayı hedefler. Ġmmün sistemi oluĢturan birçok farklı özeliklere sahip 

bileĢenlerden oluĢsa da doğal ve edinsel immün sistem olarak baĢlıca iki büyük gruba 

ayrılabilir (Hoebe, 2004).   

 Bu iki büyük gruptan doğal immün sistem vücudun enfeksiyonlara karĢı ilk koruyucu 

engelini oluĢturmaktadır. Edinsel immün sistem ise daha sonra ve yavaĢ olarak devreye 

giren ancak vücudun savunmasında daha etkin bir görev alan immün sistemdir(Abbas, 2007) 

 Her ne kadar farklı iki sistem gibi görünse de iki sistemde sürekli iletiĢim halindedir ve 

patojenlere karĢı savunmada birlikte çalıĢırlar.  

2.1.1 Doğal bağıĢıklık 

 Doğal immün sistem, mikropların vücuda girmesini engelleyen epitelyum tabakası, 

mikropların dokulara veya dolaĢıma girmeleri halinde ise onları tanıyıp yok etmeyi 

hedefleyen fagositler ve doğal öldürücü hücreler (natural killer-NK) denilen özelleĢmiĢ 

hücrelerden oluĢmaktadır. Doğal bağıĢıklık hücreleri birçok patojende ortak olarak bulunan 

Patojen ĠliĢkili Moleküler Patern (PAMPs) adı verilen korunmuĢ tekrar motiflerini tanıyan 

Patern Tanıma Reseptörleri (PRRs) eksprese etmektedirler. PRRs aktivasyonu pro-

enflamatuvar sitokinlerin salınımını, ligantların fagosite edilmelerini veya sitotoksik ajanların 

salınmasıyla patojenlerin yok edilmelerini sağlamaktadır (Akira, 2006).  Bu yapılara örnek 

olarak bakterilerin yapılarında bulunan lipopolisakkarit (LPS) verilebilir, fagositik hücreler 

membranlarında bulunan reseptörler ile LPS‘yi tanımakta ve aktive olarak mikro organizmayı 

yok etmeye çalıĢmaktadırlar (Abbas, 2007). 
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 Doğal bağıĢıklık sistemi, mononükleer fagositik sistem olan, monositler, makrofajlar 

ve dendritik hücreler olmak üzere üç majör hücre tipinden oluĢmaktadır. Monositler ve 

makrofajlar patojenlere karĢı doğal immün sistemde; fagositoz, reaktif oksijen radikallerinin 

salınımı, enflamatuvar sitokin ve kemokinlerin üretimini de sağlayarak immün sistem içinde 

önemli rol oynamaktadırlar. Aynı zamanda bu hücreler enflamasyonun durdurulması ve 

hasarlı dokuların iyileĢtirilmesinde de kritik rol oynarlar (Gordon,  2004). 

Doğal immün sistem hücrelerinin önemli bir grubunu monositler oluĢturmaktadır.  

2.1.2. Monositler 

 Doğal immün sistem hücrelerinden olan monositler dolaĢımda bulunan fagositik 

hücrelerdir ve vücutta oluĢan enfeksiyon bölgesine giderek orada mikroorganizmaları tanırlar 

ve içlerine alarak hücre içi yıkım iĢini gerçekleĢtirirler.  Monositler kemik iliği kökenli miyeloid 

hücrelerden farklılaĢmaktadırlar ve periferik kandaki beyaz kan hücrelerinin yaklaĢık %10 luk 

kısmını oluĢtururlar.  Periferik kanda bulunan monositler dolaĢımdaki ve dokulardaki mikro 

organizmalara karĢı etkilidirler ve damar dıĢındaki dokularda uzun süre yaĢayabilirler  

(Gordon,  2004).  

 Monositler endotel hücreleri tarafından salınan adezyon molekülleri gibi uyarılarla 

dolaĢımdan enfeksiyon olan bölgeye göç etme yeteneğine sahiptirler. Çevre dokulardan 

salınan pro-enflamatuar veya metabolik uyarılarla dokulara giren monositler makrofaj 

hücrelerine farklılaĢırlar.  Monositler çevre dokulardan salınan Makrofaj Koloni Situmule Edici 

Faktör (M-CSF) veya Granülosit Makrofaj Koloni Sitimule Edici Faktör (GM-CSF) gibi 

büyüme faktörleri ile doku makrofajlarına ya da dendritik hücre veya osteklast gibi özelleĢmiĢ 

hücre tiplerine farklılaĢabilmektedirler (Yona,  2013). 

 Monositlerden farklılaĢan makrofaj hücreleri pro-enflamatuvar, anti enflamatuvar, 

doku tamiri, anti tümör gibi birbirinden farlı birçok görevi yerine getirmektedir. Bu 

fonksiyonların bozulması ise kanser progresyonunu da içeren çeĢitli süreçlerde farklılaĢmaya 

ve çeĢitli hastalıkların oluĢmasına neden olmaktadır. Makrofaj hücreleri farklı fenotiplerde 

farklı görevleri yerine getirmektedir ve bu fenotiplerin oluĢum mekanizmalarının tamamen 

aydınlatılabilmesi için bilimsel çalıĢmalar devam etmektedir.  

2.1.3 Makrofaj hücreleri 

 Makrofajlar doğal bağıĢıklık sistemde çevresel ve mikrobial ajanlara karĢı immün 

yanıtın baĢlatılmasını ve sürdürülmesini ayrıca hasarlı dokuların tamirini düzenleyen doğal 

bağıĢıklık sisteminin heterojen hücre populasyonudur. Ġlk defa biyolog Elie Metchnikoff 

tarafından 1884 yılında patojenleri fagosite ederek elimine eden hücreler olarak 
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keĢfedilmiĢtir. Makrofaj ismi yunanca ―makros‖ büyük ve ―phagein‖ yeme kelimelerinin 

birleĢiminden meydana gelmektedir (Das,  2015).   

 1905 yılında Hirsch ve arkadaĢları bu fagositik hücreleri belirli bakteriyel 

enfeksiyonlara karĢı direncin oluĢturulmasını sağladığını göstermiĢlerdir (Hirsch  1959).  

Ġmmün sistem üzerine yapılan ileri çalıĢmalar sonucunda makrofajların antibakteriyel 

aktivitesinin immün sistemde hücresel immünitenin temelini oluĢturduğu görüĢü 

benimsenmiĢtir (David,  1972). 

 Vücutta bir enfeksiyon meydana geldiğinde ilk tepkiyi veren hücreler olan doğal 

öldürücü hücrelerden (Natural Killer, NK) sonra ortamda en çok bulunan hücreler makrofaj 

hücreleridir (Davies  2013). Makrofaj hücreleri reaktif oksijen radikalleri (ROS) ve pro-

enflamatuvar sitokinler salarak antimikrobiyal aktivite gösterirler ve ortamda bulunan 

patojenleri ve apoptotik hücreleri fagosite ederek temizlerler. Önemli bir fonsiyon olarak 

makrofaj hücreleri sundukları antijenler ve sitokinler sayesinde edinsel immün sistemin 

aktivasyonunu da sağlamaktadırlar. Enflamasyonun ilerleyen süreçlerinde ise makrofajlar 

hasarlı dokuların onarılmasında rol oynamaktadırlar (Martinez, 2009). 

 Makrofaj fenotipleri ve fonksiyonlari bulunduklari anatomik lokasyonlara göre farklılık 

göstermektedir (Das  2015). Makrofajlar lenfoid veya karaciğer (kupper hücreleri), akciğer 

(alveolar makrofajlar), sinir sistemi (microglia), üreme organları veya bağırsaklar gibi lenfoid 

olmayan organlarda da bulunubilmektedirler ve bulundukları dokuya gore isimlendirilirler 

(Taylor,  2005).    

2.2. Makrofaj Polarizasyonu 

 Makrofaj hücrelerinin aldığı farklı uyarılara göre farklı görevler üstlenecek olan çeĢitli 

hücre tiplerine dönüĢmesine makrofaj polarizasyonu denmektedir. 

2.2.1.Makrofaj polarizasyonu teriminin tarihçesi 

 1990 yılında keĢfedilen interlökin 4 (IL-4) sitokini makrofaj gen ekspresyonları üzerine 

Lipopolisakkarit (LPS) ve interferon gamma (IFNγ)‘ dan farklı bir etki gösterdiği bulunmuĢtur. 

interferon gamma ile oluĢan klasik aktivasyonun aksine IL-4 ile oluĢan makrofaj aktivasyonu 

alternatif aktivasyon olarak tanımlanmıĢtır (Stein, 1992). YaklaĢık beĢ yıl sonra Mills ve 

arkadaĢları makrofajları M1 ve M2 olmak üzere iki yeni grupta sınıflandırmayı önermiĢlerdir. 

Bu terminololoji çeĢitli fare soylarında T helper tip1 (Th1)(C57BL/6 fareleri) ve T helper tip 2 

(Th2)(Balb/c fareleri) kökenleriyle makrofajların sahip oldukları farklı arjinaz metabolizmaları 

gözlemlenerek oluĢturulmuĢtur. Th1 fareler T hücrelerinden çoğunlukla IFNγ ürettikleri 

gösterilen farelerde makrofajların aktivasyonuyla arjininden nitrik oksit oluĢturulduğu 
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gösterilmiĢtir. Bunun aksine Th2 farelerinde ise T hücreleri tarafından IL-4 ve TGFβ1 

üretilmektedir (Mills, 2000).  

 Bu bulgular, klasik aktive olan makrofajların (M1) enflamatuvar fonksiyon sergilediği 

bununla beraber alternatif aktive olan makrofajların (M2)  anti-enflamatuvar fonksiyon 

gösterdiği konusunda bilimsel olarak fikir birliği oluĢturmuĢtur. 2004 yılında Mantovani ve 

arkadaĢları M2 makofajları uygulanan uyarıcıya ve indüklenen transkripsiyonel değiĢime 

bağlı olarak M2a, M2b, M2c ve M2d alt tiplerine ayırmıĢlardır (Mantovani, 2004). 

2.2.2.Klasik makrofaj (M1) aktivasyonu 

 Makrofajlar IFN-γ veya Lipopolisakkarit (LPS) gibi bir bakteri ürünüyle uyarıldığında 

klasik aktive veya M1 makrofajlar olarak isimlendirilmektedir. Klasik veya M1 

polarizasyonunu ilk olarak 1960‘lı yıllarda Mackaness ve arkadaĢlarının yapmıĢ oldukları 

mikobakteriumbovis basili, Calmette-Guerin (BCG) veya Listeria ile enfekte farelerdeki 

makrofajların anti microbial aktivitelerinin gösterilmesi çalıĢmalarıyla anlaĢılmıĢtır 

(Mackaness,  1964).  Daha sonra T hücrelerinin bir sınıfı olan T helper 1 (TH-1) hücreleri 

tarafından üretilen  IFN-γ ve hücresel aktivitesi keĢfedilmiĢ ve IFN-γ  etkisinin makrofajların 

anti mikrobiyal, sitotoksik ve tümorisidal aktiviteleri uyardığı görülmüĢtür (Mosmann,  1986).  

 Knockout farelerde ve insanlarda yapılan çalıĢmalarda IFN-γ defektinin M1 

polarizasyonu ve mikrobiyal enfeksiyonlara karĢı savunma için kritik öneme sahip olduğu 

gösterilmiĢtir. Intrasellüler patojenler, TNF-α, IFN-γ ve TLR4 ligantları ayrıca GM-CSF, 

radyasyon, ox-LDL ve yüksek tuz diyeti gibi faktörlerin makrofajları M1 polarizasyonuna 

yönlendirdiği ve proenflamatuvar sitokin salınımını uyardığı son yıllarda yapılan çaıĢmalarda 

gösterilmiĢtir (Zhang,  2015).  

 M1 makrofajları tipik olarak yüksek IL-12 ve düĢük IL-10 sitokin salınımıyla 

karakterize bir fenotipe sahiptir (Mantovani 2004). Ayrıca patojenlerin yok edilmesi için 

indüklenebilir nitrikoksit sentetaz (iNOS) üretimi IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23, TNF-α gibi pro 

enflamatuvar sitokin salınımını gerçekleĢtirip, diğer immün hücrelerin bölgeye toplanmalarını 

sağlayacak  kemokin ve kemoatraktan proteinleri üretirler (Murray,  2011). Tüm bu fenotipin 

oluĢturulması bir dizi genin STAT1, NFk-B ve MAPKs gibi yolakların kontrolündeki 

transkripsiyon faktörleri tarafından aktive edilmesiyle düzenlenmektedir (Langrish, 2005)          

(Szekanecz,  2007). 

2.2.3.Alternatif Aktive Makrofaj(M2)  Aktivasyonu 

 M1 makrofaj polarizasyonunda IFN-γ tarafından indüklenen süperoksit üretiminin IL-4 

tarafından inhibe edilmesinin bulunmasıyla makrofaj aktivasyonunun sadece konakçı 
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savunması ile iliĢkili olmadığını göstermiĢtir. Alternatif  polarizasyonun keĢfinden günümüze 

kadar yapılan bir çok çalıĢma M2 makrofajların doku iyileĢmesi, tumor geliĢimi ve fibrosis gibi 

pekçok biyolojik olayda anahtar rol oynadığını göstermiĢtir (Wynn, 2004).  

 M2 makrofaj aktivasyonu karmaĢık bir süreçtir ve günümüzde farklı uyaranlar sonucu 

oluĢan üç farklı fenotipte sınıflandırılmaktadır. M2a, M2b, M2c ve M2d (Hirsch JG 1959).  Her 

fenotip kendine özgü bir gen ekspresyon profiline sahip olmakla birlikte yüksek IL-10 ve IL-1 

reseptör antagonisti ayrıca düĢük IL-12 üretimi tüm gruplarda ortak fenotip olarak karĢımıza 

çıkmaktadır (David, 1972).  Bir diğer önemli M2 makrofaj belirteci de Arjinaz-1 enzimidir, bu 

enzim indüklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) enziminin supstratı olan L-arjinin miktarını 

düĢürmektedir (Hirsch, 1959). 

 M2a fenotipi, Th2 hücreleri, eozinofiller, bazofiller ve makrofajlar  tarafından üretilen 

IL-4 veya IL-13 uyarısı sonucu ortaya çıkmaktadır (Martinez,  2009). IL-4Rα1, IL-13Rα1 veya 

IL-13Rα2 resöpterlerine bağlanmayı takiben JAK1 ve JAK3 aktive olmakta ardından STAT6 

ve IRF4 aktivasyonuna neden olmaktadır. IL-4 uyarısı sonucu oluĢan makrofaj aktivasyonu 

fagositik aktivasyonu azaltmaktadır. IL-4 eksik farelerde makrofaj olgunlaĢması ve sayısında 

herhangi bir değiĢiklik olmamakla birlikte nematodlara ve viral enfeksiyonlara karĢı 

enflamatuvar cevap bozulmaktadır (Martinez,  2009). 

 M2b makrofaj aktivasyonu IL-1R ligantları veya immün komplekslerle birlikte LPS 

maruziyeti ile tetiklenmektedir.  Ligantlar hücre membranında FcγR1 (CD64) ve inhibitör 

FCγRIIA (CD32)‘yi içeren Fc reseptör ailesi tarafından tanınmakta böylece spleen tyrosine 

kinase (Syc) ve phosphoinositide 3-kinase yoluyla IL-10 ve TNFα ekspresyonu artmaktadır 

(Martinez,  2009). 

 M2c fenotipinin oluĢması için glukokortikoitler ve IL-10 maruziyeti uyarılmaktadır. 

Glukokortikoitler hücreye nüfuz ettiğinde reseptörüne bağlanarak kompleks oluĢturur ve 

çekirdeğie transloke olur. Bu kompleks  çekirdekte NF-kB ve AP-1 ile etkileĢime geçerek 

enflamatuvar cevabın baskılanmasında rol oynar (Taylor,  2005).  

 Tümörle iliĢkili makrofajlar (TĠM) tümör mikroçevresinin ana enflamatuar bileĢenidir.  

M2 makrofaj fenotipinde olduğu gibi tümörle iliĢkili makrofajlar da yüksek miktarda IL-10 ve 

düĢük seviyede IL-12 sitokin salınım fenotipine sahiptir (Blusse, 1983). TĠM‘ler IL-6 ve 

makrofaj koloni uyarıcı faktör (M-CSF) tarafından tarafından aktive edilebilir. TĠM‘ler diğer M2 

alt grupları ile benzer sitokin salınımı profiline sahipt olup, yüksek  IL-10 ve TGF-β salınmı 

gerçekleĢir. Bununla birlikte TĠM‘ler diğer M2 alt gruplarından faklı olarak yüksek miktarda 

CCL5, CXCL10 ve CXCL16 kemokin salınım profiline sahiptir. TĠM‘ler ayrıca M1 fenotipi 
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belirteçleri de ifade ederler ve LPS veya IFN-γ gibi uyarılarla M1 benzeri bir fenotipe 

dönüĢebilirler (Martinez,  2014).   

2.2.4. M1-M2 makrofaj dengesi 

 Enflamasyonun yapılandırılması ve doku tamiri enflamasyonun ilerlemesinde önemli 

bir süreçtir ve bu süreçte makrofajlar kritik roller üstlenmektedirler. M1 polarize makrofajlar 

enflamasyon yanıtının baĢlaması ve doku hasarının oluĢtuğu süreçte rol oynamaktadır 

(Gordon, 2010). Enflamasyonun baĢlangıcından itibaren oluĢan doku hasarının iyileĢtirilmesi 

için bölgeye M2 fenotipine sahip makrofajlar da infiltre olmaya baĢlar. Vücut hemeostazının 

sağlanmasında bu sürecin sekteye uğraması enflamasyonun ilerleyiĢini değiĢtirmekte olup 

M1 / M2 makrofaj dengesinin önemli olduğu vurgulanmaktadır (Lucas,  2010).  

 Örneğin kronik venöz ülserde (KVÜ), kronik enflamasyonun söndürülmesi M1 ve M2 

makrofaj polarizasyonundaki dengenin bozulmasına bir örnek olarak verilebilir. Demir 

metabolizması polarize makrofajlarda farklı düzenlenmektedir ve KVÜ‘de aĢırı demir 

yüklenmesi makrofajları sürekli M1 polarize fenotipte tutmakta böylece ROS aracılı DNA 

hasarına ve doku tamirinde kusurlara neden olmaktadır (Sindrilaru et al., 2011).  

 Makrofaj polarizasyonundaki dengenin bozulmasına bir diğer örnek olarak iskemik 

kalp hastalığı verilebilir. Oksijen algılayıcısı olan prolyl-hydroxylase PHD2 eksik farelerde 

oluĢturulan iskemi modelinde makrofajların artan NF-κB aktivasyonu ile pro-arteriogenik M2 

makrofaj fenotipinin oluĢumunu desteklediği görülmüĢtür (Takeda et al., 2011). 2011 yılında 

yapılan bu gözlem yaralarda ve tümörlerde de görülen oksijen yoksunluğu ile proarteriogenik 

M2 makrofaj polarizasyonu arasında fonksiyonel bir iliĢki kurulması açısından önemlidir (Sica 

, 2012) 

2.2.5. Makrofaj Polarizasyonunun Moleküler Belirleyicileri 

 Makrofajların farklı fenotiplere polarize olması, sinyal molekülleri, transkripsiyonel 

faktörler, epigenetik mekanizmalar ve posttranskripsiyonel mekanizmaları da içeren bir sinyal 

ağı tarafından düzenlenmektedir.  IRF/STAT yolağının IFN ve TLR sinyalleriyle aktive 

olmasıyla STAT1 kullanılarak makrofaj fonksiyonları M1 fenotipine veya IL-4 veya IL-13 

sinyallenmesiyle ise STAT6 kullanılarak M2 fenotipine dönüĢmektedir (Sica ve Bronte, 2007).  

 M1 makrofajlarında Th1 ve TH17 ye yanıt olarak uyarılan IL-12, IL-23 ve TNF sitokin 

salınımları için gerekli olan IRF5‘in artmıĢ ekspresyonuna sahiptirler (Udalova,, 2012). IL-4 

reseptörler aktivasyonu ise STAT 6 aktivasyonuyla mannoz reseptör (Mrc1), resistin-like α 

(Retnla, Fizz1) ve chitinase 3–like 3 (Chi3l3, Ym1) gibi M2 polarizasyonunu uyarmaktadır 

(Pauleau et al., 2004). IL-10 ise STAT3 aracılı (Il10, Tgfb1, Mrc1) gibi M2 benzeri fenotipin 
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oluĢmasını uyarmaktadır (1-15). STAT aracılı makrofaj aktivasyonu SOCS ailesi üyelerince 

düzenlenmektedir (Sica, 2012).  

 IRF/STAT/SOCS yolağı bir transkripsiyon faktör paneli olarak makrofaj 

polarizasyonunu yönetmektedir.  PPARγ nükleer reseptörü ve PPARδ ise M2 makrofaj 

aktivasyonunda farklı alt tiplerin oluĢmasıyla iliĢkilidir. Ġlginç olarak STAT6 proteini PPARγ ve 

Krüppel-like factor 4 (KLF4) ile koordine Ģekilde çalıĢmaktadır (Liao ,2011).  

 Yapılan çalıĢmlar KLF4 STAT6 ile koordine çalıĢarak Arg-1, Mrc1, Fizz1, PPARγ gibi 

M2 polarize makrofajlarla iliĢkili genlerin ekspresyonlarını uyarırken NF-κB aktivasyonu için 

gerekli koaktivatörlerin engellenmesiyle TNFa, Cox-2,CCL5, iNOS gibi M1 polarize makrofaj 

aktivasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonlarını inhibe etmektedir (Sica, 2012).  IL-4 ayrıca 

makrofajlarda c-Myc aktivitesini uyararak M2 aktivasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonlarını 

düzenlemektedir (Pello, 2012).  

 Toll benzeri reseptörlerin sinyallenmesi NF-κB aktivasyonuna ve enflamatuar 

faktörlerin üretimini uyararak M1 polarize makrofaj fenotipinin oluĢumunu uyarmaktadır 

(Bonizzi, 2004).  Ancak NF-κB aktivasyonu sadece enflamatuvar bir sürecin baĢlamasından 

sorumlu olmayıp ayrıca enflamasyonun söndürülmesi ve tümörle iliĢkili makrofaj (TĠM) 

polarizasyonunda da rol oynamaktadır (Hagemann, 2008).  

 P50 NF-κB homodimer uyarımı in-vitro ve in vivo ortamda M2 polarizasyonun 

oluĢmasında önemli rol oynamaktadır (Porta, 2009). Bu faktörlerle birlikte hipoksi ile 

indüklenen faktörler (HIF-1α ve HIF-2α) de M1 ve M2 makrofaj polarizasyonda farklı olarak 

eksprese edilmekte ve iNOS  (M1 fenotipi ile iliĢkili) ve Arjinaz1 (Arg1) ekspresyonlarını 

düzenlemektedir (Sica, 2012).  

 Epigenetik değiĢiklikler ve kodlamayan RNA‘lar dolaylı olarak makrofaj 

polarizasyonunda rol oynamaktadır. Örneğin IL-4 aracılı upregüle olan histon demetilaz 

JMJD3 fare makrofajlarında kromatin modifikasyonunu değiĢtirdiği ve M2 makrofaj 

polarizasyonu ile iliĢkili genlerin ekspresyonlarını arttırırken M1 makrofaj polarizasyonu ile 

iliĢkili genlerin ekspresyonunu ise baskıladığı gösterilmiĢtir. Ayrıca mir 155 IL-13Rα1 alt 

ünitesini hedefleyerek M2 polarizasyonu ile ilgili genleri baskıladığı görülmüĢtür (Sica, 2012). 

2.3. DNA Paketlenmesi 

 Tezimizin temel unsurlarından olan HDAC ve inhibitörlerini etkilerini kavrayabilmek 

için DNA paketlenmesinin nasıl gerçekleĢtiğini açıklamak gerekirse; 
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 Ökaryotik canlılarda DNA, histon ve histon olmayan proteinlerle paketlenmiĢ halde 

bulunmaktadır. Kromatin adı verilen bu kompleksin ana proteinleri histon proteinleridir. 

Histonlar özellikle lizin ve arjinin amino asitlerince zengin, 102-135 amino asitten oluĢan 

küçük proteinlerdir, sahip oldukları pozitif yükleri sayesinde DNA‘ya kolayca 

bağlanabilmektedirler. H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak üzere beĢ tip histon proteini vardır 

(Cooper, 2004).   

 DNA‘nın paketlenmesi birden fazla aĢamada gerçekleĢmektedir. DNA ilk olarak 200 

nükleotitte bir tekrarlayan birimler halinde histon proteinleri etrafında sarılarak nükleozom 

paketlemesi meydana getirmektedir. Nükleozom, kor nükleozom ile bağlaç DNA‘dan 

meydana gelmektedir. Kor nükleozom, 146 baz çiftlik DNA‘nın 1,65 dönüĢ yaparak histon 

oktameri üzerine sarılmasıyla oluĢan bir yapıdır. Histon oktameri ikiĢer adet H2A, H2B, H3 ve 

H4‘ten oluĢmaktadır. H1 ise yaklasık 80 baz çiftinden oluĢan bağlaç DNA ile oktamer 

arasında bulunmaktadır. Histon proteinleri histon katlanma (fold) motifi içeren globular yapıda 

karboksil ve amino kuyruk bölgelerini içermektedir (Khorasanizadeh, 2004).  

 Nükleozom oluĢumu sırasında öncelikle H3-H4 ve H2A-H2B proteinleri birbirlerine 

bağlanarak dimerleri oluĢturmakta, H3-H4 dimerlerinin tetramer formunu almasından sonra 

H2A-H2B tetrameri ile birleĢerek histon oktamerini oluĢturmaktadır. Histon fold bölgesi diğer 

histonlarla ve DNA ile etkileĢime giren kısımdır. Nükleozomu oluĢturan histon proteinlerinin 

amino kuyruk bölgeleri diğer proteinler için etkileĢim yüzeyi oluĢturmakta ve çeĢitli post-

translasyonel modifikasyonlar geçirerek biyolojik olaylarda görev almaktadır (Strahl, 2000). 

 Histonların amino kuyruk bölgelerinde Asetilasyon, Metilasyon, Fosforilasyon, 

Ubikutinasyon, Adpribozilasyon gibi çesitli post-translasyonel modifikasyonlar bulunmaktadır. 

Bu modifikasyonlar birbirleriyle iliĢkili olarak ve diziye özgül bir biçimde gerçekleĢmektedir. 

Modifikasyonlar histonların elektrostatik yükünü etkileyerek kromatin yapısını değiĢtirmekte 

ve protein kompleksleri için tanıma bölgesi oluĢturduğu düĢünülmektedir. Böylece histon-

DNA ve histon-histon iliĢkisi etkilenmekte, DNA paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen 

ifadesinin kontrolü gibi birçok biyolojik olay kontrol edilebilmektedir (Strahl, 2000) . 

2.3.1 Histon Asetilasyonu 

 Kromatin ve DNA modifikasyonları ile transkripsiyonel düzeydeki gen ifadesinin 

kontrolünde histon asetilasyonu en önemli  epigenetik bir düzenlenme mekanizmalarından 

biridir. Amino kuyruk bölgesine negatif yüklü asetil grubunun takılması pozitif yüklü lizin 

amino asiti yükünü kısmen kaybetmesine neden olmakta böylece kromatinde gevĢeme 

meydana gelerek, transkripsiyon faktörlerinin genlerin promotör bölgelerine ulaĢmaları 

kolaylaĢmakta ve bu sayede transkripsiyon gerçekleĢmektedir (Küçükoğlu, 2013). 
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 Asetilasyon geri dönüĢümlü olarak gerçeklesen bir olaydır. Lizin amino asitinden 

asetil grubunun çıkartılmasıyla kromatin tekrar kondense olmakta ve transkripsiyon 

baskılanmaktadır. Kromatinin belli bir bölgesinde histonların asetile olması, o bölgenin 

transkripsiyonel açıdan aktif olduğunu gösterirken, deasetile olması transkripsiyonun 

baskılandığını göstermektedir. Histon asetilasyonu transkripsiyonel düzenlenmenin yanında 

epigenetik kalıtım ve DNA replikasyonu gibi biyolojik olaylarda da görev almaktadır (Strahl, 

2000). 

 Histonların asetilasyonu histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) 

enzim aileleri tarafından düzenlenmektedir. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu arasındaki 

denge normal hücre büyümesi ve fonksiyonu için gereklidir. 

2.3.2 Histon Asetil Transferazlar(HAT) 

 Histon asetil transferazlar; asetil koenzim A‘daki asetil grubunun, histonların amino 

kuyruklarındaki lizinin -amino grubuna transferini katalizleyen enzimlerdir. Günümüze kadar 

HAT aktivitesine sahip, substrat özgüllüğü olan en az 30 protein gösterilmiĢtir (Marmorstein, 

2001). 

2.3.3 Histon Deasetilazlar(HDAC) 

 Histon deasetilazlar, histonların amino kuyruklarındaki lizin amino asitlerinden ve 

histon olmayan proteinlerden asetil gruplarını çıkartan enzimlerdir. Histonların 

deasetilasyonu kromatinin kondanse olmasını, böylece gen ifadesinin baskılanmasını 

sağlarken, histon olmayan proteinlerin deasetilasyonu DNA replikasyonu, hücre döngüsü ve 

apoptozun düzenlenmesinde görevlidir (Dokmanovic, 2005). Bugüne kadar 18 insan HDAC 

enzimi tanımlanmıĢtır.  

 HDAC ailesi üyeleri maya HDAC homolojilerine göre dört guruba ayrılmıĢlardır. Sınıf 

I, II ve IV çinko bağımlı enzimleri içermektedir, sınıf III üyeleri ise NAD+ bağımlı enzimlerdir. 

Sınıf I HDACs nüklear enzimlerdir ve tüm dokularda eksprese edilmektedir ve birçok tümör 

tipinde aĢırı eksprese durumdadır. Bu enzimler histonların ve diğer DNA'ya bağlanan 

proteinlerin deasetilasyonu ile transkripsiyonel korepressör olarak hareket eder ve birçok 

geni etkileyerek hücre farklılaĢması, hücre büyümesi ve anjiogenesisi transkripsiyonel 

düzenlenmesinde iĢ görürler. Sınıf II deasetilazların daha çok hücre olgunlaĢması ve 

farklılaĢması ile ilgili olduğu görünmesine karĢın, sınıf II deasetilazlardan biri olan HDAC6‗nın 

son zamanlarda sitoplazmik bir protein olan beta-tubulinin deasetilasyonunu katalizlediği 

gösterilmiĢtir (Hubbert, 2002).  
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 HDACI‗lar, birçok transforme ya da kanser hücre tipinde nükleozomal histonların 

hiperasetilasyonunu tetikleyerek, baskılanmıĢ genlerin yeniden aktif hale gelmesini sağlar. 

Birçok kanser tipinde baskılanmıĢ olan bu genler fizyolojik Ģartlarda apoptozu ve 

farklılaĢmayı tetikleyerek, hücre döngüsünün G1 ve G2 fazında durmasına neden olup, hücre 

çoğalmasını inhibe ederler. Antitümör aktiviye sahip HDACI‗ların en çok dikkat çeken 

özelliklerinden birisi, HDAC inhibisyonu ile oluĢan asetilasyonun sadece belli genlerin 

transkripsiyonunu aktive etmesi ve bu yolla tümör büyümesini inhibe etmesidir (Marks, 2000).  

 HDACI‗ların antitümöral özellikleri arasında, tümöre kan sağlama, metastatik 

potansiyel ve konak immun cevabı gibi daha sistemik etkiler de bulunur. HDACI‗lar VEGF 

(vaskuloendoteliyal büyüme faktörü) gibi pro-anjiogenik faktörlerin ekspresyonunu 

baskılayarak ve endoteliyal hücrelerin anjiogenik teĢvike duyarlılığını azaltarak anjiyogenezi 

engellemektedir (Deroanne  2002).  

 HDACI‗lar, tümör büyümesi için önemli olan yeni kan damarlarının oluĢumunun 

engellenmesine ek olarak matriks metalloproteinaz enzimlerinin ekspresyonunu da inhibe 

eder. Matriks metalloproteinazlar tümörlerin etrafını saran bazal membranı yıkar, bu da 

metastazın baĢlamasında oldukça önemli bir adımdır. Bununla beraber HDACI‗ların konak 

immun cevabını teĢvik etmesiyle, tümör hücreleri immun sistem tarafından yıkılmaya daha 

duyarlı hale gelebilir (Johnstone, 2002). Tüm bu veriler göz önüne alındığında, HDACI‗ların 

kanserin baĢlangıcı ve geliĢimindeki çeĢitli hücresel ve fizyolojik süreçlerde etkin bir role 

sahip olduğu görülmektedir.  

 Histon deasetilaz inhibitörleri anti kanser özelliklerinin yanında son yıllarda yapılan 

çalıĢmalar aynı zamanda anti enflamatuvar özelliklerinin de olduğu çeĢitli hayvan modelleri 

üzerine yapılan deneylerde gösterilmiĢtir (Dominik, 2015). Romatoid artrit, enflamatuvar 

bağırsak hastalığı ve fibrozis gibi kronik enflamatuvar hastalık modellerinde histon 

deasetilazların immün hücreler üzerine anti enflamatuvar etki gösterdikleri bulunmuĢtur 

(Halili, 2010).  

 Enflamatuvar hücreler üzerine apoptozu indükleyerek anti eflamatuvar etkilerini 

gösterebildikleri gibi, 2011 yılında Roger ve arkadaĢları tarafından insan ve fare makrofajları 

üzerine bir histon deasetilaz inhibitörü olan TSA‘nın etkileri incelendiğinde bu etkinin sadece 

enflamatuvar hücrelerin apoptozu ile olmadığı doza bağımlı olarak makrofaj hücrelerinin pro-

enflamatuvar sitokin salınımlarının düĢtüğü bunun yanında anti-enflamatuvar sitokin 

salınımlarında artıĢ olduğu görülmüĢtür (Roger, 2011). Ancak histon deasetilaz 

inhibitörlerinin enflamatuvar hücreler üzerine etkileri henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır.  
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 Çok çeĢitli HDACi bulunmakta olup tezimizde kullandığımız Vorinostat hakkında bilgi 

vermek gerekirse; 

2.4. Vorinostat 

 Bir histondeasetilaz inhibitörü olan Vorinostat Givinostat, Abexinostat, Panobinostat, 

Belinostat ve Trichostatin gibi kimyasalların dahil olduğu hydroxymate grubu bir kimyasaldır. 

Bu ilaçlar hastalıkların oluĢmasında genetik mutasyonların yanı sıra HDAC enzimlerinin 

aktivasyonundaki farklılıklar, hücrelerde gen ekspresyonlarını değiĢtirmekte ve sonuçta 

fenotipik farklılıkların oluĢabileceği öngörüsü ile üretilmiĢlerdir (Sophia ve ark, 2012).  HDAC 

inhibitörleri özel hücre tiplerinde hem in-vitro hemde in-vivo koĢullarda etkilerini 

gösterebilmekte ve hücre farklılaĢması ve hücreleri apoptoza yönlendirebilmektedirler. HDAC 

inhibitörlerinin anti kanser ajanı olarak kabul edilmesine karĢın bu ilaçların etki 

mekanizmaları tam olarak aydınlatılamamıĢtır. 

Vorinostat (suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA, Zolinza®) oral olarak da kullanılabilen bir 

HDAC inhibitörüdür. Yarılanma ömrü 2 saat olan Vorinostatın, kutanöz T hücre lenfomaları 

için tedavi amaçlı kullanımına 2006 yılında FDA tarafından onay verilmiĢtir.   Formülü 

C14H20N2O3 moleküler ağırlığı 264.32 g/mol dür. (Sophia, 2012) Vorinostatın kimyasal yapısı 

ġekil 1 de görülmektedir. 

 

ġekil 1.Vorinostatın Kimyasal Yapısı 

 

2.4.1. Vorinostat Etki mekanizması 

 Vorinostat Histon Deasetilaz aktivasyonu için geniĢ spektrumlu bir inhibitördür. Sınıf I 

ve sınıf II Histon Deasetilaz enzimleri için inhibitör etkisi göstermekle beraber sınıf III histon 

deasetilaz enzimleri için bu etkisini gösteremez. Kristalografik çalıĢmalar Vorinostatın histon 

deasetilaz enzimlerinin katalitik bölgelerindeki çinko atomlarına fenil halkasıyla bağlanarak 

etkisini gösterdiği bulunmuĢtur. HDAC enzimlerine bu bağlanma sonucunda histonları da 

içeren asetillenmiĢ protein seviyesinde bir artıĢ meydana gelmekte ve bu durum birçok 
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hücresel etki meydana getirmektedir. Meydana gelen bu etkiler hem transkripsiyonel hem de 

transkripsiyonel olmayan yollarla iki Ģekilde meydana gelebilmektedir (Sophia, 2012). 

Transkripsiyonel etkiler: 

 Transkripsiyonel etkiler ya Vorinostatın direk olarak HDAC‘lara bağlanmasıyla ya da 

indirek olarak E2F-1, YY-1, Smad 7, P53, Bcl-6 ve GATA-1 gibi transkripsiyonel faktörleri 

etkileyerek meydana gelmektedir. Bu etkiler bazı genlerin ekspresyonlarında farklılıklar 

meydana getirebilmektedir. Örneğin Bcl-6 transkripsiyonel aktivatörün asetilasyonu Bcl-6‘nın 

transkripsiyonel baskılanmasının inhibisyonuna neden olmaktadır. Diğer indirek 

transkripsiyonel etkiye HSP-90 ve alfa tubulin proteinlerinin lizin bölgelerinin asetillenmesi 

örnek olarak verilebilir. Bu durum Bcr-Abl, mutant FLT-3, c-raf ve AKT gibi insan lösemik 

hücrelerindeki sağkalım ve büyüme protein aktivasyonlarında azalma meydana 

getirebilmektedir (Sophia, 2012).  

 Vorinostatın Transkripsiyonel olmayan etkileri incelendiğinde: 

 Vorinostatın transkripsiyonel olmayan etkileri baĢlıca üç fonksiyon altında 

gerçekleĢmektedir; 

- Hücre döngüsünün durdurulması 

 Vorinostat siklin bağımlı kinaz inhibitörü p21‘i upregüle ederek malin hücre hatlarında 

siklin/CDK kompleksiyle yarıĢarak hücre döngüsünün G1 fazında durmasına neden olur. 

Ayrıca Vorinostat siklin bağımlı kinaz aktivasyonunu siklinlerin down regülasyonuyla 

azaltmakta ve buda Rb defosforilasyonuna neden olarak E2F transkripsiyonel aktivasyonuna 

indirek etki etmesine neden olmaktadır (Sophia, 2012). 

- Apoptoz 

Vorinostat hem transkripsiyonel hem de transkripsiyonel olmayan mekanizmalarla 

hematolojik malignansilerde ve solid tümörlerde apoptozu uyarmaktadır. Histon deasetilaz 

enzimlerinin inhibisyonu apoptotik ve anti apoptotik proteinler arasındaki dengeyi bozarak 

hücreyi apoptoza yönlendirebilmektedir. 

 Ekstrinsik apoptotik yolakta ölüm reseptörleri ve ligantları Vorinostat ile 

açılabilmektedir. Ayrıca TRAIL dirençli malin hücrelerde TRAIL tekrar restore 

edilebilmektedir. Bunlarla birlikte Vorinostat Bcl-1 ve Bcl-2 sağkalım proteinlerinin down 

regülasyonuyla mitokondriyal bütünlüğü düzenleyebilmekte ve Bim, Bak, Bax gibi apoptotik 
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proteinleri upregüle ederek intrinsik yolakta da iĢ görebilmektedir. Ayrıca malin hücre 

hatlarında P53 stabilitesini sağlayabilmektedir (Sophia, 2012). 

- Anjiogenezin inhibisyonu 

 Yeni kan damarlarının oluĢumu olarak bilinen anjiogenezin inhibisyonunda Vorinostat 

hipoksik koĢullarda HIF-1 ve VEGF üretimini baskılayarak indirekt olarak anjiogenezi 

durdurmaktadır (Duvic,  2007). 

 Enflamasyonun epigenetik kontrolünde henüz tam olarak aydınlatılamamıĢ bir baĢlık 

miRNA‘lardır.  

2.5. miRNA’lar ve Biyogenezi 

 miRNA‘lar yaklaĢık 22 nükleotit uzunluğunda, küçük kodlamayan RNA molekülleridir 

ve metazoanları ve bitkileri içeren birçok canlıda gen ifadesinin transkripsiyonel ve post-

transkripsiyonel düzenlenmesinde fonksiyonel rol oynarlar. miRNA‘ların memelilerde protein 

kodlayan genlerin yaklaĢık %50‘sinin aktivasyonunu kontrol ettiği düĢünülmektedir.  

 Fonksiyonel çalıĢmalar, miRNA'ların Ģimdiye kadar araĢtırılan hemen her hücresel 

sürecin düzenlenmesine katıldığını ve bunların ekspresyonundaki değiĢiklikler birçok insan 

patolojisi ile iliĢkili olduğunu göstermektedir.  Olgun miRNA‘lar pri-miRNA denilen öncül 

moleküllerden üretilmektedir.  Pri-miRNA‘lar RNA polimeraz II tarafından bağımsız genlerden 

veya protein kodlayan genlerin intronik bölgelerinden transkribe edilmektedir. Pri-miRNA‘lar 

saç tokası formundadır ve Drosha ve Dicer adı verilen RNase III ailesi üyeri için substrat 

olarak davranır. Drosha pri-miRNA‘ları yaklaĢık 70 nükleotit boyutunda keserek pre-

miRNA‘ları oluĢturur. Stoplazmaya geçen pre-miRNA‘ları ise Dicer yaklaĢık 20 bp 

miRNA/miRNA formuna dönüĢtürür. Bu çift zincirli RNA‘nın bir zinciri olgun miRNA olarak 

miRISC (miRNA-induced silencing compleks)‘e katılır. miRISC‘inin bir üyesi olarak miRNA‘lar 

mRNA‘ları hedefleyerek bunların translasyonel baskılanmasında veya deadenilasyonunda ve 

degredasyonunda rol alırlar(ġekil 2) (Krol,  2010)  



15 
 

 

 

 

ġekil 2. miRNA biyogenezi (Goyvaerts ve ark, 2013) 

 

 Son yıllarda miRNA‘lar üzerine yapılan fonksiyonel çalıĢmalar bağıĢıklık ve 

enflamatuvar yanıtın geliĢmesinde miRNA‘ların önemli düzenleyiciler olduklarını ortaya 

çıkarmıĢtır (O‘Connell  2012). Ayrıca bozulmuĢ miRNA düzenlenmesinin artmıĢ veya kontrol 

edilemeyen enflamasyona neden olduğunun bulunması miRNA‘ların normal ve patolojik 

bağıĢıklık sistemi fonksiyonlarını düzenlemede ne kadar önemli bir rol oynadığını 

göstermektedir (Alam,   2011) 

2.5.1. miRNA’lar ve Doğal BağıĢıklık 

 Doğal bağıĢık sisteminin düzenlenme mekanizmalarında rol oynan faktörlerden biri de 

miRNA‘lardır. miRNA‘ların enflamatuar cevapta rol oynayan bağıĢıklık hücrelerinin farklı 

miRNA‘ları eksprese etmesiyle sürece katılmaktadırlar. Aktive olmuĢ bağıĢıklık hücrelerinde 
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bir düzineden fazla miRNA‘nın ekspresyonunun değiĢtiği gösterilmiĢtir. Bu miRNA‘lara örnek 

olarak miR-146a verilebilir,  bu miRNA‘nın ifadesi TLR4 ligantı lipopolisakkaritle uyarıldığında 

monositik hücrelerde hızlı bir Ģekilde artmakta ve Tümör nekroze edici faktör reseptörü ile 

iliĢkili faktör 6 (TRAF6) ve interleukin (IL)-1 reseptör iliĢkili kinaz-1‘i hedefleyerek TLR 

sinyallenmesinin negatif düzenleyicisi olarak davranmaktadır (Taganov, 2006).  Bu özelliği 

göz önüne alındığında miR-146 ifadesinin artıĢının endotoksin toleransı için doğal 

bağıĢıklıkta vazgeçilmez bir faktör olduğu söylenebilir.  Bu bulgular miR-146a‘nın yetersiz 

uyarılması aĢırı aktive veya uzamıĢ enflamasyona neden olabileceği düĢünülebilir (Nahid, 

2009).  

 mir-146a ayrıca makrofajlarda veziküler stomatit virüs tarafından uyarılan interferon 

yanıtı için de negatif düzenleyicidir (An,  2017). Bu miR146a‘nın doğal bağıĢıklıkta hem 

bakteriyel hem de viral enfeksiyonlarda immün yanıt için önemli rol bir rol oynayabileceğini 

göstermiĢtir. 2011 yılında Boldin ve arkadaĢları tarafından miR-146a ifade etmeyen farelerde 

yapılan çalıĢmada bu farelerde otoimmün bozuklukların geliĢtiği ayrıca bu farelerin LPS 

uyarımına aĢırı hassas oldukları gösterilmiĢtir (Boldin,  2011).  

 Doğal bağıĢıklıkta rol oynayan bir diğer miRNA LPS uyarımı sonucu monositik miR-

21 dir.  miR-21‘in artmıĢ ifadesine LPS ile uyarılmıĢ nükleer faktör-kB aktivasyonunun ve IL-6 

ifadesinin azaldığı durumlarda ve artmıĢ IL-10 ifadesinin olduğu durumlarda bulunmuĢtur.  

miR-21 anti-enflamatuvar etkisini proenflamatuvar protein olan tumor suppressor 

programlanmıĢ hücre ölüm proteini 4‘ü hedefleyerek gerçekleĢtirmektedir (Sheedy,  2010).  

 miR-155 doğal immün sistemin düzenlenmesinde kritik rol oynayan bir diğer miRNA 

dır. miR-155 makrofajlarda hem viral hem de viral kaynaklı antijenlere yanıt olarak 

uyarılmaktadır. Yapılan çalıĢmalar miR-155‘in dentritik hücrelerde ise enflamatuvar yanıtın 

bir negatif düzenleyicisi olarak iĢlev gördüğü bulunmuĢtur (Ceppi,  2009).  Dentritik 

hücrelerdeki negatif düzenleyici etkisine karĢın birçok bulgu mir-155‘in proenflamatuvar bir 

miRNA olduğunu göstermiĢtir.  

 Farklı miRNA lar enflamatuvar yanıtın düzenlenmesinde beraber çalıĢmaktadırlar. 

BağıĢıklık sistemi hücrelerinde TLR uyarımı sonucu miR155 ve miR-21‘in ekspresyonları 

verilebilir. TLR aktivasyonu sonucu miR-155 suppressor of cytokine signaling 1 ve 

phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1‘i hedef alarak enflamatuvar yanıtı 

desteklemektedir (Androulidaki,  2009). Ancak miR-155‘in bu etkisi miR-21 tarafından 

uyarılan IL-10 yanıtı ile sınırlandırılmaktadır. IL-10 miR-155 inbisyonuna neden olarak TLR 

sinyallenmesi sonucu oluĢan enflamatuar yanıtın baskılanmasını sağlamakta böylece 

enflamatuar yanıtın düzenlenmesinde rol oynamaktadırlar (McCoy,  2010). 



17 
 

 

 

 Birçok miRNA enflamatuvar süreçte görev alan sinyal moleküllerini hedef alarak 

enflamatuvar süreci düzenlemektedir. Örneğin miR-223, miR-105, miR-19 ve let-7 ailesi 

üyeleri direkt olarak TLR2, TLR3 veya TLR4‘ü hedefleyerek bu etkilerini göstermektedirler 

(Liu, 2013). Bu miRNA‘lar bağıĢıklık sistemi hücrelerinin TLR‘ye özgü ekstrasellüler 

ligantlarla etkileĢime girme yeteneklerini etkileyerek bu etkilerini gösterebilir (Chen,  2007). 

Makrofajlarda miR-147 ekspresyonu TLR2, TLR3 veya TLR4‘ün hem MyD88 hem de TIR-

domain containing adapter-inducing interferon-β‘ye bağımlı olarak aktivasyonundan sonra 

indüklenmektedir ve aĢırı enflamatuar cevabı engellemek için negatif düzenleyici olarak 

görev almaktadır (Liu,  2009). miR-9 ise nötrofil ve monositlerde LPS uyarımından sonra 

ekspresyonu indüklenmekte ve NF-kB bağımlı enflamatuar yanıtı nuclear factor-κB1 

transkriptlerin ekspresyonlarını baskılayarak negatif düzenleyici olarak çalıĢmaktadır 

(Bazzoni,  2009). 

 Let-7i ve miR-125b gibi bazı miRNA lar mikrobiyal enfeksiyonlar ve LPS uyarımında 

ekspresyonları azalmaktadır. Bu miRNA‘ların azalmıĢ ekspresyonları da enflamatuvar yanıtın 

düzenlenmesinde rol oynamaktadır. Tüm bu kanıtlar miRNA ekspresyonlarının enflamatuvar 

cevabın düzenlenmesinde kritik rol oynadığını göstermiĢtir (Liu,  2013).  

 

2.5.2. Makrofaj polarizasyonu ve miRNA’lar 

 Yakın zamanlı yapılan çalıĢmalar makrofaj polarizasyonunda özellikle transkripsiyonel 

düzenlemenin görev aldığını göstermiĢtir. Nuclear factor-κB, activator protein-

1,CCAAT/enhancer-binding protein α (C/EBP-α), PU.1 ve IFN-regulatory factor 5 

transkripsiyon faktörleri M1 aktivasyonunda rol oynarken, peroxisome proliferator-activated 

receptor-γ, IFN regulatory factor 4, C/EBP-β ve Kruppel-like factor 4 gibi transkripsiyon 

faktörleri ise M2 aktivasyonunda rol oynamaktadırlar (Lawrence,  2011). Ayrıca histon 

deasetilaz 3‘ü içeren epigenetik düzenleyici enzimler de M2 makrofaj polarizasyonunda 

önemli roller oynamaktadır (Takeuch,  2011). 

 Birçok miRNA enflamatuvar cevabın oluĢmasında rol alan sinyal ağında görevli 

düzenleyici molekülleri hedef alarak cevabın güçlendirilmesinde veya azaltılmasında görev 

almaktadır. TLR aktivasyonunun klasik aktive olarak adlandırılan M1 makrofaj fenotipinin 

oluĢmasını uyardığı göz önüne alındığında enflamasyonda rol oynayan miRNA‘ların M1 

makrofaj polarizasyonunda da rol oynadığı düĢünülebilir. Ancak bu miRNA‘ların M2 makrofaj 

fenotipinin oluĢmasına katılımı veya görevi konusunda yeterli bilgi yoktur. Makrofaj 

polarizasyonuna katılan miRNA‘ların belirlenmesi günümüzde aktif olarak çalıĢılan bir 
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konudur. Ancak yapılan çalıĢmalarda M1 ve M2 makrofajları arasında az sayıda miRNA 

ekspresyonunun iki kattan fazla bir değiĢim gösterdiği görülmektedir (Graff,  2012). 

2.6. Hipotez  

 YapmıĢ olduğumuz çalıĢmanın hipotezi bir histon deasetilaz inhibitörü olan 

Vorinostat‘ın polarize makrofajlarda farklı fenotipik özelliklerin oluĢmasını sağlayabileceği ve 

bu etkisini makrofaj aktivasyonunda rol alan miRNA ekspresyon profillerini değiĢtirerek 

gerçekleĢtirebileceğidir.  
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Hücre Kültürü 

 

 Tüm deneylerimizde Raw 264.7 fare makrofaj hücre hattını kullanmıĢ olup, bu hücre 

hattı Koç Üniversitesi öğretim üyesi Doç.Dr. Tamer Önder‘den temin edilmiĢtir. Raw264.7 

fare makofaj hücre hattının kültüre edilmesinin optimizasyonu Tıbbi Genetik Anabilim Dalı 

bünyesinde bulunan hücre araĢtırma laboratuarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 Raw 264.7 fare makrofaj hücreleri %10 FBS içeren DMEM F12 besi ortamında ve %5 

CO2 atmosferine sahip nemli etüvde inkübe edilerek kültüre edilmiĢtir.  

3.2. Vorinostatın hazırlanması 

 Üretici firma tarafından liyofilize halde sunulan Vorinostat (Cayman) , firmanın 

önerdiği Ģekilde 50 mM konsantrasyon olacak Ģekilde DMSO içerisinde çözdürülmüĢ,  

filtreden geçirilerek steril hale getirilmiĢ ve alikotlanarak -20 Co de stoklanmıĢtır. Deney 

sürecinde kullanılacak konsantrasyonlar besi ortamı kullanılarak hazırlanmıĢtır.  

3.3. Hücre Canlılık Analizi 

 12 kuyucuklu plate içerisinde her kuyuya 10.000 hücre olacak Ģekilde ekim yapılmıĢ 

ve üzerine toplam hacim 1 ml olacak Ģekilde %10 FBS ve %1 Penisilin Streptomisin içeren 

DMEM F12 besi yeri ilave edilmiĢtir. 24 saat hücreler kuyucukların tabanına yapıĢması için 

%5 CO2 ve %95 nemli hava Ģartlarına sahip etüvde inkübasyona bırakılmıĢtır. 24 saat sonra 

hücrelerin genel durumları mikroskop altında incelenmiĢ ve hücrelerin kuyucuk tabanına 

yapıĢtıkları teyit edildikten sonra Vorinostatın farklı dozlarda uygulanması aĢamasına 

geçilmiĢtir. 

 Yaptığımız literatür taramaları da göz önüne alınarak denenen dozlar 0,01 µM, 0,05 

µM, 0,1 µM, 0,2 µM,0,5 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM ve 30 µM Ģeklindedir. Uygulanan her 

doz için 3 tekrar Ģeklinde ve 24, 48 ve 72 saat olmak üzere 3 farklı zamana bağlı olarak 

kültür planlanmıĢtır. Belirlenen zaman dilimleri sonrasında hücrelerin mikroskop altında 

görüntüleri çekilmiĢ ve sayımları yapılarak değerlendirilmiĢtir.  

 Sitotoksik doz aralığının belirlenebilmesi için MTT (Boster, ABD) kiti kullanılarak hücre 

canlılık analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 



20 
 

 

 

MTT analizinde kullanılan protokol; 

1- 25 cm2 flask içinde kültüre edilmiĢ Raw 264.7 fare makrofaj hücrelerinin besi ortamı  

uzaklaĢtırılarak  taze besi ortamı eklendi. 

2- Hücreler taze besi ortamı içinde kazınarak kaldırıldı ve pipetaj yapılarak homojenize 

olmaları sağlandı. 

3- Kuyucuk baĢına 10.000/100µl hücre olacak Ģekilde hücreler alınarak 96 kuyucuklu 

hücre kültür kabına ekim yapıldı ve 24 saat inkübasyona bırakılarak hücrelerin 

kuyucuk tabanına yapıĢmaları sağlandı. 

4- 24 saat sonunda hücrelerin yapıĢtıkları mikroskop altında teyit edildi. 

5- Kuyucuklar sırasıyla kontrol, DMSO, 20, 15, 10, 7.5, 5, 3.75, 2.5, 1.875, 1.25, 0.625 

µM Vorinostat Ģeklinde iĢaretlendi ve belirlenen konsantrasyonlar hücrelere 

uygulandı. 

6- Belirlenen her konsantrasyondan 3 tekrar olacak Ģekilde çalıĢıldı ve 24, 48 ve 72 saat 

olmak üzere 3 farklı deney kuruldu ayrıca bir kuyucuğa ölçümde körleme olarak 

kullanılmak üzere sadece besi ortamı kondu. 

7- Belirlenen süre kültüre edilen hücrelerin bulunduğu kuyucuklara üretici firmanın 

önerdiği protokol doğrultusunda 10µl MTT solüsyonu eklendi ve 4 saat etüvde 

inkübasyona bırakıldı. 

8- Ġnkübasyon sonunda oluĢan formazan kristallerinin çözünmesini sağlayan formazan 

çözücü solüsyonundan 100 µl eklendi ve yavaĢça pipetaj yapıldı ve 10 dakika 

beklenildi. 

9- 10 dakika sonunda kültür kabı ELISA ölçüm cihazında 570nm‘de ölçülerek değerler 

tabloya aktarıldı. 

Örneklere ait okunan değerlerden körleme amacıyla hazırlanan kuyucuğa ait değer 

çıkartılarak elde edilen sonuçlar grafiğe aktarılmıĢ ve değerlendirilmiĢtir. 

3.4. Vorinostat için etkin dozun belirlenebilmesi için HDAC aktivasyon analizinin 

gerçekleĢtirilmesi 

 AraĢtımamızda kullanacağımız Vorinostat‘ın Raw 264.7 fare makrofaj hücreleri 

üzerine olan sitotoksik doz aralığının belirlenmesinin ardından tespit edeceğimiz dozun 

gerçekten Histon deasetilaz aktivasyonunu inhibe edip edemeyeceğini anlamak amacıyla 

etkin dozunun belirlenebilmesi için HDAC aktivasyon analizi gerçekleĢtirilmiĢ ve HDAC 

aktivasyonunun olup olmadığı tespit edilmiĢtir.  

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

gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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Test prosedürü; 

1- Hücreler her kuyuya 500.000 hücre olacak Ģekilde 6 kuyucuklu hücre kültür plaklarına 

ekilmiĢtir. 24 saat inkübasyonun ardından tüm besi ortamı uzaklaĢtırılarak yeni besi 

ortamı ilave edilmiĢtir.  

2- Besi ortamlarının içine 4 – 2 – 1 - 0,5 ve 0,25 µM olacak Ģekilde Vorinostat eklenmiĢ 

ve 24 ve 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Pozitif kontrol için HeLa Nukleer ekstraktı, 

negatif kontrol için Vorinostat uygulanmamıĢ hücre lizatı 1mM TSA ile muamele edilip 

kullanılmıĢtır.  

3- Hücreler toplanarak üzerlerine 1000 µl proteaz inhibitör kokteyl içeren lizis tamponu 

eklenerek karıĢtırılmıĢ ve 30 dakika buz üzerinde arada pipetaj yapılarak inkübe 

edilmiĢtir. Lizat 15 dakika 15.000g hızda santrifüj edilerek üst faz alınmıĢ ve protein 

miktarı Nanodrop 2000c cihazında protein A 280 programında ölçülmüĢtür. Daha 

sonra örnekler deney yapılana kadar  -80 C0 de bekletilmiĢtir.  

4- Her kuyuya 200µg protein gelecek Ģekilde hücre lizatı eklenmiĢ ve 85 µl su ile 

sulandırılıp üzerine HDAC assay buffer ve HDAC Kolorimetric substrat eklenerek 1 

saat 37 C0 de inkübe edilmiĢtir.  

5- Lysine developer eklenerek 30 dakika 37 C0 de inkübe edilmiĢ ve Rayto RT-4000 

ELISA cihazında 400 nm dalga boyunda OD değerleri okunmuĢtur.  

 

3.5. Makrofaj Polarizasyonunun gerçekleĢtirilmesi 

 25 cm2 hücre kültür flasklarında kültüre edilen hücreler flask tabanından kazınarak 

toplanmıĢ ve 20 µl hücre süspansiyonu 20 µl Trypan Blue boyası ile boyanarak 5 dakika 

beklenmiĢ ve daha sonra thoma lamında hücre sayımı ve canlılık analizi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 6 kuyucuklu hücre kültür plaklarına her kuyucuğa 500.000 hücre olacak Ģekilde hücre 

ekimi gerçekleĢtirilmiĢ ve %10 FBS içen DMEM  F12 besi ortamında 24 saat hücrelerin plak 

tabanına yapıĢmaları beklenmiĢtir.  

 Hücrelerin plak tabanına yapıĢtıkları mikroskop altında kontrol edildikten sonra tüm 

ortam çekilerek istenilen makrofaj polarizasyonuna uygun besi ortamı eklenmiĢtir.  

3.5.1.M1 Polarizasyonu 

 Hücreler M1 (klasik aktivasyon) polarizasyonunun gerçekleĢtirilebilmesi amacıyla besi 

ortamı içine 20 ng/ml IFN-gamma (Biological Industries, Ġsrail) ve 10 ng/ml LPS (sigma) ilave 

edildi ve 24 saat inkübasyona bırakıldı. 
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3.5.2. M2 polarizasyonu 

 Hücreler M2 (alternatif aktivasyon) polarizasyonunun gerçekleĢtirilebilmesi amacıyla 

besi ortamı içine 20 ng/ml IL-4 ilave edilmiĢ ve 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

M1 ve M2 hücreleri 24 saat süreyle serumlu besi ortamında uyarımlar gerçekleĢtirildikten 

sonra hücreler serumsuz ortamda polarizasyonda kullanılan uyarıcılarla kültüre edilmiĢ ve 

bundan sonraki deneylerde ve ölçümlerde bu hücreler kullanılmıĢtır. 

 Makrofaj polarizasyonun kontrolü sitokin salınımlarının analizi, hücre yüzey 

belirteçlerinin akım sitometresiyle analizi ve gen ekspresyonlarının analizlerinin 

gerçekleĢtirilmesiyle yapılmıĢtır.  

3.5.3 Deney Gruplarının OluĢturulması 

Polarize edilmiĢ makrofaj hücreleri ve kontrol grubu olarak uyarı verilmemiĢ makrofaj 

hücreleri üzerine Vorinostat‘ın etkilerinin araĢtırılabilmesi için deney grupları oluĢturulmuĢ ve 

gruplar Tablo 1‘de gösterilmiĢtir. 

Tablo 1. Deney grupları ve uyaran miktarları  

M1 hücreleri 

M1 

M1 + 1 µM Vorinostat 

M1 + 100 ng/ml LPS 

M1 + 1 µM Vorinostat + 100 ng/ml LPS 

M2 hücreleri 

M2 

M2 + 1 µM Vorinostat 

M2 + 100 ng/ml LPS 

M2 + 1 µM Vorinostat + 100 ng/ml LPS 

Kontrol hücreleri 

Kontrol 

Kontrol + 1 µM Vorinostat 

Kontrol + 100 ng/ml LPS 

Kontrol + 1 µM Vorinostat + 100 ng/ml LPS 
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3.6. Sitokin Salınımlarının Analizi 

 Sitokin salınımları araĢtırılan sitokine özgün ELISA (Boster, USA) kitleri kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

ELISA analizi için uygulanan protokol; 

1- Toplanılan hücre kültür ortamlarından 100 µl tabanına araĢtırılan sitokin antikoru 

sabitlenmiĢ plak içine eklenmiĢ ve 37 C0 de 90 dakika inkübe edilmiĢtir. 

2- Ġnkübasyonun ardından plaka içindeki besi ortamı dökülmüĢ ve araĢtırılan sitokine ait 

biyotinli antikoru 99:1 oranında seyreltilerek 100 µl olacak Ģekilde kuyucuklara 

dağıtılmıĢ ve 37 C0 de bir saat inkübe edilmiĢtir. 

3- Plakların içeriği dökülmüĢ ve üç kez PBS ile yıkanmıĢ daha sonra 99:1 oranında 

seyreltilmiĢ konjugat 100 µl olacak Ģekilde eklenmiĢ ve yarım saat de inkübe 

edilmiĢtir. 

Plakların içeriği dökülmüĢ ve beĢ kez plaklar PBS ile yıkanmıĢ ve her kuyucuğa 90 µl 

renklendirici eklenerek 25 dakika 37 C0 de inkübe edilmiĢtir. 

4- Ġnkübasyonun ardından sitokin seviyesine göre mavi tonlarında bir renklenmenin 

oluĢtuğu görülmüĢtür. Reaksiyonun durdurulması amacıyla durdurma solüsyonu 

eklenmiĢtir. Durdurma solüsyonu eklendiğinde sarının tonları Ģeklinde bir renklenme 

görülmüĢtür. 

5- OluĢan renklenme değerleri 470 nm dalga boyunda ELISA cihazında ölçülmüĢtür. 

3.7. Akım Sitometrisi Analizi 

 Makrofajlara ait hücre yüzey belirteçleri akım sitometrisi kullanılarak araĢtırılmıĢtır. 

Akım sitometri analizleri Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Merkez laboratuvarında kurulu 

akım sitometrisinde (BD, USA) gerçekleĢtirilmiĢtir. Akım sitometrisi analizinde izlenilen 

protokol; 

1- Toplanılan hücrelerin sayıları belirlenmiĢ ve süspansiyondan ortalama 1000 hücre 

olacak Ģekilde hücre süspansiyonu bir tüp içine alınmıĢtır. 

2- Farklı boyalarla iĢaretlenmiĢ CD86 ve CD206 antikorları herbirinden 2 µl olacak 

Ģekilde hücrelerle karıĢtırılmıĢ ve 20 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir.  

3- Hücreler akım sitometrisinde analiz edilerek hücre yüzey belirteçleri analiz edilmiĢtir.  

 

3.8.Gen ekspresyonlarının Analizi için RNA Ġzolasyonu ve cDNA sentezi: 

 Makrofaj polarizasyonunun gen ekspresyonu düzeyinde kontrolü amacıyla hücre 

hatlarından RNA izolasyonu yapılarak cDNA çevrimi gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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3.8.1. RNA izolasyonu: 

 DüzenlenmiĢ deney gruplarından ayrı ayrı RNA izolasyonu Trizol kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

-Hücreler kültüre edildikleri plate üzerinden kazınarak toplanmıĢtır. 

-Toplanılan hücreler 1500 rpm hızda 10 dakika santrifüj edilmiĢ ve üst faz uzaklaĢtırılarak 

pellet üzerine 1 ml Trizol eklenmiĢ ve 5 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

-200 µl kloroform ilave edilerek oda sıcaklığında 3 dk inkübasyonu takiben örnekler 

12000xg‘de 10 dk +40C de santrifüj edilmiĢtir.  

-Santrifüj sonrası ortaya çıkan 3 fazdan RNA‘nin bulunduğu en üst faz yeni bir tüpe 

aktarılmıĢ ve 500 µl isopropanol ilave edilerek RNA presipite edilmiĢ ve 10 dk oda 

sıcaklığında inkübasyon yapılmıĢtır.  

-Örnekler 12000xg‘de 10 dk +4oC de santrifüj edildi, süpernatant uzaklaĢtırıldı. 

-Pelletin üzerine 1 ml %75‘lik EtOH ilave edilerek 7500xg‘de 5 dk +40C de santrifüj edilmiĢtir. 

-Üst faz uzaklaĢtırılmıĢ örnekler 5 dk oda sıcaklığında kurutmaya bırakılmıĢtır. 

-Pellet RNAse-free su da çözülmüĢ ardından 60 0C 10 dk inkübe edilmiĢtir. 

3.8.2. cDNA sentezi: 

Elde edilen RNA örnekleri ABM, High Capacity cDNA RT(ABD) kit kullanarak cDNA‘ya 

çevrilmiĢtir. 

Tablo 2.cDNA sentezi için hazırlanan reaksiyon karıĢımı ve ısı Ģartları. 

Materyal Miktar 

10X RT buffer 2µl 

25X dNTP 0,8 µl 

10X Random primer 2 µl 

Multiscribe RT 1 µl 

dH2O 4,2 µl 

RNA 2 µg 

Toplam 20 µl 
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3.8.3. qRT-PCR yöntemi kullanılarak gen ekspresyonlarındaki değiĢikliklerin tespiti 

ABM Eva Green SyBR Mix kullanılarak reaksiyonlar gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Tablo 3. Gerçek-zamanlı PCR yöntemi için gerekli reaksiyon karıĢımı 

 

Reaksiyon koĢulları: 

 

950C 10 dk 

950C 10 sn         40 Döngü         

600C  60 sn         

 

3.9. Mikroarray yöntemi ile miRNA ekspresyon analizi 

miRNA mikroarray çalıĢmasında izlenilen basamaklar sırasıyla; 

1-RNA Hazırlanması 

2-Poly(A) Kuyruklama 

3-Ligasyon 

4-Hibridizasyon 

5-Yıkama-Boyama-Tarama  

Sıcaklık Süre 

250C 10 dk 

370C 120 dk 

850C 5 dk 

SyBR Green Master mix 10 µl 

dH2O 7 µl 

Forward primer 1 µl 

Reverse primer 1 µl 

cDNA 1 µl 

Toplam Hacim 20 µl 
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1-RNA HAZIRLANMASI 

 Ġzole edilmiĢ RNA örnekleri agaroz jelde yürütülüp konsantrasyonlar ölçülerek 

çalıĢmaya uygun olması teyit edildi. RNA baĢlangıç konsantrasyonu 0,1 µg - 3 µg arasında 

olan örnekler çalıĢmaya dahil edildi. Hazırlanan RNA 8 µl‘ye nükleaz içermeyen su ile 

tamamlandı ve diğer aĢamaya geçildi. 

 2-Poly(A) Kuyruğu Eklenmesi 

 Bu aĢama RNA molekülüne 3‘ ucundan Poly(A) kuyruğu ekleme aĢamasıdır. 

Kuyruklama için gerekli enzim ve tamponlar hazırken, bu aĢamada özel olarak ATP karıĢımı 

1 mM‘lık Tris ile dilüe edildi. 

Dilüsyon için kullanılan formül: 

1000/ µg baĢlangıç total RNA 

ÖRNEK: BaĢlangıç miktarı 2 µg olan RNA örneği için; 

 1000/2=500 bu durumda bu örnek için ATP karıĢımı 1‘e 500 oranında dilüe edildi. 

RNA örneği üzerine dilüe edilen ATP ve diğer enzim ve tamponlarda eklendi ve 15 dakika 37  

de inkübasyona bırakıldı. 

Tablo 4. Poly(A) kuyruğu eklenmesinde kullanılan malzemeler ve miktarları 

KULLANILAN MALZEMELER 

 

MĠKTARLAR 

RNA spıke control oligos 2,0 µl 

ATP karıĢımı(dilüe edilmiĢ) 1,0 µl 

PAP enzimi 1,0 µl 

10x reaksiyon tamponu 1,5 µl 

25 mm mncl2 1,5 µl 

Toplam hacim 15 µl 

 

3-Ligasyon 

 Ġnkübe edilen örnek alınıp buz üzerine konuldu. Biyotin karıĢımı ve T4 DNA ligaz 

enzimi eklendi ve oda sıcaklığında 30 dakika inkübasyona bırakıldı. 
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 Ġnkübasyon süresi dolduktan sonra reaksiyonu durdurmak için son olarak durdurucu 

solüsyon eklendi ve ligasyon evresi tamamlandı. 

Tablo 5. Ligasyonda kullanılan malzemeler ve miktarları  

KULLANILAN MALZEMELER MĠKTARLAR 

5x flash tag lıgatıon mix biotin 4,0 µl 

T4 DNA ligase 2,0 µl 

Stop solüsyonu 2,5 µl 

Toplam hacim 23,5 µl 

 

Diğer aĢamada toplam 23,5 µl‘lik hacmin 21,5 µl‘i alındı. 

4-Hibridizasyon 

 Hibridizasyon karıĢımı hazırlanıp örnek üzerine eklendi, 99oCde 5 dakika,45oCde 5 

dakika inkübe edildi. Bu sırada hibridizasyon fırını 48°C ‗ye ısıtıldı. Örnek array içine yüklendi 

ve 16 saat boyunca hibridize olması beklendi. 

Tablo 6. Hibridizasyonda kullanılan malzemeler ve miktarları 

       KULLANILAN MALZEMELER                   MĠKTARLAR 

2x hybrıdızatıon mıx 66 µl 

Nuclease free water 3.7 µl 

Deionized formamıde 19.2 µl 

DMSO 12.8 µl 

20x eukaryotıc hybridizatıon controls 6.6 µl 

kontrol oligonucleotide b2, 3nm 2.2 µl 

TOPLAM HACĠM 110,5 µl 

 

20x eukaryotıc hybridizatıon kontrol‘ü karıĢım hazırlanmadan önce 5 dakika 65°C‘de inkübe 

edildi. 
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 5-Yıkama, Boyama ve Tarama 

 16 saat sonunda Array hibridizasyon fırınından alındı ve bilgisayara bağlı olan yıkama 

istasyonunda array için uygun protokol seçildi. Gerekli tampon ve solüsyonlarla yıkama ve 

boyama iĢlemi yapıldı. 

Yıkama-boyama protokolü tamamlanan Array alındı ve tarayıcıya koyuldu. Tarama 

sonucunda analiz için gerekli olan data elde edildi ve analizleri Affymetrix Transcriptome 

Analysis Console programı kullanılarak yapıldı. 

 

3.10.  Ġstatistiksel Analiz 

 Elde edilen veriler SPSS versiyon 22.0 programı ile bağımsız 2 gruplu student T test 

istatistiksel yöntem kullanılarak analiz edilmiĢtir. P değeri 0,05‘ten küçük olduğunda veriler 

anlamlı olarak kabul edilmiĢtir.  
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre canlılığı 

 Hücrelerin belirlenen süreler (24, 48 ve 72 saat) boyunca Vorinostatla (0,05-5µM) 

muamelesinden sonra mikroskop altında incelenerek morfolojilerindeki değiĢimler 

gözlemlenmiĢtir. Konsantrasyona bağlı bu morfolojik değiĢimler Ģekil-3‘de görülmektedir.  

A) 24. saatte dozların hücreler üzerindeki etkileri 

       

   Kontrol                           DMSO                        0,05 µM                   0,1 µM 

        

   0,2 µM                                0,5  µM                   1  µM                       5 µM 

B) 48. saatte dozların hücreler üzerindeki etkileri. 

       

   Kontrol                        DMSO                          0,05 µM                   0,1 µM 

       

     0,2 µM                          0,5 µM                    1   µM                       5 µM 
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C) 72. saatte dozların hücreler üzerindeki etkileri. 

       

     Kontrol                    DMSO                         0,05  µM                 0,1 µM 

       

        0,2 µM                0,5 µM                        1  µM                        5 µM  

 ġekil 3.Vorinostatın farklı doz ve sürelerde makrofaj hücrelerinin morfolojileri üzerine 

etkileri(A-24, B-48, C-72 saat)( 20 x) 

Yapılan incelemede tüm gruplarda 1 µM Vorinostat konsantrasyonunun üzerinde hücre 

morfolojilerinin bozulduğu 5 µM konsantrasyonunun üstünde ise, bu dozun sitotoksik 

etkisinden dolayı hücrelerin belirgin bir Ģekilde öldükleri görülmüĢtür. 

4.1.1. MTT hücre canlılık analizi 

 Vorinostat‘ın 0,05-5 µM aralığındaki morflojik değiĢimleri gözlemledikten sonra, daha 

geniĢ bir konsantrasyon aralığında MTT analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. MTT analizi sonucu 570 

nm dalga boyunda okunan değerlere göre oluĢturulan (24, 48 ve 72. Saatlik kültürler) 

bulgular Ģekil 4‘te verilmiĢtir.  

24. saate ait MTT analiz sonucu 
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48. saate ait MTT analiz sonucu 

 

 

72. saate ait MTT sonucu 

 

ġekil 4. Süre ve farklı dozlara göre % canlılık analizi (MTT) 

 

 Yapılan MTT analizi sonuçlarına göre Vorinostatın Raw 264.7 fare makrofaj hücre hattı 

üzerine farklı süre ve konsantrasyonlardaki etkisine bakıldığında grafiklerde de görüldüğü 

gibi 1 µM konsantrasyonun üzerinde hücre canlılığında belirgin bir azalmanın olduğu 

görülmekte olup bu bulgu, Ģekil‘4 te görüldüğü gibi hücrelerin morfolojileri üzerine olan 

etkilerini de desteklemektedir. Burada 24 saatlik muamelede IC50 dozu yaklaĢık olarak 2,32 

µM olarak hesaplanmıĢtır. 
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4.2. Vorinostat’ın etkin dozunun belirlenmesi 

Uzun süreli kültürde(72h) hücrelerin aynı besi ortamında devam etmesi hücreleri olumsuz 

etkilediğinden dolayı deneylere 24 ve 48 saat olarak devam edilmiĢtir. Kolorimetrik HDAC 

aktivasyon analizi sonucunda spektrofotometre cihazında okunan OD. değerlerine göre 

oluĢturulan grafikler Ģekil 5‘te gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 5. HDAC aktivasyonuna ait OD değerleri. 

 

 Yapılan incelemede Vorinostat‘ın 24 saatlik muamelesinde 1 µM konsantrasyonun 

HDAC aktivasyonunu negatif kontrol seviyesine indirdiği görülmüĢtür. 48 saatlik mumamele 

sonucunda ise aktivasyonun yeterli olmadığı 1 µM konsantrasyonda HDAC aktivasyonunun 

olduğu görülmüĢtür. Çünkü 48 saat boyunca önceden kalan canlı hücreler çoğalmaya devam 

ederken, Ģekil 4 deki değiĢimlerde dikkate alındığında Vorinostatın bu dozu yeterli 

olmamıĢtır. 

  Bu nedenlerle hem MTT analizleri hem de HDAC aktivasyon analizi birlikte 

değerlendirildiğinde, araĢtırmanın diğer basamaklarında 1 µM Vorinostat konsantrasyonunun  

24 saat süreyle kullanılmasına karar verilmiĢtir.  

4.3. Makrofaj polarizasyonunun gerçekleĢip gerçekleĢmediğinin kontrolü 

 Makrofaj polarizasyonunun kontrolü 1- morfolojik olarak, 2-Sitokin seviyeleri, 3- hücre 

yüzey belirteçleri, 4-Gen ekspresyon seviyeleri olmak üzere dört basamakta 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

4.3.1 Morfolojik Ġnceleme 

Makrofaj hücreleri dönüĢtürülmek istendikleri fenotiplere ait koĢullarda inkübe edildikten 

sonra morfolojik değiĢimleri mikroskop altında değerlendirilmiĢtir.  
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M1 polarize hücrelerin uyarı verilmemiĢ makrofaj hücrelerine oranla hücre yüzey alanlarının 

arttığı ayrıca çevrelerine iğsi uzantılar oluĢturdukları görüldü (ġekil6) . 

 

              Uyarı verilmemiĢ hücreler                                  M1 hücreleri 

 ġekil 6. M1 makrofaj hücrelerine ait mikroskop görüntüsü (20x) 

 

M2 hücrelerinin morfolojik olarak uyarı almamıĢ makrofaj hücreleri ile benzer morfolojide 

oldukları görülmüĢtür (Ģekil 7).  

 

   Uyarı verilmemiĢ hücreler                                         M2 hücreleri 

ġekil 7. M2 makrofaj hücrelerine ait mikroskop görüntüsü (20x) 

 ġekil 6 ve 7‘de görüldüğü gibi hücrelerin morfolojik olarak incelenmesinde uyarılara 

cevap oluĢturdukları tespit edilmiĢtir.  
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4.3.2. Sitokin Seviyelerinin Tespiti (ELISA analizleri) 

 Makrofaj polarizasyonunun kontrolünde iki önemli belirteç olan IL-10 ve IL-12 sitokin 

seviyeleri ELISA (Bosteri Amerika) kiti ile analiz edilmiĢtir. Yapılan literatür taramalarına göre, 

M1 fenotipine sahip makrofajların yüksek IL-12, düĢük IL-10 sitokin salınımı, M2 fenotipine 

sahip makrofajların ise yüksek IL-10 ve düĢük IL-12 sitokin salınımına sahip olmaları 

beklenmektedir. Sitokin salınımlarıyla ilgili yapılan deneylerin sonucu Ģekil 8‘ de görüldüğü 

gibi olup, yapılan ELISA analizleri sonucunda hücrelerin beklenilen sitokin seviyelerine sahip 

oldukları Ģekil 8‘de görüldüğü gibi M1 hücrelerinde IL-12 seviyesinin yüksek, IL-10 

seviyesinin düĢük ve M2 hücrelerinde ise IL-12‘nin düĢük IL-10‘nun yüksek olduğu tespit 

edilmiĢitr. Bu sonuç polarizasyonun gerçekleĢtiğini sitokin salınımına göre de teyit 

etmektedir.  

 

 

ġekil 8. Polarize makrofajların sitokin salınımları 

 

4.3.3. Hücre Yüzey Belirteçlerinin Ġncelenmesi (Akım Sitometrisi Analizi) 

 Literatür bilgisi gereği M1 makrofajlarında CD86 hücre yüzey belirtecinin daha fazla, 

M2 makrofajlarında ise CD206 hücre yüzey belirtecinin daha fazla ifade edilmesi 

beklenmiĢtir. Uyarı almayan makrofaj hücrelerinde ise her iki belirtecin düĢük seviyede ifade 

edilmesi beklenmektedir.  Tablo 7‘ de görüldüğü gibi, beklenene uygun oranda M1 

makrofajlarında  CD86 %85, M2 makrofajlarında CD206 %80 oranında ifade ettikleri tespit 

edilmiĢ olup, hücre yüzey belirteçleri açısından da polarizasyonun gerçekleĢtiği teyit 

edilmiĢtir.   
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Tablo 7. Makrofaj hücrelerinin sahip oldukları hücre yüzey belirteçleri oranları. 

 

4.3.4. Gen ekspresyonlarının qRT-PCR analizi 

 Polarizasyonu gerçekleĢtirilen hücrelere ait özgün gen ekspresyonlarının 

belirlenebilmesi amacıyla RT-PCR analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

M1 makrofajları için incelenen özgün genler TNF-α, iNOS ve CXCL9  

M2 makrofajları için incelenen özgün genler Arg-2, Ym2 genleridir.  
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ġekil 9.Polarize makrofajların gen ekspresyon düzeyleri. 

 

ġekil 9‘da görüldüğü gibi iNOS, TNF-a ve CXCL9 sadece M1 hücrelerinde yüksek oranda 

ifade olurken, Arg1, Ym2 nin ise sadece M2 hücrelerinde yüksek oranda ifade oldukları tespit 

edilerek polarizasyonun gen ekspresyonu düzeyinde de tespit edilmiĢtir.  

Sonuç olarak; Yapılan morfolojik inceleme, ELISA akım sitometrisi ile sitokin salınımı ve RT-

PCR analizleri ile ilgili genlerin ekspresyon düzeyleri dikkate alındığında hücrelerin istenilen 

fenotiplere dönüĢtürüldükleri teyit edilmiĢtir.  

 SAHA‘nın makrofaj hücreleri üzerine etkileri, sitokin salınımı, hücre yüzey belirteçleri, 

gen ekspresyonu ve miRNA ekspresyonlarına etkileri tablo 1‘de gösterildiği üzere kontrol, M1 

ve M2 makrofajları ve alt grupları kullanılarak araĢtırılmıĢtır.   

 

4.4. Kontrol hücreleri üzerine SAHA’nın etkileri 

4.4.1 SAHA’nın Kontrol Hücre Gruplarında Sitokin salınımları üzerine etkileri; 

 Kontrol grubu hücreleri üzerine SAHA‘nın sitokin (IL-12, IL-10, IL-1β, TNF-α   ve IL-6) 

salınımlarına olan etkileri incelendiğinde, sırasıyla  Ģekil 10-14‘de gösterilmiĢtir. 
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4.4.1.1. Kontrol hücrelerinde IL-12 sitokin salınımı üzerine etkileri  

 

ġekil 10. SAHA‘ın kontrol grubu hücrelerinde IL-12 sitokin salınımına olan etkileri 

 

 ELISA yöntemi ile herhangi bir uyarı almamıĢ olan kontrol grubu hücrelerinde IL-12 

salınımı incelendiğinde,  kontrol grubu hücrelerinin IL-12 salınımını çok düĢük seviyede 

gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. Hücreler Vorinostat ile muamele edildiğinde sitokin salınımında 

kontrol grubu ile önemli bir farklılık göstermemiĢtir. 

 Hücreler 100 ng/ml LPS ile muamele edildiğinde IL-12 sitokin salınımı anlamlı bir 

Ģekilde arttığı bulunmuĢ ve üç tekrarlı deney grubu ortalamasında 468 pg/ml olarak 

ölçülmüĢtür. LPS ve SAHA‘nın aynı anda verildiğinde ise hücrelerin IL-12 sitokin salınımları 

anlamlı bir Ģekilde azalmıĢ ve üç tekrarlı deney grubu ortalamasında 32,4 pg/ml olarak 

ölçülmüĢtür (ġekil 10). Bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p=0,001).  

0

100

200

300

400

500

600

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

İL
-1

2
 (

p
g/

m
l)

 



38 
 

 

 

4.4.1.2 Kontrol hücrelerinde IL-10 sitokin salınımı üzerine etkileri  

 

ġekil 11. SAHA‘nın kontrol grubu hücrelerinde IL-10 salınımı üzerine etkileri 

 ġekil 11‘de gösterildiği gibi kontrol grubu hücrelerinin IL-10 sitokin salınımları 

incelendiğinde üç tekrarlı deney grubunda yapılan ölçümde ortalama 24,9 pg/ml IL-10 sitokin 

salınımı gerçekleĢtirdiği bulunmuĢtur. Kontrol hücreleri tek baĢına Vorinostat ile muamele 

edildiğinde IL-10 sitokin salınımında istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢikliğin olmadığı 

görülmüĢtür(p=0,4).  

 Kontrol hücreleri tek baĢına LPS ile muamele edildiğinde ve SAHA varlığında LPS ile 

muamele edildiğinde IL-10 sitokin salınımında istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢiklik 

görülmemiĢtir(p=0,2). 
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4.4.1.3 Kontrol hücrelerinde IL-1β sitokin salınımı üzerine etkileri 

 

ġekil 12. SAHA‘nın kontrol grubu hücrelerinde IL-1β salınımı üzerine etkileri 

 Kontrol hücreleri üzerine SAHA‘nın IL-1β salınımı üzerine etkileri incelendiğinde; 

SAHA tek baĢına makrofaj hücrelerine uygulandığında IL-1β sitokin salınımında kontrol 

hücreleriyle karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiĢtir.  

 Ancak Ģekil 12‘de görüldüğü gibi LPS tek baĢına hücrelere uygulandığında sitokin 

salınımına önemli bir farklılık yaratmazken,  makrofaj hücrelerine SAHA, LPS ile birlikte 

verildiğinde IL-1β sitokin salınımının istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde arttığı görülmüĢtür 

(p=0,01).  

4.4.1.4.  Kontrol hücrelerinde TNF-α sitokin salınımı üzerine etkileri 

 

 

ġekil 13. SAHA‘nın kontrol grubu hücrelerinde TNF-α salınımı üzerine etkileri 
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 Kontrol grubu hücrelerde TNF-α sitokin salınımı incelendiğinde ġekil 13‘de gösterildiği 

gibi kontrol ve SAHA muamelesi yapılan kontrol hücrelerinde TNF-α salınımı olmadığı 

görülmüĢtür.  

 Kontol hücreleri tek baĢına LPS ile muamele edildiğinde TNF-α sitokin salınımı önemli 

ölçüde arttığı görülmüĢken, kontrol hücreleri SAHA varlığında LPS ile muamele edildiğinde 

ise TNF-α sitokin miktarının %24 oranında düĢtüğü görülmüĢ ancak bu artıĢın istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı hesaplanmıĢtır (p=0,08).  

4.4.1.5. Kontrol hücrelerinde IL-6 sitokin salınımı üzerine etkileri 

 

 

ġekil 14. SAHA‘nın kontrol grubu hücrelerinde IL-6 sitokin salınımı üzerine etkileri 

 IL-6 sitokin salınımı incelendiğinde, herhangi bir uyarı almamıĢ olan kontrol grubu 

hücrelerinin bir pro enflamatuvar sitokin olan IL-6 salınımını çok düĢük seviyede 

gerçekleĢtirdiği görülmektedir. Ayrıca bu hücrelere tek baĢına SAHA uygulandığında IL-6 

salınımında kontrol hücreleri ile herhangi bir fark olmadığı görülmüĢtür.  

 Kontrol grubu hücreleri LPS ile muamele edildiğinde hücrelerin önemli bir miktarda IL-

6 sitokin salınımı gerçekleĢtirdikleri görülmüĢtür. Hücreler SAHA varlığında LPS ile muamele 

edildiklerinde ise IL-6 cevaplarında %28 oranında (üç tekrarlı) bir azalma meydana gelmiĢ ve 

bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p=0,04) (Ģekil 14). 

4.4.2 SAHA’nın kontrol hücrelerinde CD 86 ve CD 206 hücre yüzey belirteçlerine olan 

etkileri 

 SAHA‘nın kontrol grubu makrofaj hücrelerinin hücre yüzey belirteçlerine olan etkileri 

flow sitometri yöntemi ile incelendiğinde; 
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Tablo 8. SAHA‘nın kontrol hücrelerinde CD 86 ve CD 206 hücre yüzey belirteçlerine olan 
etkilerinin akım sitometrisi analiz sonuçları 

 

  

CD86 % 26 96 

CD206 % 5 1 

Deney 

Grubu 

Kontrol Kontrol + SAHA 

 

 

  

CD86 % 96 82 

CD206 % 1 1 

Deney 

Grubu 

Kontrol +LPS Kontrol+LPS+SAHA 

 

 YapmıĢ olduğumuz 3 tekrarlı hücre yüzey belirteci deneylerinde kontrol grubu 

hücrelerinin düĢük seviyede CD86 ifadesine sahip olduğu görülmüĢtür. LPS ile uyarılan 

hücrelerin ise CD 86 hücre yüzey belirtecini yüksek seviyede ifade ettikleri, benzer Ģekilde 
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tek baĢına SAHA ve LPS+SAHA deney gruplarında da CD 86 ifadesinin yüksek seviyede 

ifade ettikleri görülmüĢtür. CD 206 seviyesi açısından tüm deney grupları değerlendirildiğinde 

ise gruplar arasında anlamlı bir farklılığın olmadığı ve düĢük seviyede ekspresyonun olduğu 

görülmüĢtür(Tablo 8).  

4.4.3. SAHA’nın kontrol hücrelerinde gen ekspresyonları üzerine etkileri 

 SAHA‘nın kontrol grubu hücrelerinde COX2, CXCL9, TNF-α, NOS2, Arg1 genlerinin 

mRNA ekspresyonlarına olan etkileri incelendiğinde;  

4.4.3.1. COX2 mRNA ekspresyon değiĢimi 

 

 

ġekil 15. SAHA‘nın kontrol hücrelerinde COX2 mRNA ekspresyonuna etkileri 

 ġekil 15‘te görüldüğü gibi, Kontrol hücrelerinde COX2 ekspresyon seviyeleri 

incelendiğinde uyarı almamıĢ kontrol hücreleri ve tek baĢına SAHA muamelesi yapılan 

hücrelerde LPS muamelesi yapılan deney gruplarına göre çok düĢük seviyede COX2 

ekspresyonunun olduğu görülmüĢtür.  

 Kontrol hücrelerine tek baĢına SAHA muamelesinin yapılması COX2 ekspresyonunu 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark oluĢturmadığı görülmüĢtür(p=0,15) 

 Tek baĢına kontrol hücrelerine LPS uygulandığında COX2 ekspresyonunun arttığı 

görülmüĢ, SAHA varlığında LPS uygulanan makrofaj hücrelerinde ise bu artıĢın daha da 

fazla olduğu görülmüĢ ancak bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır(p=0,09).  
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4.4.3.2 CXCL9 mRNA ekspresyon değiĢimi 

 

 

ġekil 16. SAHA’nın kontrol hücrelerinde CXCL9 mRNA ekspresyonuna etkileri 

 ġekil 16‘da görüldüğü gibi, CXCL9 mRNA ifade düzeyine bakıldığında tüm kontrol 

grubu hücrelerinde CXCL9 ekspresyonunun olmadığı görülmüĢtür ve bunu 

görselleĢtirebilmek için Ģekil relatif ekspresyon olarak verilmiĢtir. 

4.4.3.3 TNF-α mRNA ekspresyon değiĢimi 

 

 

ġekil 17. SAHA‘nın kontrol hücrelerinde TNF-α mRNA ekspresyonuna etkileri 

 ġekil 17‘de görüldüğü gibi, Kontrol grubu hücreleri üzerine SAHA‘nın TNF-α mRNA 

ekspresyonu üzerine etkisi incelendiğinde tek baĢına SAHA muamelesinin TNF-α 

ekspresyonunda anlamlı bir değiĢikliğe neden olmadığı görülmüĢtür. 

 Tek baĢına LPS muamelesi kontrol hücrelerinde TNF-α ekspresyon istatistiksel olarak 

anlamlı bir Ģekilde(p=0,04) arttırdığı görülmüĢtür, SAHA valığında LPS muamelesi 

yapıldığında TNF-α ekspresyonunda düĢüĢ olduğu görülmüĢ ancak bu fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır(p=0,46). 
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4.4.3.4. NOS2 mRNA ekspresyon değiĢimi 

 

ġekil 18. SAHA‘nın kontrol hücrelerinde NOS2 mRNA ekspresyonuna etkileri 

 ġekil 18‘de görüldüğü gibi, Kontrol grubu hücreleri üzerine SAHA‘nın NOS2  mRNA 

ekspresyonu üzerine etkisi incelendiğinde tek baĢına SAHA muamelesinin NOS2 

ekspresyonunda anlamlı bir değiĢikliğe neden olmadığı görülmüĢtür. Tek baĢına LPS 

muamelesi NOS2 ekspresyonunu literatür ile uyumlu Ģekilde istatistiksel olarak anlamlı bir 

biçimde arttırmıĢtır. Ancak ilginç bir biçimde SAHA varlığında LPS muamelesi sonucunda 

NOS2 ekspresyonu yaklaĢık iki kat arttığı görülmüĢ ancak bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıĢtır(p=0,15).  

4.4.3.5 Arg1 mRNA ekspresyon değiĢimi 

 

 

ġekil 19. SAHA‘nın kontrol hücrelerinde Arg1 mRNA ekspresyonuna etkileri 

 ġekil 19‘da görüldüğü gibi, kontrol hücrelerinde Arg1 mRNA ekspresyonu 

incelendiğinde kontrol deney grubuna ait serilerin hiç birinde Arg1 ekspresyonunun 

gerçekleĢmediği görülmüĢ ve verilerin görselleĢtirilmesi için sonuçlar relatif ekspresyon 

olarak verilmiĢtir. 
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4.4.4 miRNA ekspresyon değiĢimleri 

           AraĢtırmamızın önemli bir bulgusu olan miRNA ekspresyon değiĢimlerini 

incelediğimizde, 

4.4.4 1 Kontrol - Kontrol+SAHA hücre grupları arasındaki miRNA ekspresyon 

farklılıkları. 

 Herhangi bir uyarı verilmemiĢ Kontrol deney grubu ile 24 saat 1 µM SAHA muamelesi 

yapılmıĢ makrofaj hücreleri arasında miRNA ekspresyon farklılıkları Affymetrix transcriptome 

analysis Console programı ile değerlendirilmiĢ olup analize ait scatter plot ve Hierarchical 

Clustering analizleri ġekil 20‘ de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 20. Kontrol ve Kontrol+SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonlarına ait Scatter 
plot ve Hierarchical Clustering analizleri  (kırmızı renk tonları yüksek ekspresyonu, yeĢil renk 
tonları ise düĢük ekspresyonu ifade etmektedir). 
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 Yaptığımız analiz sonucunda, kontrol ve kontrol+SAHA gruplarının 

karĢılaĢtırıldığında, 132 adet miRNA ekspresyonunun 2 kat ve üzeri oranda değiĢtiği 

(artıĢ/azalıĢ) görülmüĢtür.  SAHA muamelesi uyarı verilmemiĢ kontrol hücrelerine oranla 

ekspresyonu değiĢen 132 mĠRNA‘dan 116 miRNA‘nın ekspresyonunu düĢürmüĢ (Tablo 9), 

15 miRNA‘nın ekspresyonunu ise arttırmıĢtır (Tablo 10). Ekspresyonu düĢen miRNA‘lardan 

en yüksek değiĢim 33,72 katlık düĢüĢle mmu-miR-20b-5p de olurken ekspresyonu artan 

miRNA‘lardan en yüksek değiĢim 11,7 katlık artıĢla mmu-miR7666-3p olduğu görülmüĢtür. 

Tablo 9. Kontrol – Kontrol+SAHA deney grupları arasında downregüle miRNA‘lar ve değiĢim 
oranları 

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 4,91   56 mmu-miR-1839-5p 3,13 

28 mmu-miR-30d-5p 4,86   57 mmu-miR-6984-5p 3,13 

29 mmu-miR-17-5p 
4,78 

 
 

 
58 mmu-miR-93-5p 3,1 
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No miRNA ismi FARK   
  

No miRNA ismi FARK 

59 mmu-miR-709 3,03 88 mmu-miR-7056-5p 2,4 

60 mmu-miR-15b-5p 2,92   89 mmu-miR-140-3p 2,38 

61 mmu-miR-674-5p 2,92   90 mmu-miR-1981-5p 2,36 

62 mmu-miR-99b-5p 2,91   91 mmu-miR-378a-5p 2,35 

63 mmu-miR-1949 2,89   92 mmu-miR-425-3p 2,35 

64 mmu-miR-27a-3p 2,88   93 mmu-miR-324-5p 2,34 

65 mmu-miR-484 2,87   94 mmu-miR-7011-5p 2,34 

66 mmu-let-7c-5p 2,8   95 mmu-miR-15a-5p 2,33 

67 mmu-miR-30c-5p 2,79   96 mmu-miR-378a-3p 2,33 

68 mmu-miR-7044-5p 2,77   97 mmu-let-7e-5p 2,32 

69 mmu-miR-140-5p 2,76   98 mmu-let-7d-5p 2,3 

70 mmu-miR-301b-3p 2,75   99 mmu-miR-6937-5p 2,26 

71 mmu-miR-5110 2,75   100 mmu-miR-7007-5p 2,26 

72 mmu-miR-23a-3p 2,72   101 mmu-miR-7047-5p 2,26 

73 mmu-let-7b-5p 2,7   102 mmu-miR-23b-3p 2,22 

74 mmu-miR-500-3p 2,7   103 mmu-miR-345-5p 2,2 

75 mmu-miR-183-5p 2,69   104 mmu-miR-29a-3p 2,19 

76 mmu-miR-362-5p 2,66   105 mmu-miR-674-3p 2,18 

77 mmu-miR-24-3p 2,61   106 mmu-miR-6970-5p 2,17 

78 mmu-miR-23a-5p 2,61   107 mmu-miR-3084-3p 2,16 

79 mmu-miR-423-5p 2,61   108 mmu-miR-221-3p 2,15 

80 mmu-miR-151-5p 2,6   109 mmu-miR-132-3p 2,1 

81 mmu-miR-185-5p 2,57   110 mmu-miR-183-3p 2,09 

82 mmu-miR-200c-3p 2,57   111 mmu-mir-6516 2,08 

83 mmu-miR-339-5p 2,55   112 mmu-mir-3069 2,04 

84 mmu-miR-16-5p 2,54   113 mmu-miR-99b-3p 2,02 

85 mmu-let-7i-5p 2,48   114 mmu-miR-1934-3p 2,02 

86 mmu-miR-194-5p 2,47   115 mmu-miR-378c 2,02 

87 mmu-miR-191-5p 2,41   116 mmu-miR-505-5p 2,01 

 

Tablo 10. Kontrol – Kontrol+SAHA deney grupları arasında upregüle olan miRNA‘lar ve 
değiĢim oranları 

No miRNA ismi FARK   No miRNA ismi FARK 

1 mmu-miR-7666-3p -11,7   9 mmu-miR-6944-5p -3,53 

2 mmu-miR-6968-5p -4,83   10 mmu-miR-7671-3p -3,33 

3 mmu-miR-5130 -4,67   11 mmu-miR-8101 -2,29 

4 mmu-miR-7116-5p -4,46   12 mmu-miR-5128 -2,26 

5 mmu-miR-7025-5p -4,17   13 mmu-miR-762 -2,1 

6 mmu-miR-7085-5p -3,93   14 mmu-miR-3547-5p -2,08 

7 mmu-mir-465c-2 -3,73   15 mmu-miR-2861 -2,06 

8 mmu-mir-465c-1 -3,73   
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4.4.4.1.2. Kontrol-Kontrol+SAHA gruplarına ait KEGG Yolak analizi  

 Gruplar arasında miRNA ekspresyon farklılıklarına Scatter plot analizi ile bakıldığında 

genel olarak miRNA ekspresyonlarının düĢtüğü görülmektedir. Bu sonuçların hücrelerdeki 

olası etkilerinin araĢtırılabilmesi için KEGG analizi gerçekleĢtirilmiĢtir(Diana Tools).  

Yaptığımız analiz sonuçlarında gösterildiği üzere, ekspresyonu değiĢen miRNA‘ların görev 

alabilecekleri hücresel yolaklar, bu yolakta etkileyebilecekleri gen sayısı ve yolakta rol 

oynayabilecek miRNA sayısı Tablo 11‘de belirtilmiĢtir. 

Tablo 11. Kontrol ve Kontrol+SAHA grupları arasındaki miRNA farklılıklarına ait KEGG yolak 
analizi(p≤0,05) 

No KEGG yolak p-value 
Gen 
Sayısı miRNA sayısı 

1 Wnt Sinyal Yolu 8,86E+04 86 69 

2 Adherens junction 2,11E+05 49 60 

3 
Phosphatidylinositol Sinyal 
Yolağı 2,76E+05 52 58 

4 ECM-Reseptör EtkileĢimi 5,28E+05 44 52 

5 MAPK Sinyal Yolağı 6,82E+05 138 74 

6 
Mucin type O-Glycan 
Biyosentezi 1,32E+06 17 26 

7 
Endoplazmik Retikulumda 
Protein ĠĢlenmesi 2,06E+05 96 67 

8 Aktin iskeleti iĢlenmesi 4,06E+06 119 72 

9 Endositoz 0.000140546452213 114 66 

10 Yağ Asiti Metabolizması 0.000236622579921 18 32 

11 PI3K-Akt Sinyal Yolağı 0.000265822555954 174 76 

12 TGF-beta Sinyal Yolağı 0.000604134087773 47 59 

 

4.4.4.2 Kontrol+LPS ve Kontrol+LPS+SAHA deney grupları arasındaki miRNA 

ekspresyon farkları 

 LPS uyarımı yapılan makrofaj hücreleri ile LPS ile birlikte SAHA muamelesi yapılan 

makrofaj hücrelerindeki miRNA ekspresyon farklılıkları incelendiğinde 55 miRNA 

ekspresyonunun 2 kat veya üzeri oranla değiĢtiği görülmüĢ ve bu değiĢimlere ait scatter plot 

ve hierarchical clustering analizleri Ģekil 21‘de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 21. Kontrol+LPS ve Kontrol+LPS+SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonlarına 
ait Scatter plot ve Hierarchical Clustering analizleri.(kırmızı renk tonları yüksek ekspresyonu, 
yeĢil renk tonları ise düĢük ekspresyonu ifade etmektedir). 
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 LPS muamelesi yapılmıĢ hücrelere oranla SAHA ile birlikte LPS muamelesi yapılan 

hücrelerde 11 miRNA ekspresyonu düĢmüĢ (Tablo 12), buna karĢı 44 miRNA ekspresyonu 

ise artmıĢtır (Tablo13). Kontrol+LPS ve Kontrol+LPS+SAHA deney grupları arasında 

ekspresyonu değiĢen miRNA‘lar incelendiğinde miR-3084-3p‘nin 2,92 katlık azalmayla 

ekspresyonu en çok düĢen miRNA olduğu miR-6921-5p nin ise -12,57 katlık değiĢimle 

ekspresyonu en fazla artan miRNA olduğu görülmüĢtür. 

Tablo 12. Kontrol + LPS – Kontrol+LPS+ SAHA deney grupları arasında downregüle 
miRNA‘lar ve değiĢim oranları 

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 grupları arasında upregüle olan 
miRNA‘lar ve değiĢim oranları 

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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 miRNA değiĢimlerinin hücrelerdeki olası etkilerinin incelenebilmesi amacıyla yapılan 

KEGG analizine göre belirlenen miRNA‘ların rol oynayabilecekleri hücresel yolaklar 

bulunmuĢtur. Yaptığımız analiz sonuçlarında gösterildiği üzere, ekspresyonu değiĢen 

miRNA‘ların görev alabilecekleri hücresel yolaklar, bu yolakta etkileyebilecekleri gen sayısı 

ve yolakta rol oynayabilecek miRNA sayısı tablo 14‘te belirtilmiĢtir. 

Tablo 14. Kontrol+LPS ve Kontrol+LPS+ SAHA grupları arasındaki miRNA farklılıklarına ait 

KEGG yolak analizi (p≤0,05) 

No KEGG yolak p-value Gen Sayısı 
miRNA 
sayısı 

1 ECM-Reseptör EtkileĢimi 4,90E+02 38 27 

2 MAPK Sinyal Yolağı 8,04E+03 123 48 

3 
DoymamıĢ Yağ asitlerinin 
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 Yolağı 5,30E+06 42 34 

7 PI3K-Akt Sinyal Yolağı 7,59E+06 148 44 

8 Aktin Ġskeletinin Düzenlenmesi 0.0002643855 96 38 

9 Focal adhesion 0.0004544868 93 42 

10 AMPK Sinyal Yolağı 0.0005254098 61 35 

 

4.5. SAHA’nın Klasik aktive Makrofaj (M1) fenotipine olan etkileri 

 Herhangi bir uyarı almamıĢ olan kontrol grubu makrofaj hücrelerine SAHA‘nın etkileri 

incelendikten sonra, daha önce M1 fenotipine polarize edilmiĢ makrofaj hücrelerine olan 

etkileri incelenmiĢtir. 

4.5.1 Sitokin salınımlarına olan etkileri 

4.5.1.1 IL-12 sitokin salınımına olan etkisi 

 

ġekil 22. SAHA‘nın M1 deney grubunda IL-12 sitokin salınımına olan etkisi 
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 M1 fenotipine polarize edilmiĢ makrofajlarda SAHA‘nın IL-12 salınımına olan etkisi 

incelendiğinde, ġekil 22‘de gösterildiği gibi tek baĢına SAHA muamelesi IL-12 sitokin 

salınımında önemli bir değiĢikliğe neden olmazken, LPS ile birlikte SAHA ile muamele edilen 

makrofaj hücrelerinde IL-12 sitokin salınımının kontrol hücrelerinin aksine arttığı görülmüĢtür 

ancak bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (p=0,17).  

4.5.1.2. IL-10 sitokin salınımına olan etkisi 

 

ġekil 23. SAHA‘nın M1 deney grubunda IL-10 sitokin salınımına olan etkisi 

 

 M1 fenotipine polarize edilmiĢ makrofajlarda SAHA‘nın IL-10 sitokin salınımına olan 

etkileri incelendiğinde, ġekil 23‘de gösterildiği gibi M1 hücreleri tek baĢına SAHA ile 

muamele edildiğinde ĠL-10 sitokin salınımında düĢüĢ olduğu görülmüĢ ancak bu düĢüĢ 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır(p=0,21). Hücreler LPS ve LPS+SAHA ile muamele 

edildiğinde benzer Ģekilde ĠL-10 salınımı düĢmüĢ ancak bu azalma da istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır(p=0,25). 
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4.5.1.3 SAHA’nın M1 makrofaj hücrelerinde IL-1β salınımına olan etkisi 

 

ġekil 24. SAHA‘nın M1 makrofaj hücrelerinde IL-1β sitokin salınımına olan etkisi 

 SAHA‘nın M1 polarize makrofaj hücrelerinde IL-1β sitokin salınımına olan etkileri 

incelendiğinde ġekil 24‘de görüldüğü gibi tek baĢına SAHA muamelesinin IL-1β sitokin 

salınımını istatistiksel olarak anlamlı birĢekilde değiĢtirmediği görülmüĢtür(p=0,13).  Benzer 

Ģekilde LPS ile muamele edilen M1 makrofajları ile LPS ve SAHA birlikte muamele edilen 

makrofajlardaki IL-1β sitokin salınımı karĢılaĢtırıldığında da anlamlı bir değiĢikliğin olmadığı 

saptanmıĢtır(p=0,18) 

4.5.1.4 SAHA’nın M1 makrofaj hücrelerinde TNF-α salınımına olan etkisi 

 

ġekil 25. M1 makrofajlarında TNF-α sitokin salınım salınımına olan etkisi 

 SAHA‘nın M1 polarize makrofaj hücrelerinde TNF-α sitokin salınımına olan etkileri 

incelendiğinde ġekil 25‘de gösterildiği gibi M1 makrofajlarının tek baĢına SAHA ile muamele 

edildiğinde M1 makrofajlarına oranla TNF-α sitokin salınımının düĢtüğü görülmektedir, ancak 

bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulıunmamıĢtır(p=0,08).  
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Tek baĢına LPS ile muamele edilen M1 makrofajları ile LPS ve SAHA ile birlikte muamele 

edilen M1 makrofajlarındaki TNF-α sitokin salınımı karĢılaĢtırıldığında benzer Ģekilde sitokin 

salınımının düĢtüğü ancak istatistiksel olarak anlamlı bir düĢüĢün olmadığı 

görülmüĢtür(p=0,1)  

 

4.5.1.5 SAHA’nın M1 makrofaj hücrelerinde IL-6 salınımına olan etkisi 

M1 makrofajları üzerine SAHA‘nın Il-6 sitokin salınımına olan etkisi incelendiğinde, 

 

ġekil 26. M1 makrofajlarında IL-6 sitokin salınımına etkisi 

 SAHA‘nın M1 polarize makrofaj hücrelerinde ĠL-6 sitokin salınımına olan etkileri 

incelendiğinde Ģekil 26‘da görüldüğü gibi tek baĢına SAHA uygulanan M1 makrofajları ile M1 

makrofajlarının IL-6 salınımları karĢılaĢtırıldığında sitokin salınımında yaklaĢık % 40 oranında 

bir azalmanın olduğu görülmüĢtür. Yaptığımız istatistiksel analiz sonucunda bu azalmanın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulunmuĢtur(p=0,001). Benzer bir Ģekilde tek baĢına LPS 

ile muamele edilen M1 makrofaj hücreleri ile LPS ile birlikte SAHA uygulanan hücrelerin IL-6 

salınımları karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık %30 oranında bir azalmanın meydana geldiği 

görülmüĢ ve bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulunmuĢtur(p=0,001). 

4.5.2.SAHA’nın M1 makrofajlarının hücre yüzey belirteçlerine olan etkisi 

SAHA‘nın M1 makrofajlarında CD86 ve CD206 hücre yüzey belirteçlerine olan etkileri 

incelendiğinde; 
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Tablo 15. SAHA‘nın M1 makrofajlarında CD86 ve CD206 hücre yüzey belirteçlerinin 

ekspresyonlarına etkisinin akım sitometrisi analiz sonuçları 

 

 

 

CD86 % 79 86 

CD206 % 10 1 

Deney Grubu M1 M1 + SAHA 

 

 
 

CD86 % 87 81 

CD206 % 1 1 

Deney Grubu M1+LPS M1 + LPS+ SAHA 

 

 M1 makrofajları hücre yüzeylerinde yüksek miktarda CD86 ve düĢük seviyede CD206 

ifade etmektedirler. M1 hücrelerine tek baĢına SAHA muamelesinin yapılması hücrelerdeki 

yüksek CD86 ifadesine herhangi bir etki yapmamıĢ, aynı Ģekilde CD206 seviyesini de 

değiĢtirmemiĢtir.  

 M1 makrofajlarına tek baĢına LPS verilmesi ve LPS ile birlikte SAHA muamelesinin 

yapılması M1 makrofajlarında yüksek CD86 seviyesini değiĢtirmemiĢ, aynı Ģekilde CD 206 

seviyesinin de değiĢmeyerek düĢük seviyede ekspresse olmaya devam ettiği görülmüĢtür 

(Tablo 15).  
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4.5.3. SAHA’nın M1 makrofajlarında gen ekspresyonları üzerine etkileri 

4.5.3.1. M1 makrofajlarında COX2 mRNA ekspresyon farkları 

 

ġekil 27. M1 makrofajlarında Cox2 mRNA ekspresyon farkları 

ġekil 27‘da görüldüğü gibi M1 fenotipine polarize edilen makrofajlara tek baĢına SAHA 

verilmesi COX2 mRNA ekspresyonunda herhangi bir değiĢikliğe neden olmadığı 

görülmüĢtür.  M1 hücrelerine tek baĢına LPS ilave edilmesi COX2 mRNA ekspresyonunda 

yaklaĢık iki katlık bir artıĢa neden olmuĢ, ancak LPS SAHA ile birlikte verildiğinde bu artıĢın 

yaklaĢık beĢ buçuk katlık bir oranda arttığı görülmüĢtür. Yaptığımız istatistiksel analiz 

sonucunda bu artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulunmuĢtur (p=0,04) 

4.5.3.2. M1 makrofajlarında CXCL9 mRNA ekspresyon farkları 

 

ġekil 28. M1 makrofajlarında CXCL9 mRNA ekspresyon farkları 

 ġekil 28‘de görüldüğü gibi M1 makrofaj fenotipi için belirleyici olan CXCL9 kemokini 

için yapılan mRNA ekspresyon analizi sonucunda M1 makrofajlarına tek baĢına SAHA 

uygulanması CXCL9 mRNA ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde arttırdığı 

görülmüĢtür(p=0,011). M1 makrofajlarına tek baĢına LPS muamele edilmesi ekspresyonda 
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anlamlı bir değiĢikliğe neden olmazken, SAHA ile birlikte LPS uygulanması yine CXCL9 

mRNA ekspresyonunu anlamlı bir Ģekilde arttırmıĢır(p=0,0001).  

4.5.3.3. M1 makrofajlarında TNF-α mRNA ekspresyon farkları 

 

ġekil 29. M1 makrofajlarında TNF-α mRNA ekspresyon farkları 

 ġekil 29‘de görüldüğü gibi M1 makrofajlarında TNF-α mRNA ekspresyon farklılıkları 

incelendiğinde tek baĢına SAHA muamelesinin M1 makrofajlarında TNF-α ekspresyonunu 

yaklaĢık %25 oranında düĢürdüğü görülmüĢtür. Yaptığımız istatistiksel analiz sonucunda bu 

azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görülmüĢtür (p=0,21). 

 M1 makrofajlarının tek baĢına LPS ile muamele edilmesi sonucunda TNF-α 

ekspresyonu iki kattan fazla bir artıĢ meydana geldiği görülmüĢtür. M1 makrofajları SAHA 

varlığında LPS ile muamele edildiğinde TNF-α mRNA ekspresyonu istatistiksel olarak anlamlı 

bir Ģekilde düĢmüĢtür (p=0,005).  

4.5.3.4. M1 makrofajlarında SAHA’nın NOS2 ekspresyonuna etkisi 

 

ġekil 30. SAHA‘nın M1 makrofajlarında NOS2 mRNA ekspresyonuna olan etkisi 
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 ġekil 30‘de görüldüğü gibi M1 makrofajlarına tek baĢına SAHA uygulandığında NOS2 

mRNA ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı bulunmayan bir artıĢa neden olduğu 

görülmüĢtür(p=0,2). M1 makrofajları tek baĢına LPS ile muamele edildiğinde NOS2 

ekspresyonunda önemli bir artıĢın olmadığı görülmüĢ ancak M1 makrofajları SAHA ve LPS 

ile birlikte muamele edildiğinde NOS2 mRNA seviyesinde üç kattan fazla bir artıĢın olduğu 

görülmüĢ ancak bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır(p=0,06). 

4.5.3.5. M1 makrofajlarında SAHA’nın Arg1 ekspresyonuna etkisi 

 

ġekil 31. M1 makrofajlarında Arg1 mRNA relatif ekspresyon değerleri 

 ġekil 31‘de görüldüğü gibi M1 makrofajlarında Arg1 mRNA seviyeleri incelendiğinde 

tüm gruplarda Arg1 ekspresyonunun gerçekleĢmediği görülmüĢ olup ekspresyonların çok 

düĢük olmasından dolayı grafik relatif ekspresyon olarak verilmiĢtir. 

 

4.5.4. miRNA ekspresyon değiĢimleri 

 M1 makrofaj hücrelerine polarize edilmiĢ makrofaj hücrelerinde SAHA‘nın 

miRNA‘ların ekspresyonuna olan etkileri incelendiğinde SAHA ile muamele edilen M1 

makrofaj hücreleri ile M1 makrofaj hücreleri arasında 47 miRNA ekspresyonunun 2 kat veya 

daha fazla değiĢtiği görülmüĢ ve ve bu değiĢimlere ait scatter plot ve hierarchical clustering 

analizleri Ģekil 32 ‘de gösterilmiĢtir. Ekspresyonu değiĢen M1 makrofajlarına SAHA 

muamelesi sonucunda 31 miRNA ekspresyonu düĢerken (Tablo 16), 15 miRNA ekspresyonu 

ise artmıĢtır (Tablo 17).  M1 ve M1 + SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonları 

incelendiğinde SAHA muamelesi sonucunda ekspresyonu en fazla azalan miRNA‘nın 5,29 

katlık azalmayla mmu-miR-5099 olduğu, en yüksek oranla ekspresyonu artan miRNA‘nın ise 

4,99 katlık azalma gösteren mmu-miR-455-3p olduğu görülmüĢtür. 
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Tablo 16. M1-M1+ SAHA deney grupları arasında downregüle miRNA‘lar ve değiĢim oranları 

No miRNA Fark 
 

No miRNA Fark 

1 mmu-miR-5099 5,29 
 

17 mmu-let-7g-5p 2,44 

2 mmu-let-7f-5p 5,06 
 

18 mmu-miR-5110 2,38 

3 mmu-miR-30c-5p 4,62 
 

19 mmu-miR-7118-5p 2,38 

4 mmu-miR-7653-5p 4,53 
 

20 mmu-miR-183-5p 2,29 

5 mmu-miR-674-3p 4,5 
 

21 mmu-miR-7082-5p 2,27 

6 mmu-miR-30e-5p 4,35 
 

22 mmu-miR-30d-5p 2,25 

7 mmu-miR-5107-5p 3,72 
 

23 mmu-miR-15b-5p 2,22 

8 mmu-miR-6923-5p 3,67 
 

24 mmu-miR-1195 2,19 

9 mmu-miR-6980-5p 3,35 
 

25 mmu-miR-1892 2,14 

10 mmu-miR-1931 3,08 
 

26 mmu-miR-10a-5p 2,13 

11 mmu-miR-1895 2,85 
 

27 mmu-miR-3473a 2,13 

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

28 mmu-miR-100-5p 2,12 

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

29 mmu-miR-6239 2,09 

14 mmu-miR-6368 2,63 
 

30 mmu-miR-328-5p 2,08 

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

31 mmu-miR-30b-5p 2,06 

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

Tablo 17. M1-M1+ SAHA deney grupları arasında upregüle miRNA‘lar ve değiĢim oranları 

No miRNA Fark 
 

No miRNA Fark 

1 mmu-miR-455-3p -4,99 
 

9 mmu-miR-7047-5p -2,57 

2 mmu-miR-6349 -3,81 
 

10 mmu-miR-7116-5p -2,27 

3 mmu-miR-7686-5p -3,53 
 

11 mmu-miR-680 -2,13 

4 mmu-miR-28a-3p -3,21 
 

12 mmu-miR-192-5p -2,12 

5 mmu-miR-194-5p -3,17 
 

13 mmu-miR-324-5p -2,07 

6 mmu-miR-200c-3p -2,94 
 

14 mmu-miR-28a-5p -2,06 

7 mmu-miR-3620-5p -2,65 
 

15 mmu-miR-7018-5p -2,03 

8 mmu-miR-671-5p -2,63 
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ġekil 32. M1 ve M1+SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonlarına ait Scatter plot ve 

Hierarchical Clustering analizleri. 
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 M1 makrofaj hücrelerinin SAHA ile muamele edilmesi sonucunda ekspresyonları 

değiĢen miRNA‘ların olası hücresel etkilerinin belirlenebilmesi için KEGG yolak analizi 

gerçekleĢtirilmiĢ olup, yaptığımız analiz sonuçlarında gösterildiği üzere, ekspresyonu değiĢen 

miRNA‘ların görev alabilecekleri hücresel yolaklar, bu yolakta etkileyebilecekleri gen sayısı 

ve yolakta rol oynayabilecek miRNA sayısı Tablo 18‘de belirtilmiĢtir. 

Tablo 18. M1 ve M1+SAHA grupları arasındaki miRNA farklılıklarına ait KEGG yolak analizi 

(p≤0,05) 

No KEGG yolak p-value 
Gen 
Sayısı 

miRNA 
sayısı 

1 ECM-Reseptör EtkileĢimi 1,38E+00 37 28 

2 PI3K-Akt Sinyal Yolağı 1,15E+05 148 39 

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

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

5 Focal adhesion 7,56E+05 91 34 

6 MAPK Sinyal Yolağı 8,27E+06 106 38 

7 Adherens junction 0.000740508490231 34 27 

8 AMPK Sinyal Yolağı 0.00175521410805 57 36 

9 TNF Sinyal Yolağı 0.0103560728876 42 28 

10 Ubiquitin Aracılı Proteolizis 0.0103560728876 60 32 

11 Wnt Sinyal Yolağı 0.0190943530861 58 31 

  

 4.5.4. 2 M1+LPS - M1+LPS+ SAHA deney grupları arasındaki miRNA ekspresyon 

farklılıkları 

 M1 makrofaj fenotipine dönüĢtürülmüĢ hücre grubuna ek olarak LPS ile muamele 

edilmesi ve LPS ile birlikte SAHA ile muamele edilmesi sonucunda miRNA 

ekspresyonlarında meydana gelen farklılıklar incelendiğinde 82 miRNA ekspresyonunun 2 

kat veya daha fazla oranla değiĢtiği görülmüĢ ve bu değiĢimlere ait scatter plot ve 

hierarchical clustering analizleri Ģekil 33‘de gösterilmiĢtir. SAHA muamelesi sonucunda 3 

miRNA ekspresyonu düĢerken (Tablo 19) 79 miRNA ekspresyonu ise arttığı (Tablo 20) 

görülmüĢtür. M1+LPS deney grubu SAHA ile muamele edildiğinde ekspresyonu enfazla 

azalan miRNA 2,21 katlık azalmayla mmu-mir-3068 ekspresyonu en fazla artan miRNA ise 

6,34 kat artıĢla mmu-miR-194-5p olarak bulunmuĢtur.  

Tablo 19. M1+LPS-M1+LPS+ SAHA deney grupları arasında downregüle miRNA‘lar ve 

değiĢim oranları 

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 grupları arasında upregüle miRNA‘lar ve değiĢim 

oranları 

No Mirna Fark 
 

No Mirna Fark 

1 mmu-miR-194-5p -6,34 
 

41 mmu-miR-7116-5p -2,22 

2 mmu-miR-706 -5,71 
 

42 mmu-miR-7085-5p -2,22 

3 mmu-miR-30b-5p -4,12 
 

43 mmu-miR-28a-3p -2,22 

4 mmu-miR-3620-5p -3,78 
 

44 mmu-mir-7654 -2,21 

5 mmu-miR-760-3p -3,73 
 

45 mmu-miR-7018-5p -2,21 

6 mmu-miR-362-5p -3,72 
 

46 mmu-miR-7661-5p -2,2 

7 mmu-miR-330-3p -3,44 
 

47 mmu-miR-6946-5p -2,18 

8 mmu-miR-181b-5p -3,32 
 

48 mmu-miR-6408 -2,18 

9 mmu-miR-378d -3,15 
 

49 mmu-miR-8093 -2,17 

10 mmu-miR-186-3p -3,06 
 

50 mmu-miR-7027-5p -2,17 

11 mmu-miR-28a-5p -3,05 
 

51 mmu-miR-466o-3p -2,16 

12 mmu-miR-25-3p -3,01 
 

52 mmu-mir-466j -2,15 

13 mmu-miR-335-5p -2,9 
 

53 mmu-miR-7078-3p -2,15 

14 mmu-miR-695 -2,88 
 

54 mmu-miR-466f-3p -2,15 

15 mmu-miR-6965-5p -2,81 
 

55 mmu-miR-6937-5p -2,14 

16 mmu-miR-192-5p -2,81 
 

56 mmu-miR-344g-3p -2,14 

17 mmu-mir-361 -2,79 
 

57 mmu-miR-466h-3p -2,14 

18 mmu-miR-669f-5p -2,79 
 

58 mmu-miR-669c-3p -2,14 

19 mmu-miR-1192 -2,76 
 

59 mmu-mir-1839 -2,11 

20 mmu-miR-7023-5p -2,69 
 

60 mmu-miR-24-2-5p -2,11 

21 mmu-miR-3102-5p -2,61 
 

61 mmu-mir-677 -2,1 

22 mmu-miR-7005-5p -2,58 
 

62 mmu-let-7k -2,1 

23 mmu-miR-5615-3p -2,55 
 

63 mmu-mir-703 -2,09 

24 mmu-mir-8101 -2,54 
 

64 mmu-miR-7088-5p -2,07 

25 mmu-miR-21a-5p -2,52 
 

65 mmu-miR-667-5p -2,07 

26 mmu-let-7f-5p -2,5 
 

66 mmu-miR-182-5p -2,07 

27 mmu-miR-351-5p -2,48 
 

67 mmu-mir-200a -2,06 

28 mmu-miR-680 -2,46 
 

68 mmu-miR-7212-5p -2,06 

29 mmu-miR-20b-5p -2,46 
 

69 mmu-miR-669p-3p -2,06 

30 mmu-let-7g-5p -2,44 
 

70 mmu-miR-21c -2,05 

31 mmu-miR-7682-3p -2,42 
 

71 mmu-miR-5132-5p -2,05 

32 mmu-miR-744-5p -2,42 
 

72 mmu-miR-26a-5p -2,05 

33 mmu-miR-7007-5p -2,39 
 

73 mmu-mir-8099-2 -2,04 

34 mmu-mir-365-2 -2,34 
 

74 mmu-mir-8099-1 -2,04 

35 mmu-miR-483-5p -2,34 
 

75 mmu-mir-3960 -2,02 

36 mmu-miR-7036-5p -2,31 
 

76 mmu-miR-764-3p -2,02 

37 mmu-miR-8095 -2,3 
 

77 mmu-miR-155-5p -2,02 

38 mmu-miR-466i-5p -2,26 
 

78 mmu-miR-216c-5p -2,01 

39 mmu-miR-6911-5p -2,25 
 

79 mmu-miR-6969-5p -2 

40 mmu-miR-423-5p -2,25 
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ġekil 33. M1+LPS ve M1+LPS+ SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonlarına ait 

Scatter plot ve Hierarchical Clustering analizleri. 
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 M1+LPS makrofaj hücrelerinin SAHA ile muamele edilmesi sonucunda ekspresyonları 

değiĢen miRNA‘ların olası hücresel etkilerinin belirlenebilmesi için KEGG yolak analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Yaptığımız analiz sonuçlarında gösterildiği üzere, ekspresyonu değiĢen 

miRNA‘ların görev alabilecekleri hücresel yolaklar, bu yolakta etkileyebilecekleri gen sayısı 

ve yolakta rol oynayabilecek miRNA sayısı tablo 21‘ de belirtilmiĢtir. 

Tablo 21. M1+LPS ve M1+LPS +SAHA grupları arasındaki miRNA farklılıklarına ait KEGG 

yolak analizi (p≤0,05) 

No KEGG yolak p-value 
Gen 
Sayısı 

miRNA 
sayısı 

1 MAPK Sinyal Yolağı 9,65E+01 148 59 

2 ECM-Reseptör EtkileĢimi 1,37E+05 53 50 

3 Endocytosis 7,85E+05 128 63 

4 Wnt Sinyal Yolağı 1,79E+06 88 56 

5 
DoymamıĢ Yağ asitlerinin 
biyosentezi 1,80E+06 15 19 

6 Aktin Ġskeletinin Düzenlenmesi 4,44E+06 125 58 

7 Phosphatidylinositol Sinyal Yolağı 6,53E+05 51 46 

8 PI3K-Akt Sinyal Yolağı 7,37E+06 190 65 

9 cAMP Sinyal Yolağı 8,33E+06 116 59 

10 Adherens junction 
0.00014098318498
4 49 40 

11 TNF Sinyal Yolağı 
0.00047558430482
3 65 48 

 

4.6. SAHA’nın M2 makrofaj hücrelerine olan etkileri 

4.6.1.  SAHA’nın M2 makrofaj hücre gruplarında sitokin salınımlarına olan etkileri 

4.6.1.1. IL-12 sitokin salınımına etkisi 

 

ġekil 34. SAHA‘nın M2 makrofajlarında IL-12 salınımına olan etkileri 
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 M2 fenotipine dönüĢtürülen hücrelerde IL-12 sitokin salınımları ELISA yöntemi ile 

incelendiğinde, ġekil 34‘de görüldüğü gibi, M2 makrofajlarında IL-12 sitokin salınımınının çok 

düĢük seviyede olduğu görülmüĢtür. M2 makrofajlarına tek baĢına SAHA muamelesi 

yapıldığında IL-12 sitokin salınımında istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢikliğin olmadığı 

görülmüĢtür (p=0,12). 

 M2 makrofajlarına tek baĢına LPS muamelesi yapıldığında IL-12 sitokin salınımının 

arttığı görülmüĢtür. M2 makrofajlarına SAHA varlığında LPS uygulandığında ise IL-12 sitokin 

salınımı sadece LPS muamelesi yapılan gruba oranla azaldığı görülmüĢ ve bu azalıĢ 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p=0,01).  

4.6.1.2. IL-10 sitokin salınımına etkisi 

 

ġekil 35. SAHA‘nın M2 makrofajlarında IL-10 salınımına olan etkileri 

 M2 polarize makrofaj hücreleri üzerine SAHA‘nın IL-10 sitokin salınımına olan etkileri 

incelendiğinde ġekil 35‘de görüldüğü gibi hem tek baĢına SAHA muamelesi yapılan 

hücrelerde hem de LPS ve SAHA birlikte muamele edilen hücrelerde ĠL-10 sitokin salınımı 

üzerine SAHA‘nın önemli farklılık oluĢturmadığı görülmüĢtür.  
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4.6.1.3. IL-1β sitokin salınımına olan etkisi 

 

ġekil 36. SAHA‘nın M2 makrofajlarında IL-1β salınımına olan etkileri 

 M2 makrofajlarında IL-1β sitokin salınımları incelendiğinde ġekil 36‘da görüldüğü gibi, 

M2 makrofajlarında IL-1β sitokin salınımının çok düĢük seviyede olduğu görülmüĢtür. M2 

makrofajlarına tek baĢına SAHA muamelesi yapıldığında sitokin seviyesinin arttığı ve bu 

artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüĢtür (p=0,0002)  

 M2 makrofajları tek baĢına LPS ile muamele edildiğinde IL-1β seviyesinde önemli bir 

farkın olmadığı görülmüĢ ancak M2 makrofajları SAHA varlığında LPS ile muamele 

edildiğinde sitokin seviyesinde önemli bir artıĢın olduğu görülmüĢtür ve bu artıĢın istatistiksel 

olarakta anlamlı olduğu hesaplanmıĢtır (p=0,0001).  

4.6.1.4. TNF-α sitokin salınımına etkisi 

 

ġekil 37. SAHA‘nın M2 makrofajlarında TNF-α salınımına olan etkileri 
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 ġekil 37‘ gösterildiği gibi, M2 makrofajlarında TNF-α sitokin salınımları incelendiğinde 

M2 makrofajlarının TNF-α sitokin salınımını gerçekleĢtirmediği ve hücrelerin tek baĢına 

SAHA ile muamele edilmesinin TNF-α salınımında önemli bir değiĢikliğe neden olmadığı 

görülmüĢtür (p=0,2).  

 M2 makrofajlarının tek baĢına LPS ile muamele edilmesi TNF-α salınımını önemli 

ölçüde arttırdığı görülmüĢtür. M2 makrofajları SAHA varlığında LPS ile muamele edildiğinde 

ise TNF-α salınımının belirgin bir Ģekilde azaldığı görülmüĢ ancak bu azalmanın istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı hesaplanmıĢtır (p=0,09).  

4.6.1.5. IL-6 sitokin salınımına etkisi 

 

ġekil 38. SAHA‘nın M2 makrofajlarında IL-6  salınımına olan etkileri 

 M2 makrofajlarında IL-6 sitokin salınımı ELISA yöntemi ile araĢtırıldığında ġekil 38‘de 

görüldüğü gibi, M2 fenotipindeki hücrelerin IL-6 salınımı çok düĢük seviyede 

gerçekleĢtirdikleri görülmüĢtür. M2 hücrelerinin sadece SAHA ile muamele edilmesi IL-6 

salınımında herhangi bir değiĢikliğe neden olmazken M2 hücrelerinin tek baĢına LPS ile 

muamele edilmesi IL-6 salınımında istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢa neden olmuĢtur.  

 SAHA varlığında LPS ile muamele edilen M2 hücrelerinin IL-6 sitokin salınımı tek 

baĢına LPS ile muamele edilen M2 hücreleri ile karĢılaĢtırıldığında belirgin bir azalmanın 

olduğu görülmüĢ ancak bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulunmuĢtur 

(p=0,001).  

4.6.2. SAHA’nın M2 makrofajlarının hücre yüzey belirteçlerine olan etkisi 

 SAHA‘nın M2 makrofajlarında CD86 ve CD206 hücre yüzey belirteçlerine olan etkileri 

incelendiğinde; 
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Tablo 22. M2 hücrelerinde SAHA‘nın CD86 ve CD206 hücre yüzey belirteçlerinin 

ekspresyonlarına etkisinin akım sitometrisi analiz sonuçları 

 

 
 

CD86 % 10 88 

CD206 % 93 94 

Deney 

Grubu 

M2 M2 + SAHA 

 

 

  

CD86 % 95 87 

CD206 % 87 20 

Deney 

Grubu 

M2+LPS M2 + LPS+SAHA 
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 Tablo 22‘de görüldüğü gibi CD86 ve CD206 hücre yüzey belirteçlerinin ifadelerine 

bakıldığında M2 hücrelerinde baskın olarak CD206 hücre yüzey belirtecinin ifade olduğu 

görülmektedir. M2 hücreleri tek baĢına SAHA ile muamele edildiğinde CD 206 ve CD86 her 

ikisinin de ifade edildiği görülmüĢtür. M2 hücreleri tek baĢına LPS ile muamele edildiğinde 

benzer bir Ģekilde hücrelerin hem CD86 hem de CD206 ifadesinin olduğu görülmüĢtür. 

Hücreler SAHA varlığında LPS ile muamele edildiğinde ilginç bir biçimde CD206 ifadesinin 

azaldığı ve baskın bir Ģekilde CD86 ifadesinin gerçekleĢtiği görülmüĢtür.  

4.6.3.M2 hücrelerinde SAHA’nın mRNA ekspresyonlarına olan etkileri 

4.6.3.1 COX2 ekspresyonuna etkisi 

 

ġekil 39. SAHA‘nın M2 makrofajlarında COX2 mRNA ekspresyonuna olan etkisi 

 ġekil 39 ‘de görüldüğü gibi M2 makrofaj hücrelerinde COX2 ekspresyonu 

incelendiğinde M2 makrofajlarında COX2 ekspresyonunun olmadığı görülmüĢtür. M2 

hücrelerine tek baĢına SAHA verilmesi COX2 ekspresyonunu yaklaĢık 6 kat arttırdığı 

görülmüĢtür ve bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur(p=0,01). M2 hücrelerine tek 

baĢına LPS verilmei COX2 ekspresyonunu önemli oranda arttırmıĢ SAHA varlığında LPS 

verildiğinde bu artıĢın daha fazla gerçekleĢtiği bulunmuĢ ancak bu artıĢ istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır (p=0,4). 
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4.6.3.2. CXCL9 ekspresyon değiĢimi 

 

ġekil 40. SAHA‘nın M2 makrofajlarında CXCL9 mRNA ekspresyonuna olan etkisi 

 ġekil 40‘de görüldüğü gibi yaptığımız real-time PCR analizleri sonucunda M2 

makrofaj deney gruplarının hiç birinde CXCL9 mRNA ekspresyonunun gerçekleĢmediği 

görülmüĢtür. 

4.6.3.3. TNF-α ekspresyon değiĢimi 

 

ġekil 41. SAHA‘nın M2 makrofajlarında TNF-α mRNA ekspresyonuna olan etkisi 

 ġekil 41‘de görüldüğü gibi M2 polarize makrofaj hücrelerinde TNF-α ekspresyon 

değiĢimi incelendiğinde M2 hücrelerinin çok düĢük miktarda TNF-α ekspresyonu gösterdikleri 

görülmüĢtür. Tek baĢına SAHA muamelesi TNF-α ekspresyonunu yaklaĢık altı kat arttırdığı 

görülmüĢtür. Yaptığımız istatistiksel analiz sonucunda bu artıĢın anlamlı olduğu bulunmuĢtur 

(p=0,003).  

 M2 hücrelerine tek baĢına LPS muamelesinin yapılması TNF-α ekspresyonunu 

önemli ölçüde arttırmıĢtır ancak SAHA ve LPS M2 hücrelerine beraber uygulandığında TNF-

α ekspresyonu sadece LPS ile muamele edilen hücrelere orala yaklaĢık olarak %50 azalmıĢ 

ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (p=0,09). 
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4.6.3.4 M2 makrofajlarında NOS2 mRNA ekspresyon farkları 

 

 

ġekil 42. SAHA‘nın M2 makrofajlarında NOS2 mRNA ekspresyonuna olan etkisi 

 

 ġekil 42‘de görüldüğü gibi M2 hücrelerinde NOS2 ekspresyon değiĢimi 

incelendiğinde; M2 polarize hücrelerin çok düĢük miktarda NOS2 eksprese ettikleri 

bulunmuĢtur. M2 hücrelerinin tek baĢına SAHA ile muamele edilmesi NOS2 ekspresyonunda 

herhangi bir fark oluĢturmadığı izlenmiĢtir. 

 M2 hücrelerine tek baĢına LPS verilmesi NOS2 ekspresyonunu önemli ölçüde 

arttırmıĢ, M2 hücrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandığında ise NOS2 ekspresyonunun 

yaklaĢık olarak iki kat daha fazla arttığı görülmüĢ ancak bu artıĢın istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı hesaplanmıĢtır (p=0,2) 

4.6.3.5. M2 makrofajlarında Arg1 mRNA ekspresyon farkları 

 

 

ġekil 43. SAHA‘nın M2 makrofajlarında Arg1 mRNA ekspresyonuna olan etkisi 
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 ġekil 43‘de görüldüğü gibi Kontrol, M1 ve M2 deney gruplarında Arg1 ekspresyonu ile 

karĢılaĢtırıldığında en yüksek ekspresyon oranının M2 makrofajlarında olduğu bulunmuĢtur. 

ġekil 43‘de gösterildiği gibi M2 makrofaj hücreleri tek baĢına SAHA ile muamele edildiğinde 

Arg1 ekspresyonu yaklaĢık olarak %80 düĢtüğü gözlenmiĢtir, ancak yaptığımız istatistiksel 

analizler sonucunda bu azalmanın anlamlı olmadığı bulunmuĢtur (p=0,06). M2 hücrelerinin 

tek baĢına LPS ile muamele edilmesi sonucunda Arg1 ekspresyonu önemli ölçüde artmıĢtır 

ancak M2 hücrelerinin LPS ve SAHA ile birlikte muamele edilmesi sonucunda ise ilginç 

olarak Arg1 ekspresyonunda büyük bir düĢüĢ görülmüĢ ve bu düĢüĢ istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuĢtur (p=0,04).  

4.6.4.  SAHA’nın M2 polarize makrofaj hücrelerinin miRNA ekspresyonlarına etkisi 

4.6.4.1. M2 ve M2+SAHA deney grupları arasındaki miRNA ekspresyon farklılıkları  

 M2 makrofaj hücrelerine polarize edilmiĢ makrofaj hücrelerinde SAHA‘nın 

miRNA‘ların ekspresyonuna olan etkileri incelendiğinde SAHA ile muamele edilen M2 

makrofaj hücreleri ile M2+SAHA makrofaj hücreleri arasında 101 miRNA ekspresyonunun 2 

kat veya daha fazla değiĢtiği görülmüĢtür (ġekil 44). M2 makrofajlarına SAHA muamelesi 

sonucunda 28 miRNA ekspresyonu düĢerken (Tablo 23) 73 miRNA ekspresyonu ise artmıĢtır 

(Tablo 24).  M2 ve M2 + SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonları incelendiğinde 

SAHA muamelesi sonucunda ekspresyonu en fazla azalan miRNA‘nın 3,02 katlık azalmayla 

mmu-mir-465c-1 olduğu, en yüksek oranla ekspresyonu artan miRNA‘nın ise 6,64 katlık artıĢ 

gösteren mmu-miR-146b-5p olduğu görülmüĢtür.  

Tablo 23. M2-M2+ SAHA deney grupları arasında downregüle miRNA‘lar ve değiĢim oranları 

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 
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Tablo 24. M2-M2+ SAHA deney grupları arasında upregüle miRNA‘lar ve değiĢim oranları 

No miRNA 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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ġekil 44. M2 ve M2+SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonlarına ait Scatter plot ve 

Hierarchical Clustering analizleri.(kırmızı renk tonu yüksek ekspresyonu, yeĢil renk tonu 

düĢük ekspresyonu göstermektedir) 
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 M2 makrofaj hücrelerinin SAHA ile muamele edilmesi sonucunda ekspresyonları 

değiĢen miRNA‘ların olası hücresel etkilerinin belirlenebilmesi için KEGG analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢ ve tablo 25 de belirtilmiĢtir.  

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

No KEGG yolak p-value 
Gen 
Sayısı 

miRNA 
sayısı 

1 ECM-Reseptör EtkileĢimi 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 Yolağı 3,79E+06 178 61 

6 Notch Sinyal Yolağı 4,93E+05 35 32 

7 AMPK Sinyal Yolağı 4,93E+05 73 54 

8 MAPK Sinyal Yolağı 4,93E+05 132 62 

9 Mucin type O-Glycan Biyosentezi 0.000235727263059 14 20 

10 Aktin Hücre Ġskeltinin Düzenlenmesi 0.000663078604426 109 62 

11 
Leukocyte transendothelial 
Migrasyonu 0.00181936161931 65 50 

 

4.6.4.2 M2+LPS ve M2+SAHA+LPS deney grupları arasındaki miRNA ekspresyon 

farklılıkları  

 M2+LPS deney grubu hücrelerinde SAHA‘nın miRNA‘ların ekspresyonuna olan 

etkileri incelendiğinde SAHA ile muamele edilen M2+LPS makrofaj hücreleri ile M2+LPS+ 

SAHA makrofaj hücreleri arasında 42 miRNA ekspresyonunun 2 kat veya daha fazla 

değiĢtiği görülmüĢtür(ġekil 45). M2+LPS makrofajlarına SAHA muamelesi sonucunda 15 

miRNA ekspresyonu düĢerken(Tablo 26) 27 miRNA ekspresyonu ise artmıĢtır (Tablo 27).  

M2+LPS ve M2 +LPS+ SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonları incelendiğinde 

SAHA muamelesi sonucunda ekspresyonu en fazla azalan miRNA‘nın 7,71 katlık azalmayla 

mmu-miR-1946b olduğu, en yüksek oranla ekspresyonu artan miRNA‘nın ise 4,13 katlık artıĢ 

gösteren mmu-miR-744-5p olduğu görülmüĢtür.  
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Tablo 26. M2+LPS - M2+LPS+SAHA deney grupları arasında downregüle miRNA‘lar ve 

değiĢim oranları 

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 grupları arasında upregüle miRNA‘lar ve 

değiĢim oranları 

No miRNA 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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ġekil 45. M2+LPS ve M2+LPS+ SAHA deney gruplarında miRNA ekspresyonlarına ait 

Scatter plot ve Hierarchical Clustering analizleri. 
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 M2+LPS makrofaj hücrelerinin SAHA ile muamele edilmesi sonucunda ekspresyonları 

değiĢen miRNA‘ların olası hücresel etkilerinin belirlenebilmesi için KEGG analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢ ve tablo 28‘de belirtilmiĢtir.  

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

No KEGG yolak p-value 
Gen 
Sayısı 

miRNA 
sayısı 

1 ECM-Reseptör EtkileĢimi 8,16E-04 43 24 

2 Yağ asiti Biyosentezi 2,76E-01 5 6 

3 Focal adhesion 7,46E+04 103 35 

4 Phosphatidylinositol Sinyal Yolağı 8,30E+05 43 26 

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

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

7 PI3K-Akt signaling Sinyal Yolağı 2,98E+06 152 36 

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

9 
Aktin Hücre Ġskeltinin 
Düzenlenmesi 5,86E+06 98 35 

10 Endocytosis 7,86E+06 101 33 

11 Adherens junction 0.000196922475657 39 23 

12 AMPK Sinyal Yolağı 0.000301271346939 61 29 

 

4.7. miRNA EKSPRESYONLARININ KARġILAġTIRMALI ANALĠZĠ 

 SAHA‘nın miRNA ekspresyonlarına olan etkilerinin daha iyi anlaĢılabilmesi için hem 

aynı grup içinde hem de gruplar arasında ortak miRNA‘lar araĢtırılmıĢtır.  

Kontrol hücrelerinde; 

 Kontrol grubu hücrelerinde SAHA‘nın miRNA ekspresyonuna olan etkilerinin 

araĢtırılabilmesi ve olası hücresel yolaklar üzerine etkilerinin araĢtırılabilmesi için kontrol, 

Kontrol+LPS, Kontrol+SAHA, Kontrol+SAHA+LPS hücrelerinde miRNA ekspresyonları 

karĢılaĢtırılmıĢtır. YapmıĢ olduğumuz karĢılaĢtırma sonucunda miRNA‘lar beĢ ana baĢlık 

altında toplanmıĢtır, bunlar; LPS varlığında artan ancak SAHA varlığında düĢen, LPS 

varlığında azalan ancak SAHA varlığında artan, sadece SAHA ve LPS varlığında artan, 

SAHA ve LPS varlığında azalan ve son olarak LPS ile ekspresyonu artan SAHA varlığında 

ekspresyonu pozitif korele Ģekilde artan miRNA‘lar. 

Kontrol grubunda bulunan miRNA‘lar Tablo 29 da gösterildiği gibidir.  
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Tablo 29. Kontrol grubu hücrelerinde karĢılaĢtırmalı miRNA ekspresyon analizi 

Lps ile ekspresyonu artmıĢ 
SAHA azaltmıĢ mmu-mir-125a-5p, mmu-mir-21a-5p 

Lps ile ekspresyonu azalmıĢ 
SAHA arttırmıĢ 

mmu-mir-23a-5p, mmu-mir-503-5p, mmu-mir-339-5p, 
mmu-mir-1934-3p, mmu-mir-7116-5p, mmu-mir-6921-
5p, mmu-mir-6980-5p 

Lps ile ekspresyonu artmıĢ 
SAHA ile daha artmıĢ 

mmu-mir-194-5p, mmu-mir-132-3p, mmu-mir-501-3p, 
mmu-mir-212-3p, mmu-mir-28a-5p   

SAHA ve lps ile ekspresyonu 
artmıĢ  

mmu-mir-324-3p , mmu-mir-744-5p , mmu-mir-27a-5p , 
mmu-mir-6965-5p , mmu-mir-320-3p , mmu-mir-6349 , 
mmu-mir-700-3p , mmu-mir-192-5p , mmu-mir-669f-5p , 
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 lps ile ekspresyonu 
azalmıĢ mmu-mir-19a-3p, mmu-mir-92a-3p  

  

 Yaptığımız karĢılaĢtırmalı analiz sonucunda SAHA‘nın kontrol grubu makrofaj 

hücrelerinde LPS uyarımına yanıtta farklılık oluĢturmasını sağlaya bilecek 32 miRNA 

belirlenmiĢtir. Bu miRNA‘ların rol oynayabilecekleri olası hücresel yolakların belirlenebilmesi 

amacıyla ortak yolakta rol oynayan genleri hedefleyen miRNA‘ların zenginleĢtirilmiĢ analizi 

olan (gen union) KEGG yolak analizi yapılmıĢ ve sonuçlar Tablo 30‘ da analize ait heatmap 

analizi ġekil 46‘da gösterilmiĢtir. 

Tablo 30. Kontrol grubu hücrelerine ait KEGG yolak analizi 

No Kegg yolak P değeri Etkilenen gen 
sayısı 

miRNA sayısı 

1 ESM reseptör etkileĢimi 6.776779222e-
10 

32 19 

2 MAPK sinyal yolağı 1,15e-06 99 29 

3 PI3K-AKT sinyal yolağı 0,0002 118 28 

4 Endositoz 0,00072 78 25 

5 TGF-beta sinyal yolağı 0,0018 35 24 

6 TNF sinyal yolağı 0,026 31 22 
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ġekil 46. Kontrol grubuna ait ortak miRNA‘lara ait Kegg yolak heatmap analizi (Diana.com) 
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M1 Makrofaj Hücrelerinde: 

 M1 makrofaj hücreleri deney grubunda SAHA‘nın etkilerinin anlaĢılabilmesi için 

yapılan karĢılaĢtırmalı ekspresyon analizi sonucu ekspresyonu değiĢen miRNA‘lar tablo 31 

de gösterildiği gibi bulunmuĢtur. Ekspresyonu değiĢen miRNA‘ların rol alabilecekleri hücresel 

yolakların belirlendiği kegg yolak analizi Tablo 32‘de ve heatmap analizi ġekil 47‘de 

görüldüğü gibi bulunmuĢtur.  

Tablo 31. M1 makrofajlarında SAHA‘nın miRNA ekspresyonlarına olan etkilerinin 
karĢılaĢtırmalı analizi..  

SAHA ile ekspresyonu artmıĢ mmu-mir-28a-3p 

saha ile ekspresyonu azalmıĢ 
mmu-mir-1931 , mmu-mir-5110 , mmu-mir-
328-3p  

LPS ile ekspresyonu düĢerken 
SAHA ile Upregüle 

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 lps ile ekspresyonu artmıĢ mmu-mir-335-5p, mmu-mir-706  

 

Tablo 32. M1 makrofajlarında SAHA‘nın ekspresyonunu değiĢtirdiği miRNA‘ların rol 
oynaması muhtemel hücresel yolaklar(p≤0,05) 

KEGG yolak p-value Gen Sayısı 
miRNA 
Sayısı 

Mucin type O-Glycan biyosentezi 8,18E-06 6 2 

Yağ asiti Metabolizması 1,36E-03 4 4 

DoymamıĢ Yağ Asitlerinin Biyosentezi 6,17E-03 3 3 

Yağ Asiti Degredasyonu 6,40E-02 2 2 

Tiroit Hormon Sentezi 6,21E+00 1 1 

ECM-Reseptör EtkileĢimi 0.0001198511 11 3 

Amphetamine Bağımlılığı 0.01977698 12 4 

MAPK Sinyal Yolağı 0.03691617 31 3 
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ġekil 47. M1 makrofajlarında SAHA‘nın ekspresyonunu değiĢtirdiği miRNA‘ların rol oynaması 
muhtemel hücresel yolaklara ait Heatmap analizi (p≤0,05). 
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M2 Makrofajlarında: 

 M2 makrofaj hücreleri deney grubunda SAHA‘nın etkilerinin anlaĢılabilmesi için 

yapılan karĢılaĢtırmalı ekspresyon analizi sonucu ekspresyonu değiĢen miRNA‘lar tablo 33 

de gösterildiği gibi bulunmuĢtur. Ekspresyonu değiĢen miRNA‘ların rol alabilecekleri hücresel 

yolakların belirlendiği kegg yolak analizi Tablo 33‘de ve Heatmap analizi Ģekil 48‘de 

görüldüğü gibi bulunmuĢtur.  

Tablo 33. M2 makrofajlarında SAHA‘nın miRNA ekspresyonlarına olan etkilerinin 
karĢılaĢtırmalı 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 düĢerken 
SAHA ile ekspresyonu artan 
miRNA'lar 

mmu-mir-423-5p, mmu-mir-125a-5p, mmu-
mir-5625-5p 

LPS ile ekspresyonu düĢerken 
SAHA ile ekspresyonu artan 
miRNA'lar mmu-mir-151-3p, mmu-mir-27b-3p 

Hem LPS hem de SAHA ile 
ekspresyonu artan miRNA’lar 

mmu-mir-212-3p, mmu-mir-155-5p, mmu-mir-
210-3p, mmu-mir-29a-3 

LPS ve SAHA birlikte 
uygulandığında ekspresyonu artan 
miRNA'lar 

mmu-mir-677-3p, mmu-mir-3535, mmu-mir-
690, mmu-mir-182-5p, mmu-mir-532-5p, 
mmu-mir-320-3p, mmu-mir-744-5p, mmu-mir--
361-5p, mmu-mir-500-3p  

LPS ve SAHA ile birlikte 
uygulandığında ekspresyonu 
azalan miRNA'lar 

mmu-mir-1946a, mmu-mir-6906-5p, mmu-mir-
1931, mmu-mir-106a-5p  

 

Tablo 34. M2 makrofajlarında SAHA‘nın ekspresyonunu değiĢtirdiği miRNA‘ların rol 
oynaması muhtemel hücresel yolaklar (p≤0,05) 

KEGG yolak p-value Gen Sayısı 
miRNA 
Sayısı 

Glycosphingolipid Biyosentezi 2,55E-09 3 5 

Yağ Asiti Biyo Sentezi 8,07E-04 2 2 

Mucin Tip O-Glycan Biyosentezi 0.0005920827 6 2 

Yağ Asiti Metabolizması 0.005600895 4 3 

Kanserde Proteoglykanlar 0.006041643 41 3 

 Axon Yönlendirilmesi 0.00662269 31 4 
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ġekil 48. M2 makrofajlarında SAHA‘nın ekspresyonunu değiĢtirdiği miRNA‘ların rol oynaması 
muhtemel hücresel yolaklara ait Heatmap analizi(p≤0,05). 
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5. TARTIġMA  

 

 Makrofajlar birçok dokuda görülen doğal immün sitem hücreleridir. Fizyolojik 

koĢullarda makrofajlar trofik faktörlerin üretilmesi, yıkılan doku parçalarının uzaklaĢtırılması 

ve çevresel strese yanıt olarak oluĢan kronik enflamasyonun önlenmesi gibi iĢlevleriyle doku 

homeostazın korunmasında rol oynamaktadırlar (P.J. Murray, 2011). Enfeksiyon veya doku 

yaralanması sonucu makrofajlar aktive olmakta ve mikrobiyal öldürmeyi de içeren konak 

savunma mekanizmasında görev yapmaktadırlar. Ayrıca aktive olan makrofajlar sitokin ve 

kemokin üretimi gerçekleĢtirerek diğer immün sistem hücreleriyle de etkileĢime 

girmektedirler. Aktive makrofajlar mikro çevrelerinde bulunan patojenlere veya sitokinlere 

bağlı olarak çeĢitli fenotipik fonksiyonlara sahip makrofajlara polarize olabilmektedirler 

(S. Gordon, 2010).  Patojenler veya diğer immün sistem hücreleri tarafından üretilen 

sitokinler ile gerçekleĢen makrofaj polarizasyonunu hangi sinyal yolakları kullanılarak 

oluĢtuğu ortaya çıkarılmıĢsa da bu sinyallerin kompleks ve devam eden gen 

ekspresyonlarına nasıl etki ettiği ve makrofajların içinde bulundukları mikroçevrede meydana 

gelen değiĢikliklerde makrofajların nasıl tekrar programlanabildikleri henüz tam anlamıyla 

anlaĢılamamıĢtır (Lionel B.Ivashkiv, 2013).   

 En iyi karakterize edilen aktive makrofaj fenotipi klasik aktivasyon olarak bilinen ve 

M1 makrofajlar olarak da adlandırılan makrofajların interferon γ ve Toll like reseptor ligantları 

gibi mikrobiyal bir ürünle uyarılmıĢ makrofajlardır. Diğer bir iyi karakterize edilmiĢ polarize 

makrofaj tipi ise alternatif makrofaj olarak bilinen ve M2 makrofaj olarak da adlandırılan 

makrofajlardır. Alternatif aktive olan makrofajlar T helper (TH2) hücrelerinden salınan 

interlökin 4 ve interlökin 13 sitokinleri tarafından uyarılmaları sonucu polarize olmaktadırlar. 

M1 makrofajları konak savunmasında ve patojenlerin temizlenmesinde görev alırken, M2 

makrofajları enflamasyonun çözülmesinde ve doku tamiri gibi süreçlerde önemli görevler 

üstlenmektedir (Sica, 2012).  

 Sitokinler, sinyal yolakları ve transkripsiyonel faktörlerinin makrofaj polarizasyonunda 

rol oynadıkları bilinse de günümüzde epigenetik değiĢikliklerin de makrojaj polarizasyonun da 

önemli roller oynayabileceğini göstermiĢlerdir (Glass, 2010).  

 Suberoylanilide hydroxamic asit (SAHA), hydroxamic asit içeren hibrit polar 

moleküldür. SAHA özel olarak histon deasetilazlara bağlanarak inhibe olmalarını 

sağlamaktadır. SAHA bu etkisini sahip olduğu hidroksamik asit bölgesinin histon 

deasetilazların çinko içeren ceplerine bağlanmaları ile gerçekleĢtirirler (Finnin M S, 1999).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471490612001950#!
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 SAHA, histon deasetilaz sınıf 1 ve 3‘ü güçlü bir Ģekilde inhibe etmekte ve histon 3 ve 

4‘ün hiperasetilasyonuna neden olmaktadır (Richon V M, 1998). Histon deasetilazların 

inhibisyonu sonucu asetilenmiĢ histon sayısında artıĢ meydana gelmektedir. Bu 

hiperasetilasyon yaklaĢık %1-2 lik genin ekspresyonunda artıĢa neden olmaktadır (Marks P 

A, 2001). Ekspresyonu artan genlerin içinde hücre döngüsü kinaz inhibitörü p21 ayrıca tümör 

hücrelerinde apoptozla iliĢkili genlerin bulunması SAHA‘nın anti tümör özelliğini 

oluĢturmaktadır (Said T K, 2001). Daha önce yapılan birçok çalıĢma histon deasetilaz 

inhibitörlerinin tümör hücrelerinin in vitro koĢullarda proliferasyonunu ayrıca in vivo 

deneylerde de tümör büyümesini azalttığı gösterilmiĢtir (Marks P, 2001).   

 Butter ve arkadaĢları tarafından yapılan insan periferik kan monositlerinin LPS ile 

uyarımı üzerine SAHA nın etkisi incelenmiĢ ve proenflamatuar sitokin seviyesini azalttığını 

görmüĢlerdir (Butler L M, 2000). Ayrıca farelerde oluĢturulan endotoksemi modelinde 

SAHA‘nın in vivo ortamda da dolaĢımdaki TNF-α, IL-1-β, IL-6 ve IFN-γ sitokin seviyelerini 

%50den fazla azalttığı gösterilmiĢtir. Bu bulgu ile bir histon deasetilaz olan SAHA‘nın anti 

enflamatuvar bir etkiye sahip olduğunu ve bu etkisini anti tümör dozu olan 50-200 mg/kg/gün 

den daha az olan 10-50 mg/kg/gün konsantrasyonlarda  gösterdiği  bulunmuĢtur (Butler L M, 

2000).  

 Bizim Ġn vitro ortamda gerçekleĢtirdiğimiz Raw 264.7 fare makrofaj hücreleri üzerine 

SAHA‘nın hücre canlılığı üzerine etkilerinin incelendiğinde özellikle 1 µM üzerindeki SAHA 

konsantrasyonlarının hücre canlılığını azalttığı görülmüĢtür. Ayrıca histon deasetilaz 

aktivasyonunun kolorimetrik olarak incelenmesi sonucunda 24. Saatte 1 µM 

konsantrasyonun histon deasetilaz aktivasyonununu inhibe ettiğini ancak sürenin 24 saatin 

üzerine çıktığında bu etkinin giderek azaldığını ve özellikle 48. Saatte histon deasetilaz 

aktivitesinin yaklaĢık olarak SAHA uygulanmayan kontrol hücreleri seviyesine ulaĢtığı 

görülmüĢtür.  

 Fagositler ve antijen sunan hücreler edinsel immün sistem ve doğal immün sistem 

arasında iletiĢimin kurulmasında görev yapan hücrelerdir. Makrofajlar ve dendritik hücreler 

intrasellüler ve ekstrasellüler patojenlere karĢı Th1 TH17 yanıtının oluĢturulmasını 

sağlayacak olan IL-12 ve IL-23 üreten doğal immün sistemin önemli hücreleridir(Korn T  

2009). Histon deasetilaz inhibitörlerinin IL-12 ve IL-23 üretimi için potansiyel inhibitör 

oldukları daha önce yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Brogdon,  2007).  

 Bizim yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada yüksek IL-12 salınım kabiliyeti klasik aktive 

makrofajlar (M1) için bir belirteç olarak kabul edilmiĢtir. Deney gruplarında SAHA‘nın IL-12 

salınımına olan etkileri incelendiğinde; 
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 Daha önce hiçbir uyarı verilmemiĢ kontrol grubu hücrelerinin IL-12 salınımları 

incelendiğinde hücrelerin IL-12 salınımı gerçekleĢtirmediği görülmüĢtür. Kontrol hücrelerine 

tek baĢına SAHA muamelesinin yapılması IL-12 salınımında herhangi bir fark meydana 

getirmediği görülmüĢtür. 

 Kontrol grubu hücrelerine 24 saat boyunca tek baĢına LPS muamelesinin yapılması 

sonucunda IL-12 sitokin salınımında istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢın meydana geldiği 

görülmüĢtür.  Hücreler SAHA ve LPS ile birlikte muamele edildiğinde ise IL-12 sitokin 

salınımının önemli ölçüde inhibe olduğu görülmüĢtür. 

 Kontrol hücrelerinde IL-12 salınımı için önemli bir inhibitör etkisi gösteren SAHA‘nın 

daha önce polarize edilmiĢ makrofaj hücrelerinde de aynı etkiyi gösterip göstermediği 

araĢtırılmıĢtır. Daha önce M1 makrofaj fenotipine dönüĢtürülmüĢ hücrelerde IL-12 salınımı 

incelendiğinde hücrelerin sitokin salınımını gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. M1 hücreleri tek 

baĢına SAHA ile muamele edildiğinde ise IL-12 sitokin salınımında önemli bir değiĢikliğin 

olmadığı görülmüĢtür. Kontrol hücrelerinde LPS ile muamele sonucunda IL-12 salınımını 

güçlü bir Ģekilde inhibe ettiği görülen SAHA‘nın aynı etkiyi enflamatuvar makrofaj fenotipine 

dönüĢmüĢ hücrelerde görülmemesi sürpriz bir sonuç olmuĢtur. M1 makrofajlarının tek baĢına 

LPS ile muamele edilmesi sonucunda IL-12 salınımının güçlü bir Ģekilde uyarıldığı 

görülmüĢtür. M1 makrofajlarının LPS ve SAHA ile birlikte muamele edilmesi sonucunda ise 

IL-12 salınımının sadece LPS uyarımı yapılan makrofaj hücrelerine oranla %45 oranında 

arttığı görülmüĢtür.  

 Daha önce alternatif aktive (M2) makrofaj fenotipine dönüĢtürülen hücrelerde 

SAHA‘nın IL-12 salınımına olan etkileri incelendiğinde, M2 makrofajlarının çok düĢük 

seviyede IL-12 salınımı gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. Yaptığımız çalıĢmada makrofaj 

polarizasyonunun kontrolünde M2 makrofaj fenotipinin belirleyicisi olarak IL-10 yüksek, IL-12 

düĢük sitokin salınımının olması bir belirleyici olarak kullanılmıĢtır. M2 hücrelerinin tek baĢına 

SAHA ile muamele edilmesi sonucunda IL-12 sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı 

herhangi bir değiĢimin olmadığı saptanmıĢtır. M2 makrofajlarının tek baĢına LPS ile 

muamele edilmesi sonucunda ise IL-12 sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

artıĢın olduğu görülmüĢtür. M2 makrofaj hücrelerinin LPS ve SAHA ile birlikte muamele 

edildiğinde ise IL-12 sitokin salınımında düĢüĢ olduğu, ancak bu düĢüĢ kontrol hücrelerinde 

SAHA‘nın oluĢturduğu güçlü inhibitör etkisinden daha zayıf bir inhibisyon olduğu 

saptanmıĢtır.  

 Daha önce yapılan çalıĢmalar histon asetilasyonunun TLR uyarımına cevap olarak IL-

12p40 promotor aktivasyonu ile iliĢkili olduğunu göstermiĢtir (Sun, 2004). Konrad ve 
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arkadaĢlarının yapmıĢ oldukları çalıĢmada SAHA‘nın dahil olduğu histon deasetilaz 

inhibitörlerinin devamlı histon H4 asetilasyonunda artıĢa neden olduğunu ve histon H4 

asetilasyonunun LPS ile indüklenen genlerin ekspresyonunun aktivasyonu ile korelasyon 

gösterdiği ve HDAC inhibitörlerinin TLR ile uyarılan IL-12p40 ekspresyonunu zayıflattığını 

göstermiĢlerdir (Konrad,  2007). Yaptığımız çalıĢma sonucunda SAHA‘nın IL-12 sitokin 

salınımları üzerine olan etkilerinin kontrol ve polarize makrofaj hücrelerinde farklı sonuçlar 

oluĢturduğu belirlenmiĢtir. Kontrol hücrelerinde elde ettiğimiz sonuçlar Konrad ve 

arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢmanın sonuçları ile örtüĢse de polarize makrofajlarda IL-12 

salınımında aynı etkiyi göstermemiĢtir. SAHA‘nın polarize makrofajlarda meydana getirdiği 

bu değiĢiklikler farklı hücresel yolakların SAHA muamelesinden etkilendiği ve farklı 

sonuçların çıkmasına neden olabileceği Ģeklinde yorumlanmıĢtır.  

 IL-10 makrofajlar tarafından salınan ve hedef hücreler üzerinde anti-enflamatuvar etki 

gösteren baĢlıca sitokindir. Ancak IL-10‘un etkisini nasıl gerçekleĢtirdiği henüz tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır (Minton, 2017).  YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada IL-12 düĢük, IL-10 yüksek 

sitokin salınımı alternatif makrofaj (M2) fenotipi için bir belirteç olarak kabul edilmiĢtir. 

OluĢturduğumuz deney gruplarında IL-10 sitokin salınımları incelendiğinde,  

 Herhangi bir uyarı verilmemiĢ kontrol hücrelerinde IL-10 sitokin salınımının 

gerçekleĢtiği görülmüĢtür. Kontrol grubu hücrelerine tek baĢına SAHA muamelesinin IL-10 

sitokin salınımında istatistiksel olarak anlamlı herhangi bir artıĢa neden olmadığı 

görülmüĢtür. Kontrol grubu hücrelerine tek baĢına LPS uygulanması IL-10 salınımını 

arttırdığı görülmüĢ ancak bu artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı bulunmuĢtur. Kontrol 

grubu hücrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandığında IL-10 sitokin salınımında istatistiksel 

olarak anlamlı herhangi bir değiĢimin olmadığı görülmüĢtür. 

 Daha önce M1 makrofaj fenotipine dönüĢtürülen hücreler IL-12 yüksek IL-10 düĢük 

sitokin salınımı fenotipine sahiptirler. M1 hücreleri tek baĢına SAHA ile muamele edildiğinde 

sitokin salınımlarında azalmanın meydana geldiği bulunmuĢ ancak bu azalma istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıĢtır. M1 hücrelerine tek baĢına LPS muamelesinin yapılması IL-10 

salınımında artıĢa neden olmuĢtur. M1 hücrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandığında IL-

10 sitokin salınımı sadece LPS verilen hücrelere oranla azalmanın olduğu görülse de bu 

azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır.  

 IL-10 sitokin salınımları incelenen kontrol, M1 ve M2 hücreleri arasında M2 hücreleri 

en yüksek IL-10 sitokin salınımına sahip hücreler olarak bulunmuĢtur. M2 hücrelerine tek 

baĢına SAHA muamelesinin yapılması IL-10 sitokin salınımında istatistiksel olarak anlamlı 

herhangi bir değiĢikliğe neden olmadığı görülmüĢtür. M2 hücrelerine tek baĢına LPS 
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muamelesi IL-10 sitokin salınımını arttırdığı görülmüĢ, M2 hücrelerine LPS ve SAHA birlikte 

uygulandığında ise sadece LPS verilen M2 hücrelerine oranla sitokin salınımında düĢüĢ 

olduğu görülse de bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı bulunmuĢtur.  

 IL-10 sitokin salınımı üzerine yaptığımız deneyler sonucu SAHA‘nın hiçbir deney 

grubunda sitokin salınımını istatistiksel olarak değiĢtirmediği görülmüĢtür. Ancak 2016 yılında 

Fang ve arkadaĢlarının farelere yapmıĢ oldukları çalıĢmada SAHA uygulanmasının ardından 

serumda IL-10 miktarının arttığını ayrıca SAHA‘nın T hücre alt tiplerinin oranlarında farklılık 

yarattığını ve Th1 hücrelerinin azalırken Treg hücrelerinin sayılarında artıĢ olduğunu 

belirlemiĢlerdir (Fang, 2016). Serumda IL-10 miktarının artıĢının nedeni olarak Treg 

hücrelerin oranındaki artıĢ ile açıklanabilir. Bu sonuç bize SAHA‘nın makrofajlarda IL-10 

salınımına istatistiksel olarak anlamlı bir etkisinin olmadığı ancak sistemik olarak diğer 

hücreleri etkileyerek IL-10 salınımını arttırdığını göstermektedir.  

 Fenotipik olarak M1 makrofajları yüzeylerinde yüksek seviyede majör 

histokompatibilite kompleksi sınıf II(MHC II) ve kostimülatör faktörler CD80 ve CD86 ifade 

etmektedirler (Arnold, 2014). Ayrıca özellikle farelerde IL-4 ile muamele edilen ve M2 

makrofaj fenotipine dönüĢtürülen makrofajların yüksek seviyede Mannoz reseptörü (CD206) 

ifade ettiği gösterilmiĢtir (Gordon, 2005). RAW 264.7 fare makrofaj hücrelerinde flow sitometri 

yöntemi ile CD86 ve CD206 hücre yüzey belirteçleri incelendiğinde, herhangi bir uyarı 

verilmemiĢ kontrol hücrelerinin düĢük seviyede CD86 ekspresyonu gösterdiği ancak CD206 

ekspresyonunu %5 oranında gösterdiği görülmüĢtür.  Kontrol hücrelerine tek baĢına SAHA 

ile muamele edilmesi sonucunda hücrelerdeki CD86 ifadesi son derece artarak %96 

seviyesine yükselmiĢtir. CD 206 seviyesinde ise önemli bir değiĢiklik olmayıp %1 seviyesinde 

ekspresyon görülmüĢtür. Kontrol grubu makrofaj hücrelerine tek baĢına LPS uygulanması 

CD86 ifadesini arttırarak %96 seviyesinde bir ekspresyona neden olmuĢ CD206 seviyesi ise 

%1 olarak belirlenmiĢtir. Hücrelere LPS ve SAHA birlikte uygulandığında ise C86 seviyesi 

sadece LPS verilen hücrelere oranla kısmen düĢük olan %82 seviyesinde ölçülmüĢ ancak 

hücrelerin büyük oranda CD86 ekspresyonu gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. CD206 seviyesinde 

ise herhangi bir fark olmayıp %1 olarak ölçülmüĢtür.  

 M1 makrofajlarında hücre yüzey belirteçleri incelendiğinde ise M1 makrofajlarının 

yüksek seyiyede CD86 hücre yüzey belirteci ifade ettiği CD206 ekspresyonunu ise 

gerçekleĢtirmediği görülmüĢtür. M1 hücrelerine tek baĢına SAHA verilmesi zaten yüksek 

seviyede olan CD86 oranında herhangi değiĢikliğe neden olmadığı ve yüksek seviyede 

ekspresyonun devam ettiği görülmüĢtür. CD 206 ekspresyonunun ise olmadığı görülmüĢtür. 

M1 hücrelerine tek baĢına LPS muamelesi ve LPS ile birlikte SAHA muamelesi M1 
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hücrelerinde yüksek seviyede CD86 ekspresyonunun olmasını sağlamıĢ ancak CD206 

ekspresyonuna herhangi bir etki göstermemiĢtir. 

 SAHA‘nın hücre yüzey belirteçlerine en dramatik etkiyi M2 makrofaj hücrelerinde 

göstermiĢtir. Yaptığımız flow sitometri analizleri sonucunda M2 hücrelerinin yüksek oranda 

CD206 ve düĢük seviyede CD86 hücre yüzey belirteci ifadesini gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. 

M2 hücrelerine tek baĢına SAHA muamelesinin yapılması hücrelerin yüksek seviyede hem 

CD86 hem de CD206 ekspresyonuna neden tespit edilmiĢtir. M2 hücrelerine tek baĢına LPS 

uygulanması hücrelerde tek baĢına SAHA verilen gruba benzer bir Ģekilde yüksek seviyede 

hem CD86 hem de CD206 ifadesine sahip hücrelerin oluĢmasını sağlamıĢtır. Ġlginç olarak 

M2 hücrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandığında CD206 ifadesi son derece düĢmüĢ ve 

%20 seviyesine gerilemiĢtir. CD86 seviyesi ise %87 olarak ölçülmüĢtür.  

 Hücre yüzey belirteçlerinde görülen bu farklılıklar SAHA‘nın farklı fenotipe sahip 

hücrelerde farklı etkiler ortaya çıkardığını göstermektedir. M2 hücrelerinde LPS ile birlikte 

SAHA muamelesinin CD206 ifadesini son derece düĢürmesi ise SAHA‘nın özellikle M2 

fenotipine sahip hücrelerde bu fenotipin gerilemesine neden olabileceği Ģeklinde 

yorumlanmıĢtır.  

 TNF-α  enflamatuvar hastalıkların patogenezinde rol oynayan en önemli makrofaj 

kaynaklı sitokinlerden biridir (Taylor ve Williams, 2015). Yaptığımız çalıĢmada RAW264.7 

fare makrofaj hücrelerinin LPS ile muamelesi sonucunda TNF-α‘nın hem sitokin salınımı hem 

de mRNA gen ekspresyonunun arttığı görülmüĢtür. Tek baĢına SAHA muamelesi TNF-α 

ekspresyonuna herhangi bir etkisinin olmadığı görülmüĢ ancak LPS ve SAHA hücrelere 

birlikte uygulandığında TNF-α seviyesinde hem sitokin salınımı hem de gen ekspresyonunda 

sadece LPS uygulanan hücrelere oranla düĢüĢ olduğu saptanmıĢ ancak bu düĢüĢ 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır.  

 SAHA‘nın herhangi bir uyarı almamıĢ makrofaj hücrelerinde TNF-α salınımına olan 

etkileri incelendikten sonra daha önce uyarı alarak farklı fenotiplere (M1 ve M2) dönüĢtürülen 

hücrelere olan etkileri incelenmiĢtir. 

 Klasik aktive(M1) makrofajlarında TNF-α seviyesi incelendiğinde bu fenotipteki 

hücrelerin yüksek seviyede TNF-α salınımı gerçekleĢtirdiği hem protein seviyesinde hem de 

gen ekspresyonu düzeyinde gösterilmiĢtir. M1 makrofajlarına tek baĢına SAHA uygulanması, 

hücrelerdeki TNF-α salınımını düĢürdüğü görülmüĢ, ancak bu azalıĢ istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır. Gen ekspresyonu olarak incelendiğinde ise M1 makrofajlarına tek 
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baĢına SAHA uygulanmasının TNF-α gen ekspresyonunda önemli bir değiĢime neden 

olmadığı görülmüĢtür.  

 M1 makrofajlarının tek baĢına LPS ile muamele edilmesi hücrelerdeki TNF-α 

salınımını ve gen ekspresyonunu artırmıĢtır. M1 makrofajları LPS ve SAHA ile birlikte 

muamele edildiğinde TNF-α sitokin salınımının düĢtüğü görülmüĢtür, ancak kontrol 

hücrelerinde olduğu gibi bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görülmektedir. 

mRNA düzeyinde TNF-α gen ekspresyonuna olan etkisi incelendiğinde SAHA‘nın yaklaĢık iki 

katlık bir ekspresyon azalmasına neden olduğu görülmüĢtür. 

 SAHA‘nın alternatif aktive M2 makrofajlarında TNF-α salınımı incelendiğinde, M2 

makrofajlarının hem sitokin salınımı hem de mRNA ekspresyonu olarak incelendiğinde TNF-

α ifadesinin olmadığı görülmüĢtür. M2 makrofajlarına tek baĢına SAHA uygulandığında 

sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir artıĢın olduğu görülmüĢtür. TNF-α 

gen ekspresyon farkı incelendiğinde tek baĢına SAHA muamelesinin yaklaĢık 6 katlık bir 

artıĢa neden olduğu saptanmıĢtır.  

 M2 makrofajları tek baĢına LPS ile muamele edildiğinde TNF-α sitokin seviyesinde ve 

gen ekspresyon düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde artıĢ meydana gelmiĢtir. M2 

makrofajları LPS ve SAHA ile birlikte muamele edildiğinde ise TNF-α sitokin salınımında 

sadece LPS muamelesi yapılan M2 hücrelerine oranla yaklaĢık %30 oranında bir azalmanın 

meydana geldiği görülmüĢ ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır. TNF-α 

gen ekspresyonu incelendiğinde ise SAHA ile LPS‘nin birlikte muamelesi sonucunda sadece 

LPS ile muamele edilen hücrelere oranla gen ifadesinin yaklaĢık 2 kat azalma meydana 

geldiği görülmüĢtür.  

 Roger T. ve arkadaĢları tarafından geniĢ spektrumlu histon deasetilaz inhibitörlerinin 

enfeksiyonda doğal immün sistemin TLR sinyallenmesine olan etkilerinin makrofaj ve 

dendritik hücrelerde araĢtırıldığı çalıĢmada bizim yaptığımız çalıĢma ile benzer Ģekilde TSA 

ve SAHA muamelesi ile LPS nin makrofaj hücrelerine birlikte uygulandığında TNF-α 

ekspresyonunda önemli bir değiĢimin meydana gelmediğini göstermiĢlerdir. Ancak hücreler 

LPS yerine Pam3CSK4, E coli, and S aureus gibi baĢka mikrobiyal ürünler ile uyarıldığında 

ise histon deasetilaz inhibitörlerinin TNF-α ekspresyonlarını güçlü bir Ģekilde inhibe ettiği 

görülmüĢtür (Roger T.  2011).  Ancak histon deasetilaz inhibitörlerinin proenflamatuar sitokin 

salınımlarına olan etkilerinin hangi mekanizma ile gerçekleĢtirdiği henüz tam olarak 

anlaĢılamamıĢtır (Zlatka, 2018). Örneğin Takada ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢma 

sonucunda histon deasetilaz inhibitörlerinin NF-kB transkripsiyon faktörünün hedef genin 

promotoruna bağlanmada herhangi bir etkisinin bulunmadığı ancak IkBα kinaz 
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aktivasyonuna, IkBα fosforilasyonuna ve P65‘in nükleusa translokasyonuna etki ettiğini 

göstermiĢlerdir (Takada, 2006). Bizim elde ettğimiz sonuçlar literatürle uyumlu olsa da 

polarize makrofajlarda farklı sonuçların elde edilmesi histon deasetilaz inhibitörlerinin TNF-α 

ekspresyonuna olan etkilerinin hücre tipine ve uyarana bağlı olarak faklılık ortaya 

çıkarabileceğini göstermiĢtir.  

  Kontrol hücreleri üzerine SAHA‘nın IL-1β salınımına olan etkileri incelendiğinde; 

SAHA tek baĢına makrofaj hücrelerine uygulandığında IL-1β sitokin salınımında herhangi bir 

fark oluĢturmadığı görülmüĢtür. Ancak makrofaj hücrelerine SAHA, LPS ile birlikte 

verildiğinde IL-1β sitokin salınımının istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde arttığı 

belirlenmiĢtir. Polarize makrofajlarda incelendiğinde M1 makrofajları tek baĢına SAHA ile 

muamele edildiğinde M1 makrofajlarında IL-1β sitokin salınımlarında önemli bir değiĢikliğin 

olmadığı görülmüĢtür.  Benzer Ģekilde LPS ile muamele edilen M1 makrofajları ile LPS ve 

SAHA birlikte muamele edilen makrofajlardaki IL-1β sitokin salınımı karĢılaĢtırıldığında 

anlamlı bir değiĢikliğin olmadığı saptanmıĢken M2 makrofajlarında ise LPS ile birlikte SAHA 

muamelesinin IL-1β salınımını güçlü bir Ģekilde arttırdığı görülmüĢtür. IL-1β salınımı için 

genellikle aktif kaspaz-1 tarafından pro- IL-1β‘nın kesilmesini sağlayacak bir inflamazom 

aktivasyonu gerektirmektedir (Schroder, 2010). Ancak HDACi tarafından inflamasome 

bağımsız olarak IL-1β olgunlaĢtırılması henüz tam olarak anlaĢılamamıĢtır (Hildebrand, 

2014). Birçok enflamatuvar hastalık sürecinde IL-1β‘nın rolü göz önüne alındığında 

inflamazomların histon deasetilazlarla olan olası etkileĢimlerinin araĢtırılması ve IL-1β 

seviyesindeki bu değiĢimin ortaya çıkartılması için daha kapsamlı çalıĢmaların yapılması 

gerekmektedir.  

  Bir pro-enflamatuvar sitokin olan IL-6 salınımı incelendiğinde kontrol grubu 

hücrelerinin IL-6 salınımını çok düĢük miktarlarda gerçekleĢtirdiği görülmektedir. Kontrol 

grubu hücrelere tek baĢına SAHA muamelesinin yapılması hücrelerin IL-6 sitokin 

salınımlarında istatistiksel olarak anlamlı bir etki göstermediği bulunmuĢtur. Kontrol grubu 

hücrelere tek baĢına LPS uygulanması IL-6 sitokin salınımını istatistiksel olarak anlamlı bir 

Ģekilde arttırdığı görülmüĢtür. Hücrelere LPS ve SAHA birlikte uygulandığında IL-6 sitokin 

salınımının düĢmüĢ ve bu düĢüĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. 

 M1 makrofajlarında IL-6 sitokin salınımı incelendiğinde M1 grubu hücrelerin yüksek 

seviyede IL-6 sitokin salınımı yapma kabiliyetinde oldukları görülmüĢtür. M1 makrofajlarına 

tek baĢına SAHA muamelesinin yapılması IL-6 sitokin salınımını önemli ölçüde düĢürdüğü 

görülmüĢtür ve bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüĢtür. M1 

makrofajlarına tek baĢına LPS uyglanması IL-6 salınımını istatistiksel olarak anlamlı bir 
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Ģekilde arttırmıĢtır. Yine M1 makrofajlarına LPS ve SAHA birlikte uygulandığında IL-6 

salınımı istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde düĢürmüĢtür.  

 M2 makrofajlarında IL-6 seviyesi incelendiğinde hücrelerin düĢük seviyede sitokin 

salınımı gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. M2 makrofaj hücrelerine tek baĢına SAHA 

muamelesinin yapılması IL-6 sitokin salınımında herhangi bir değiĢikliğe neden olmadığı 

görülmüĢtür. M2 hücrelerine tek baĢına LPS muamelesinin yapılması hücrelerde IL-6 sitokin 

salınımını önemli ölçüde artırmıĢ ve bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. Hücreler 

LPS ve SAHA ile birlikte muamele edildiğinde ise sadece LPS ile muamele edilen gruba 

oranla IL-6 sitokin salınımlarında azalmanın meydana geldiği bulunmuĢ ve bu azalma 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu hesaplanmıĢtır.  

 Tüm deney gruplarında SAHA muamelesi IL-6 sitokin salınımını anlamlı bir Ģekilde 

düĢürmüĢtür. Halili ve arkadaĢları tarafından HDAC inhibitörlerinin kemik iliği kökenli 

makrofaj hücrelerinin LPS uyarımına olan cevaba etkilerini inceledikleri çalıĢmada IL-6 

seviyesinin SAHA‘yı da içeren geniĢ spektrumlu HDAC inhibitörlerince anlamlı bir Ģekilde 

düĢürüldüğü gösterilmiĢtir (Halili, 2010). YapmıĢ olduğumuz çalıĢma ile korelasyon gösteren 

çalıĢmada daha önce uyarı almamıĢ ve bizim çalıĢmamızda kontrol grubu olarak 

belirlediğimiz hücreler kullanılmıĢtır. Bizim yapmıĢ olduğumuz çalıĢmamızda SAHA‘nın IL-6 

salınımına olan etkisini polarize makrofaj hücrelerinde de benzer Ģekilde oluĢturduğu 

gösterilmiĢtir. 

 Siklooksijenaz(COX) prostaglandin-endoperoksit sentetaz olarakta bilinen enzim 

ailesidir. COX inhibisyonu enflamasyonun semptomlarının ve ağrının giderilmesinde 

farmakolojik olarak kullanılmaktadır. Dikkat çekici olarak COX izoformu olan COX2 meme ve 

bağırsak kanserlerinde düĢük sağ kalımla iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. COX2 mRNA 

ekspresyon analizleri incelendiğinde, kontrol grubu hücrelerinin çok düĢük seviyede COX2 

ekspresse ettikleri görülmüĢtür. Kontrol grubu hücrelerine tek baĢına SAHA muamelesinin 

yapılması hücrelerde COX2 ekspresyonunda herhangi bir farklılığa neden olmadığı 

görülmüĢtür. Hücrelerin tek baĢına LPS ile muamele edilmesi sonucunda ise hücreler güçlü 

bir Ģekilde COX2 ekspresyonu gerçekleĢtirdikleri görülmüĢtür. Hücrelere LPS ile SAHA 

birlikte uygulandığında ise COX2 ekspresyonunun sadece LPS ile muamele edilen hücrelere 

oranla daha güçlü bir Ģekilde ifade edildiği görülmüĢtür.  

 M1 hücrelerinde COX2 ekspresyonu incelendiğinde hücrelerin güçlü bir Ģekilde COX2 

ekspresyonunu gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. M1 hücrelerine tek baĢına SAHA uygulanması 

COX2 ifadesinde önemli bir fark yaratmadığı görülmüĢtür. M1 hücrelerine sadece LPS 

uygulandığında hücrelerin COX2 ekspresyonu M1 hücrelerine oranla yaklaĢık iki katlık bir 
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artıĢ göstermiĢtir. M1 hücrelerine LPS ve SAHA birlikte uygulandığında ise COX2 

ekspresyonunun son derece arttığı bulunmuĢtur. 

 M2 hücrelerinde COX2 ekspresyonu incelendiğinde M2 hücrelerinin çok düĢük 

seviyede COX2 ekspresyonu gerçekleĢtirdiği görülmüĢtür. M2 hücrelerine tek baĢına SAHA 

uygulanması COX2 ekspresyonunu yaklaĢık altı kat arttırmıĢtır. M2 hücrelerine tek baĢına 

LPS uygulanması COX2 ekspresyonunu önemli ölçüde arttırırken LPS ve SAHA‘nın birlikte 

hücrelere uygulanması ekspresyonda önemli bir farka neden olmamıĢtır.  

 Zhe ve arkadaĢları tarafından 2011 yılında yayınlanan makalede IL-1β muamelesinin 

makrofajlarda COX2 ifadesinin arttırdığı gösterilmiĢtir (Zhe ve ark 2011). SAHA‘nın LPS ile 

birlikte uygulandığında IL-1β seviyesini arttırdığının gösterilmesi COX2 ifadesindeki artıĢın 

SAHA yüzünden mi yoksa ortamda bulunan IL-1β yüzünden mi sorusunu akla getirmektedir. 

M1 ve kontrol hücre hatlarında nedenin ortamda bulunan IL-1β yüzünden gerçekleĢebileceği 

akla gelse de özellikle M2 hücrelerinde artan IL-1β ifadesine rağmen LPS ve SAHA‘nın 

beraber uygulandığı deney grubunda COX2 ifadesinde bir değiĢik görülmemiĢtir. M2 

makrofajlarındaki bu farklılık hücrelerin anti enflamatuvar fenotipleri ile ilgi olabileceği 

düĢünülse de daha kapsamlı çalıĢmalarla bu etkinin nedeninin araĢtırılması gerekmektedir. 

 Makrofaj hücrelerinin diğer immün sistem hücreleri ile haberleĢmesini sağlayan 

kemokinlerden ve bizim deneylerimizde M1 makrofaj belirteci olarak kullandığımız CXCL9 

kemokininin mRNA ekspresyonu incelendiğinde, kontrol hücrelerinde ve M2 hücrelerinde 

CXCL9 ekspresyonunun olmadığı görülmüĢtür. M1 hücrelerinin ise güçlü bir Ģekilde CXCL9 

ekspresyonunu gerçekleĢtirdikleri görülmüĢtür. Tek baĢına SAHA ile muamele edilen 

hücrelerde CXCL9 ekspresyonunun M1 hücrelerine oranla yaklaĢık olarak 27 kat artıĢ 

gösterdiği saptanmıĢtır. M1 hücrelerine tek baĢına LPS verilmesi CXCL9 ekspresyonunda 

herhangi bir farklılık yaratmadığı görülmüĢtür.  LPS ve SAHA birlikte uygulandığında ise 

hücrelerde CXCL9 ekspresyonunun M1 hücrelerine oranla yaklaĢık olarak 54 kat artıĢ 

gösterdiği bulunmuĢtur.  

 CXCL9 gibi kemokinler, T hücrelerin eflamatuvar bölgesinde sayıca artıĢına neden 

olarak ve T hücre sitokinleri ve enflamatuvar faktörler ile diğer immün sistem hücrelerinin 

bölgeye toplanmalarına neden olmaktadır. Tümör mikroçevresinde T hücre sayısında artıĢın 

meydana gelmesi tümör hücrelerinin T hücre aracılı öldürülmesiyle sonuçlanmaktadır(Hong 

Zheng, 2016). YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada SAHA‘nın M1 hücrelerinde CXCL9 kemokin 

ekspresyonuna olan etkisinin araĢtırılabilmesi için daha kapsamlı deneylerin yapılmasına 

ihtiyaç vardır. 
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 Ġndüklenebilir nitrik oksit sentetaz-2(NOS2) ekspresyonu incelendiğinde ise kontrol 

hücrelerinin düĢük seviyede NOS2 ekspresyonu gerçekleĢtirdiği hücrelere tek baĢına SAHA 

muamelesinin yapılmasının NOS2 ifadesinde herhangi bir değiĢikliğe neden olmadığı 

görülmüĢtür. Hücreler tek baĢına LPS ile muamele edildiğinde NOS2 ekspresyonunun güçlü 

bir Ģekilde arttığı bulunmuĢtur. Hücreler SAHA ve LPS ile birlikte muamele edildiğinde ise 

gen ekspresyonunun daha fazla artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir. 

 Makrofaj polarizasyonunun kontrolünde M1 fenotipi için bir belirteç olarak kullanılan 

NOS2 hücrelerde güçlü bir Ģekilde ifade edilmektedir. M1 hücrelerine tek baĢına SAHA 

uygulanması NOS2 ekspresyonunda bir miktar artıĢa neden olsa da bu artıĢ düĢük bir oran 

olarak görülmüĢtür. M1 hücrelerinin tek baĢına LPS ile muamele edilmesi hücrelerde NOS2 

ekspresyonunu önemli bir değiĢimin olmadığı görülmüĢtür. M1 hücrelerinin LPS ve SAHA ile 

birlikte muamele edilmesi ise NOS2 ekspresyonunu önemli oranda arttırdığı saptanmıĢtır.  

 M2 fenotipine sahip makrofaj hücreleri düĢük seviyede NOS2 ekspresse 

etmektedirler. Kontrol hücrelerine benzer Ģekilde M2 hücrelerinde NOS2 ekspresyonu tek 

baĢına SAHA ile muamele edildiğinde değiĢmemiĢ ancak LPS ile veya LPS ve SAHA birlikte 

muamele edildiğinde NOS2 ekspresyonu önemli oranda artmıĢtır. 

 Makrofaj polarizasyonunun kontrolünde M2 makrofaj belirteci olarak kullanılan 

Arjinaz-2(Arg1) gen ekspresyonu incelendiğinde kontrol ve M1 hücrelerinde gen 

ekspresyonunun tüm deney gruplarında çok düĢük seviyede olduğu görülmüĢtür.  

 M2 hücrelerinde güçlü bir Ģekilde Arg1 gen ekspresyonunun olduğu görülmüĢtür. M2 

hücrelerine tek baĢına SAHA muamelesinin yapılması Arg1 gen ekspresyonunu yaklaĢık 

olarak beĢ kat düĢürdüğü tespit edilmiĢtir. M2 hücrelerine tek baĢına LPS uygulaması Arg1 

ekspresyonunu önemli bir oranda arttırdığı görülmüĢtür. Ancak M2 hücreleri LPS ve SAHA 

ile birlikte muamele edildiğinde Arg1 gen ekspresyonunun son derece dramatik bir Ģekilde 

düĢtüğü gösterilmiĢtir.  

 Arg1 gen seviyesinde oluĢan bu farklılık hücre yüzey belirteçlerinde SAHA ile birlikte 

LPS uygulamasının bir M2 makrofaj kontrol faktörü olan CD206 ekspresyonunun değiĢimi ile 

uyumlu bir Ģekilde görülmektedir. Her ne kadar IL-10 sitokin seviyesinde SAHA‘nın 

istatistiksel olarak anlamlı bir etkisinin olmadığı görülse de özelikle M2 fenotipinin önemli 

göstergeleri olan iki faktördeki bu azalma SAHA‘nın M2 fenotipini geri döndürebilme 

yeteneğinin olabileceği sonucunu vermektedir. Ancak son derece heterojen olan makrofaj 

hücrelerinde SAHA‘nın bu etkisinin kanıtlanabilmesi için daha fazla belirtecin araĢtırıldığı ve 

hücre hattının yanı sıra kemik iliği kökenli gibi primer bir hücre serisinin kullanılması 
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gerekmektedir. Ayrıca bizim yapmıĢ olduğumuz deneylerde kullandığımız hücre hattı olan 

RAW264.7 hücre hattının fare kökenli bir hücre hattı olduğundan dolayı sonuçların insan 

hücrelerinde de denenmesi gerekmektedir.  

 Son yıllarda yapılan çalıĢmalar mikro RNA(miRNA)  olarak bilinen küçük kodlamayan 

RNA‘ların immün ve enflamatuvar yanıtın düzenlenmesinde önemli düzenleyici faktörler 

olduklarını ortaya koymuĢlardır (O‘Connell RM, 2012). miRNA‘nın normal ve patolojik immün 

fonksiyonlardaki rolü üzerine yapılan çalıĢmalar miRNA düzenlenmesindeki bozuklukların 

aĢırı veya kontrol edilemeyen enflamasyonun oluĢumu ile iliĢkili olduğunu göstermiĢtir 

(O‘Neill LA,  2011). Daha önce yapılan kanser çalıĢmalarında SAHA‘nın çeĢitli kanser 

hücrelerinde miRNA ekspresyonunu değiĢtirdiği gösterilmiĢtir (Yang D, 2012).  

 Bizim yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada hipotezimiz Vorinostatın polarize makrofaj 

hücrelerinde fenotipik değiĢimlere neden olduğu ve bu etkisi gerçekleĢtirirken miRNA 

ekspresyon profillerini değiĢtirdiğidir.  

 EUN-MEE LEE ve arkadaĢları tarafından 2009 yılında yapılan çalıĢmada SAHA‘nın 

küçük hücre dıĢı akciğer kanseri hücre hatlarında miRNA ekspresyonunu değiĢtirdiği 

gösterilmiĢtir (LEE, 2009). Bu çalıĢma SAHA‘nın miRNA ekspresyonlarını değiĢtirebilme 

potansiyelinin olduğunu göstermiĢ ilerleyen zamanlarda histon deasetilaz inhibitörlerinin 

miRNA ekspresyonuna olan etkileri araĢtırılmaya devam edilmiĢtir.    

 Kontrol hücrelerinde miRNA ekspresyon profillerin incelendiğinde tek baĢına SAHA 

muamelesi yapılan hücrelerle kontrol hücreleri arasında 132 miRNA ekspresyonunun iki kat 

veya daha fazla değiĢtiği görülmüĢtür. SAHA muamelesi yapılan hücre grubunda 116 miRNA 

ekspresyonunun ekspresyonunun azaldığı 15 miRNA ekspresyonunun ise arttığı 

görülmüĢtür. Ekspresyonu değiĢen miRNA‘ların ortak rol oynayabilecekleri hücresel 

yolakların KEGG analizleri yapıldığında ekspresyonu değiĢen miRNA‘ların istatistiksel olarak 

en anlamlı Ģekilde ECM reseptör etkileĢimi, WNT sinyal yolağı, endositoz, MAPK sinyal 

yolağı ve PI3K-Akt sinyal yolağında rol oynayabileceği görülmüĢtür.  

 Kontrol grubu makrofaj hücrelerine tek baĢına LPS muamelesi yapılan ve LPS ile 

birlikte SAHA muamelesi yapılan hücrelerin miRNA ekspresyon farklılıkları incelendiğinde ise 

55 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği görülmüĢtür. Bunlardan 44 

miRNA‘nın ekspresyonu LPS ile SAHA birlikte verildiğinde ekspresyonu artmıĢ 11 miRNA‘nın 

ise ekspresyonu azaldığı görülmüĢtür. Yaptığımız KEGG analizleri sonucu ekspresyonları 

değiĢen bu miRNA‘ların sadece Vorinostat muamelesi yapılan hücrelere banzer Ģekilde ECM 
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reseptör etkileĢimi, Endositoz, MAPK sinyal yolağı ve PI3K-Akt sinyal yolağında rol oynaya 

bileceğini göstermektedir.  

 M1 grubu makrofaj hücrelerinde Vorinostatın miRNA ekspresyonlarına olan etkileri 

incelendiğinde tek baĢına SAHA muamelesi yapılan hücrelerle M1 hücreleri arasında 46 

miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği görülmüĢtür. Tek baĢına SAHA 

muamelesi yapılan hücre grubunda 31 miRNA ekspresyonunun azaldığı 15 miRNA 

ekspresyonunun ise arttığı görülmüĢtür. Yaptığımız KEGG analizleri sonucu ekspresyonları 

değiĢen bu miRNA‘ların kontrol grubu hücrelere banzer Ģekilde ECM reseptör etkileĢimi, 

WNT sinyal yolağı, endositoz, MAPK sinyal yolağı ve PI3K-Akt sinyal yolağında rol oynaya 

bileceği görülmüĢtür.  

 Tek baĢına LPS muamelesi yapılan M1+LPS deney grubu ile LPS ve SAHA 

muamelesi yapılan M1+LPS+SAHA deney grupları arasındaki miRNA ekspresyon farkları 

incelendiğinde 82 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği görülmüĢtür. 

Bunlardan 79 miRNA‘nın ekspresyonu LPS ile SAHA birlikte verildiğinde ekspresyonu artmıĢ 

3 miRNA‘nın ise ekspresyonunun azaldığı görülmüĢtür. Yaptığımız KEGG analizleri sonucu 

ekspresyonları değiĢen bu miRNA‘ların kontrol grubu hücrelere banzer Ģekilde ECM reseptör 

etkileĢimi, WNT sinyal yolağı, endositoz, MAPK sinyal yolağı ve PI3K-Akt sinyal yolağında rol 

oynayabileceği görülmüĢtür.  

 M2 grubu makrofaj hücrelerinde Vorinostatın miRNA ekspresyonlarına olan etkileri 

incelendiğinde en yüksek miRNA ekspresyon farkının M2 makrofajlarında olduğu 

görülmüĢtür. Yapılan miRNA ekspresyon analizleri sonucunda tek baĢına SAHA muamelesi 

yapılan M2+SAHA deney grubu hücreleri ile M2 deney grubu hücreleri arasında 101 miRNA 

ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği görülmüĢtür. Tek baĢına SAHA muamelesi 

yapılan hücre grubunda 73 miRNA ekspresyonunun arttığı 28 miRNA ekspresyonunun ise 

azaldığı belirlenmiĢtir. Yaptığımız KEGG analizleri sonucu ekspresyonları değiĢen bu 

miRNA‘ların kontrol grubu ve M1 grubu hücrelerde olduğu gibi ECM reseptör etkileĢimi, 

endositoz, MAPK sinyal yolağı ve PI3K-Akt sinyal yolağında rol oynaya bileceği görülmüĢtür. 

 SAHA ve LPS birlikte verilen M2+LPS+ SAHA deney grubu hücreleri ile tek baĢına 

LPS verilen M2+LPS deney grubu hücreleri arasındaki miRNA ekspresyon farklılıkları 

incelendiğinde ise 42 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği görülmüĢtür. 

Tek baĢına LPS muamelesi yapılan hücre gruba göre SAHA ve LPS‘nin birlikte uygulanan 

hücre grubunda 27 miRNA ekspresyonunun arttığı 15 miRNA ekspresyonunun ise azaldığı 

görülmüĢtür. Yaptığımız KEGG analizleri sonucu ekspresyonları değiĢen bu miRNA‘ların 

kontrol grubu ve M1 grubu hücrelerde olduğu gibi ECM reseptör etkileĢimi, WNT sinyal 
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yolağı, endositoz, MAPK sinyal yolağı ve PI3K-Akt sinyal yolağında rol oynaya bileceği 

görülmüĢtür.  

 YapmıĢ olduğumuz miRNA analizleri sonucunda SAHA‘nın daha önce kanser hücre 

hatlarında gösterildiği gibi makrofaj hücrelerinde de miRNA ekspresyon farklılıklarına neden 

olduğu gösterilmiĢtir. miRNA ekspresyon profilleri incelendiğinde ekspresyonu değiĢen 

miRNA‘ların ortak rol oynayabilecekleri yolaklar incelendiğinde ortak yolakların bulunmuĢ 

olması SAHA‘nın miRNA ekspresyon farklılıkları yaratarak hücresel yolaklarda rol 

oynayabileceğini düĢündürmektedir.  

 SAHA‘nın makrofaj fenotipinde meydana getirdiği etkilerin miRNA ekspresyonlarına 

olan etkileriyle iliĢkilendirebilmek amacıyla karĢılaĢtırmalı analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. Analiz 

sonucunda bulunan miRNA‘ların KEGG yolak analizleri sonucunda rol alabilecekleri yolaklar 

diğer gruplarla büyük oranda benzerlik içermekte ve bunlardan en dikkat çekeni ise MAPK 

sinyal yolağıdır.  

 Yaptığımız karĢılaĢtırmalı analiz sonucuna göre LPS muamelesi sonucu kontrol 

hücrelerinde mmu-mir-125a-5p ekspresyonu artarken LPS ile birlikte SAHA muamelesi 

sonucunda bu miRNA ekspresyonunun azaldığı görülmüĢtür. Sami ve arkadaĢları tarafından 

yapılan çalıĢmada mir-125a-5p ekspresyonunun LPS ile indüklenen fare makrofaj 

hücrelerinde upregüle olduğunu ve makrofaj iliĢkili enflamasyonun negatif regülatörü olarak 

iĢ yaptığını göstermiĢtir. mir-125a-5p‘in inhibe edilmesi hücrelerde pro-enflamatuar genlerin 

ekspresyonlarında istatistiksel bir artıĢın meydana gelmesine neden olurken, miRNA‘nın over 

eksprese edilmesi M2 makrofajlarında Arg1 gen ekspresyonunun son derece artmasına 

neden olmuĢtur (Sami, 2013).  Bizim yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada tüm hücre gruplarında 

LPS muamelesi mir-125a-5p ekspresyonunu arttırırken SAHA ile LPS muamelesi sonucunda 

miRNA ekspresyonu düĢmüĢtür, ancak özellikle kontrol grubu ve M1 grubu makrofaj 

hücrelerinde SAHA birçok pro-enflamatuvar genin ekspresyonunda düĢüĢe neden olmuĢtur. 

Bu nedenle SAHA‘nın mir-125a-5p ekspresyonuna olan etkisinin Kontrol ve M1 grubu 

hücrerde farklı paremetrelerle değerlendirilebileceği sonucuna varılmıĢtır. Ancak M2 grubu 

hücrelerde mir-125a-5p ekspresyonu LPS ile birlikte SAHA muamelesi sonucu düĢmesi ve 

Arg1 gen ekspresyonunun da son derece azalması mir-125a-5p‘in etkisi ile olabileceği ve 

yapılacak  ileri çalıĢmalar için güçlü bir aday olacağı öngörülmektedir.  

 SAHA ile ekspresyonu değiĢen bir diğer miRNA mmu-mir-21a-5p‘dir. Daha önce 

yapılan çalıĢmalarda LPS ile muamele edilen Raw264.7 makrofaj hücrelerinde mir-21 

ekspresyonunun arttığı gösterilmiĢtir (Sheedy, 2010). Yakın zamanlı çalıĢmalar mir-21‘in 

makrofajlarda ifade olan TLR4 desen tanıma reseptör etkileĢiminin düzenlenmesinde önemli 
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rol oynadığı gösterilmiĢtir (O'Neill, 2011). Mir-21‘in hedefi olan PDC4 ve Peli1 TLR4 sinyal 

yolağının pozitif regülatörleridir ve mir-21 tarafından hedef alınmaları sonucunda TLR4 

sinyallenmesinde azalma buna bağlı olarak TNF-α ekspresyonunda azalma meydana geldiği 

ve bu özelliği ile anti enflamatuvar bir miRNA olduğu gösterilmiĢ (Rebecca, 2016). Bizim 

yapmıĢ olduğumuz deneylerde literatürle benzer olarak LPS muamelesi yapılan kontrol 

grubu makrofaj hücrelerinde mir-21 seviyesinin arttığı gösterilmiĢ SAHA muamelesi ile bu 

artıĢın azaldığı görülmüĢtür. Ancak LPS ile birlikte SAHA ile muamele edilen makrofaj 

hücrelerinde TNF-α  sitokin salınımında azalma meydana gelmiĢtir. Bu bulgu SAHA‘nın 

makrofaj hücrelerinde farklı moleküler mekanizmalar ile bu etkisini gösterebileceği sonucuna 

varılmıĢtır.  

 mir-194-5p ekspresyonunun kontrol grubu hücrelerde LPS muamelesi sonucu arttığı 

LPS ile SAHA birlikte muamele edildiğinde hem kontrol grubunda hem de M1 makrofaj 

hücrelerinde mir-194-5p ekspresyonunun arttığı bulunmuĢtur. Huigun ve arkadaĢlarının 

yapmıĢ oldukları çalıĢmada mir-194 TLR4 sinyallenmesinde TRAF6 yı hedefleyerek 

enflemasyonun negatif düzenleyicisi olarak görev yapabileceğini göstermiĢtir. mir-194-5p 

ekspresyonu artan makrofaj hücrelerinde TNF-α  sitokin miktarının azalması literatürle uyum 

göstermekte ancak makrofaj hücrelerinde diğer enflamatuvar cevaplara olan etkisinin daha 

ileri çalıĢmalarla desteklenmesi gerekeceğini düĢünmekteyiz.  

 Daha önce yapılan çalıĢmalar mir-155‘in SMAD2/3 veya IL13Rα yı hedef alabileceği 

ve bu moleküllerin hedeflenmesi yoluyla enflamatuvar fenotip olan M1 makrofaj 

polarizasyonunu destekleyebileceği gösterilmiĢtir (Martinez, 2011). miR-155‘in M1 makrofaj 

polarizasyonunu hangi moleküler mekanizma ile desteklediği tam olarak aydınlatılamamıĢtır, 

ancak M1 fenotipinin kritik bir molekülü olduğu yapılan çalıĢmalar ile ortaya konmuĢtur (Xing,  

2012). Xing ve arkadaĢlarının yapmıĢ oldukları çalıĢmada M1 makrofajlarının M2 fenotipine 

dönüĢtürüldüğünde miR-155 ekspresyonunun önemli ölçüde azaldığı, M2 makrofajlarında 

miR-155 ekspresyonunun arttırılması ile M2 veya M2 benzeri TAM‘larda M1 makrofaj 

polarizasyonunun arttığı gösterilmiĢtir.  

 YapmıĢ olduğumuz çalıĢma ile SAHA‘nın polarize edilmiĢ ve edilmemiĢ makrofaj 

hücrelerinde miRNA ekspresyon farkları oluĢturduğu bulunmuĢtur. YapmıĢ olduğumuz 

analizler sonucunda bulunan miRNA‘aların enflamatuvar cevapların oluĢturulmasında görevli 

hücresel yolaklarda da rol oynayabilecekleri saptanmıĢtır. Bizim yapmıĢ olduğumuz 

çalıĢmada özellikle M2 makrofajlarına SAHA tek baĢına uygulandığında miR-155 

ekspresyonunun iki kattan daha fazla bir artıĢ oluĢturduğu görülmüĢtür. M2 makrofajlarında 

SAHA muamelesi normalde düĢük seviyede ekspresyonunu gördüğümüz CD86 ifadesinin 
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artması ayrıca TNF-α ifadesinin artıĢına neden olmuĢtur. Önemli olarak LPS ile birlikte 

uygulandığında SAHA CD206 hücre yüzey ekspresyonunu düĢürmesi ve Arg1 gen 

ekspresyonunu düĢürmesi ile M2 fenotipik özelliklerinin son derece azalmasına ve M1 

fenotipinin oluĢmasını desteklemeyi sağladığı görülmüĢtür. SAHA kontrol ve M1 makrofaj 

hücreleri üzerine miR-155 ekspresyonuna önemli bir etki oluĢturmazken M2 makrofajlarında 

böyle bir etkiyi oluĢturması yaptığımız çalıĢmanın en önemli bulguları arasındadır. M2 

makrofajları üzerine SAHA‘nın etkilerinin daha iyi aydınlatılabilmesi için daha ileri, özellikle 

fonksiyon çalıĢmalarının yapılması gereklidir.  
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6. SONUÇ 

           Son yıllarda yapılan çalıĢmalara göre histon deasetilaz inhibitörlerinin immün sistemi 

baskılayıcı ve anti-enflamatuvar etkilerinin olduğu ve bu özellikleri ile akut ya da kronik 

enflamatuvar hastalıkların tedavisinde potansiyel bir ilaç olarak kullanılabileceğini 

öngörülmektedir. Ancak Histon deasetilaz inhibitörlerinin enflamatuvar hücreler üzerine etki 

mekanizmaları henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır.  

Bu etkinin aydınlatılabilmesi amacıyla yapılan bu araĢtırmanın sonuçları aĢağıda 

özetlenmiĢtir; 

 Projemizde kullanılan histon deasetilaz inhibitörü Vorinostat‘ın Raw 264.7 fare 

makrofaj hücreleri üzerine 1µM dan yüksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkisinin 

olduğu, 

 Vorinostat‘ın 24 saat süreyle ve 1µM konsantrasyonda uygulandığında hücrelerde 

histon deasetilaz aktivasyonunu inhibe ettiği, ancak bu sürenin 48 veya 72 saate 

çıktığında 1µM konsantrasyonun aynı etkiyi gösteremediği, 

 Polarize makrofaj hücrelerinde Vorinostatın IL-12 salınımını farklı Ģekilde değiĢtirdiği, 

kontrol hücrelerinde SAHA‘nın LPS ile birlikte verildiğinde IL-12 salınımını 

düĢürürken, M1 makrofajlarında SAHA ve LPS‘nin birlikte muamelesinin IL-12 

salınımını arttırdığı, M2 makrofajlarında ise LPS ile SAHA‘nın birlikte verilmesinin IL-

12 salınımını düĢürdüğü ancak bu etkinin kontrol grubu makrofajlarına oranla daha 

sınırlı olduğu, 

 Polarize makrofaj hücrelerinde IL-10 salınımına SAHA‘nın istatistiksel olarak anlamlı 

bir etkisinin olmadığı, 

 Hücre yüzey belirteçleri olan CD86 ve CD 206 ekspresyonlarına SAHA‘nın farklı 

fenotipteki makrofajlar üzerine farklı etkiler gösterdiği özellikle M2 makrofajlarda 

yüksek olan CD206 ekspresyonunu LPS ile SAHA‘nın birlikte uygulandığında önemli 

ölçüde düĢürdüğü, 

 Polarize makrofaj hücrelerinde TNF-α  sitokin salınımını genel olarak inhibe ettiği 

ancak bu etkinin istatistiksel olarak anlamlı olmadığı, 

 SAHA‘nın IL-1β salınımına tek baĢına uygulandığında herhangi bir etki göstermediği 

ancak LPS ile birlikte SAHA muamelesinin özellikle kontrol ve M2 fenotipine sahip 

hücrelerde IL-1β güçlü bir Ģekilde uyardığı ancak M1 hücrelerinde SAHA‘nın IL-1β 

salınımına anlamlı bir etki göstermediği, 

 IL-6 salınımına kontrol ve M2 makrofaj hücrelerinde SAHA‘nın tek baĢına 

uygulandığında herhangi bir fark oluĢturmayıp, LPS ile birlikte SAHA uygulandığında 

tek baĢına LPS uygulanan gruplara oranla istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde 
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düĢürdüğü ayrıca M1 hücrelerine tek baĢına SAHA muamelesinin IL-6 sitokin 

salınımını anlamlı bir Ģekilde düĢürdüğü, LPS ile birlikte SAHA uygulandığında tek 

baĢına LPS uygulanan gruplara oranla istatistiksel  olarak anlamlı bir Ģekilde düĢüĢün 

olduğu, 

 Kontrol ve M1 hücrelerinde SAHA ve LPS‘nin birlikte uygulanmasının COX2 mRNA 

ekspresyonunu güçlü bir Ģekilde arttırdığı, M2 hücrelerinde ise bu etkinin görülmediği, 

 Bir kemokin ligandı olan CXCL9 ekspresyonunun LPS muamelesi ile gerçekleĢmediği 

sadece IFNγ ile birlikte uyarılan M1 makrofajlarında ifade olduğu, SAHA‘nın hem tek 

baĢına hem de LPS ile uygulandığında CXCL9 ekspresyonunu arttırdığı, 

 Makrofaj hücrelerinde tek baĢına SAHA uygulamasının NOS2 ekspresyonuna önemli 

bir etki göstermediği, LPS uyarımının NOS2 ekspresyonunu önemli ölçüde arttırdığı, 

SAHA ve LPS‘nin birlikte uygulandığı hücrelerde ise gen ekspresyonunun arttığı,  

 En yüksek Arg1 ekspresyonunun M2 fenotipindeki hücrelerde olduğu, tek baĢına 

SAHA muamelesinin Arg1 ekspresyonunda yaklaĢık beĢ katlık bir azalmaya neden 

olduğu, LPS ve SAHA‘nın birlikte uygulandığı deney grubunda ise Arg1 

ekspresyonundaki azalmanın son derece dramatik olduğu, 

 Hücrelerin SAHA ile hem tek baĢına hem de LPS ile birlikte muamele edilmesinin 

miRNA ekspresyonlarında  önemli  değiĢikliklere  neden olduğu, 

 Kontrol hücrelerinde miRNA ekspresyon profillerin incelendiğinde tek baĢına SAHA 

muamelesi yapılan hücrelerlerle kontrol hücreleri arasında 132 miRNA 

ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği, SAHA muamelesi yapılan hücre 

grubunda 116 miRNA ekspresyonunun ekspresyonunun azaldığı 15 miRNA 

ekspresyonunun ise arttığı, 

 Kontrol grubu makrofaj hücrelerine tek baĢına LPS muamelesi yapılan ve LPS ile 

birlikte SAHA muamelesi yapılan hücrelerin miRNA ekspresyon farklılıkları 

incelendiğinde 55 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği Bunlardan 

44 miRNA‘nın ekspresyonunun LPS ile SAHA birlikte verildiğinde ekspresyonu arttığı 

211 miRNA‘nın ise ekspresyonu ise azaldığı, 

 M1 grubu makrofaj hücrelerinde Vorinostatın miRNA ekspresyonlarına olan etkileri 

incelendiğinde tek baĢına SAHA muamelesi yapılan hücrelerlerle M1 hücreleri 

arasında 47 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği, tek baĢına 

SAHA muamelesi yapılan hücre grubunda 31 miRNA ekspresyonunun azaldığı 15 

miRNA ekspresyonunun ise arttığı, 

 Tek baĢına LPS muamelesi yapılan M1+LPS deney grubu ile LPS ve SAHA 

muamelesi yapılan M1+LPS+SAHA deney grupları arasındaki miRNA ekspresyon 

farkları incelendiğinde 82 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği, 
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bunlardan 3479 miRNA‘nın ekspresyonunun LPS ile SAHA birlikte verildiğinde 

ekspresyonu arttığı 3 miRNA‘nın ise ekspresyonunun azaldığı, 

 M2 makrofajlarında miRNA ekspresyon analizleri sonucunda tek baĢına SAHA 

muamelesi yapılan M2+SAHA deney grubu hücreleri ile M2 deney grubu hücreleri 

arasında 101 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği, tek baĢına 

SAHA muamelesi yapılan hücre grubunda 73 miRNA ekspresyonunun arttığı 28 

miRNA ekspresyonunun ise azaldığı, 

 SAHA ve LPS birlikte verilen M2+LPS+SAHA deney grubu hücreleri ile tek baĢına 

LPS verilen M2+LPS deney grubu hücreleri arasındaki miRNA ekspresyon farklılıkları 

incelendiğinde 42 miRNA ekspresyonunun iki kat veya daha fazla değiĢtiği tek baĢına 

LPS muamelesi yapılan hücre gruba göre  SAHA ve LPS‘nin birlikte uygulanan hücre 

grubunda 27 miRNA ekspresyonunun arttığı 15 miRNA ekspresyonunun ise azaldığı, 

 SAHA‘nın tüm makrofaj hücre gruplarında miRNA ekspresyonunda farklılıklar 

yaratabildiği, 

 Tüm deney gruplarında ekspresyonu değiĢen miRNA‘ların benzer moleküler 

yolaklarda iĢlevsel olabileceği, 

 Ekspresyonu değiĢen miRNA‘ların makrofaj aktivasyonunda rol oynayabilen 

miRNA‘ları da içerdiği, 

 M2 makrofajlarında SAHA‘nın özellikle LPS ile birlikte uygulandığında M1 fenotipine 

ait belirteçlerin artıĢını desteklediği, 

 M2 makrofajlarında SAHA muamelesinin miR-155-5p ekspresyonunu arttırdığı ve M2 

fenotipinde meydana gelen değiĢimlerin mekanizmalarının anlaĢılabilmesi  için güçlü 

bir aday olabileceği sonuçlarına varılmıĢtır. 

 

 SAHA‘nın kontrol hücrelerinde ve polarize makrofaj hücrelerinde makrofaj 

fenotiplerine farklı etkiler gösterdiğinin görülmesi ayrıca miRNA ekspresyonlarında da belirgin 

değiĢikliklerin görülmesi SAHA‘nın bu etkisini miRNA ekspresyon farkları oluĢturarak 

meydana getirebileceğini düĢündürmektedir. Ancak bu etkilerinin doğrulanabilmesi için daha 

kapsamlı çalıĢmaların yapılması gerekmektedir.  

 YapmıĢ olduğumuz çalıĢma ile polarize makrofaj hücrelerinde SAHA‘nın miRNA 

ekspresyonunda değiĢiklikler meydana getirdiği ilk defa ortaya konarak, ileride yapılacak 

daha kapsamlı çalıĢmalar için kaynak oluĢturması sağlanmıĢtır. 
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