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KOLESTEROL TASIYICI ABCGI’IN INSAN
MAKROFAJLARINDAKI ROLU

Doktora Tezi

Duygu UNUVAR PURCU

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Molekiiler Tip Anabilim Dah
OZET

ABCGI, ters kolesterol transportu yolu ile hiicredeki kolesteroliin, HDL
parcaciklarina akmasma aracilik eden bir tasiyict proteindir. Farelerde ABCGI
ekspresyonu baskilanmis tiimdorle iliskili makrofajlarin, tiimorii destekleyici M2
fenotipinden tiimorle savasan M1 fenotipine dogru igsel bir egilim gosterdigi ve in-
vivo’da mesane kanseri biiylimesini baskiladigi  gosterilmistir. ABCGI
ekspresyonunun, makrofaj polarizasyonunun yonlendirilmesi {izerindeki etkisi, onu
kanser tedavisinde cazip bir hedef molekiil haline getirmektedir. Amacimiz; ABCGlI
ekspresyonunun baskilanmasinin, insan makrofaj polarizasyonu {izerine etkilerini
arastirmaktir. Tip 2 diyabet hastalarinda, makrofajlarin ABCG1 ekspresyonunun
diisiik oldugu gosterilmistir. Bu nedenle diyabet hastalarindan elde edilen
makrofajlari, ABCGI ekspresyonunun dogal olarak susturuldugu modeller olarak ele
aldik.

In-vitro’da makrofaj polarizasyonunda kullanilan stimiilanlarin uygulama
siiresi, polarizasyon belirteclerinin  ekspresyonlarint  dramatik  bir  sekilde
degistirmektedir, ancak literatiirde bu konuda bir fikir birli§inin olmamasi,
caligmalarin sonuglarin1 ve dogrulugunu olumsuz etkilemektedir. Caligmamizda
kullanacagimiz uyarim siiresinin belirlenmesi ve makrofaj polarizasyonunun
dogrulanmas i¢in makrofajlar; stimiilanlarla alt1 farkli zamanda uyarildi ve M1/M2

polarizasyon belirte¢lerinin ekspresyonundaki degisim RT-qPCR, akis sitometrisi ve
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ELISA ile belirlendi. Ardindan siRNA kullanilarak ABCG1 ekpresyonu baskilanmig
primer insan makrofajlar, tip 2 diyabet hastalarindan elde edilmis ABCGI
ekspresyonu dogal olarak diisiik olan makrofajlar ve tiim kontrol gruplar1 dort saat siire
ile polarize edildi. Polarizasyon belirteglerinin gen ekspresyonundaki degisim RT-
qPCR ile belirlendi.

Calismamiz makrofaj polarizasyonunda kullanilan belirtegler i¢in uygun uyarim
stiresinin  belirlenmesinde ve belirteg seciminde, arastirmacilara yol gosterici
niteliktedir ve literatiirdeki biiyilik bir boslugu doldurmaktadir. ABCG1 ekspresyonu
siRNA ile baskilanmig, M1 makrofajlarda CXCL9, CXCL10, TNF ve IDOI1
ekspresyonu artarken, M2 makrofajlarda MRC1 ve CCL22 ekspresyonu azalmaktadir.
Diyabet hastalarindan elde edilmis ve M1 makrofajlarda CXCL10 ve IDOI1
ekspresyonu artarken, M2 makrofajlarda MRC1, TGM2, CCL17, CCL22, IL-10 ve
CD163 ekspresyonlar1 azalmaktadir. Ayrica, insan makrofajlarinda ABCGI1
ekspresyonu ile M1 belirteglerinin ekspresyonu arasinda negatif korelasyon
bulunmustur. Sonuglarimiz, ABCG1 eksikliginin, insan makrofajlarinda da Ml
polarizasyonuna egilim yarattigini gostermektedir. Bulgularimiz ABCGI 1n,
makrofajlarin  6nemli rol aldig1 g¢esitli hastaliklarin  tedavisi i¢in makrofaj

polarizasyonunu modiile etmede yeni bir hedef olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: ABCG1, makrofaj polarizasyonu, M1/M2 makrofajlar, uyarim
stiresi

Tezin sayfa adedi: 126

Damisman: Dog. Dr. Duygu SAG
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ABSTRACT

ABCGI mediates the influx of cholesterol in the cell to HDL particles via
reverse cholesterol transport. Tumor-associated macrophages with suppressed
ABCG] expression in mice have been shown to have an intrinsic trend from the tumor-
promoting M2 to the tumor-fighting M1 phenotype and suppress bladder cancer
growth in vivo. The effect of ABCG1 expression on macrophage polarization makes
it an attractive target in cancer therapy. Hence, our aim is to investigate the effects of
suppressed ABCGI expression on human macrophage polarization. It has been shown
that macrophages have low ABCGI expression in patients with type-2 diabetes.
Therefore, we considered macrophages obtained from diabetic patients as models in
which ABCG1 expression is naturally silenced.

The application time of the stimulants used in macrophage polarization in-vitro
dramatically changes the expressions of polarization markers, and the lack of
consensus in the literature negatively affects the results and accuracy of the studies.
To determine the stimulation time used in this study and to determine the macrophage
phenotypes; primary macrophages were polarized at six different times and the change
in expression of M1/M2 polarization markers was determined by RT-qPCR, flow
cytometry, and ELISA. Then, primary macrophages with suppressed ABCGI
expression using siRNA, macrophages with naturally low expression of ABCGI1

obtained from type-2-diabetes patients and all control groups were polarized for four
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hours. The change in gene expressions of polarization markers were determined by
RT-qPCR.

Our study provides a guide for researchers in determining the appropriate
stimulation time and selection of markers used in macrophage polarization and fills a
large gap in the literature. While the expression of CXCL9, CXCL10, TNF and IDO1
was increased in ABCGI suppressed M1 macrophages, MRC1 and CCL22 expression
were decreased in ABCG1 suppressed M2 macrophages. Furthermore, while the
expression of CXCL10 and IDO1 is increased in M1 macrophages obtained from
diabetic patients, the expressions of MRC1, TGM2, CCL17, CCL22, IL-10 and
CD163 are decreased in M2 macrophages. In addition, we showed that there is a
negative correlation between ABCG1 expression and the expression of M1 markers in
human macrophages. Therefore, according to our results, ABCGI deficiency
predisposes human macrophages to M1 polarization. Our findings suggest that
ABCGI1 may be a novel target for modulating macrophage polarization for the

treatment of various diseases in which macrophages play an important role.

Keywords: ABCG1, macrophage polarization, M1/M2 macrophages, stimulation
time
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1. GIRIS VE AMAC

Makrofajlar, hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklikta 6nemli gorevleri
olan, uzmanlasmis fagositik hiicrelerdir. Plastisite ve c¢esitliliklerinin ¢ok yiiksek
olmas ile karakterize edilen bu hiicreler, ¢evrelerinden aldiklart sinyallere yanit
olarak, farkli fonksiyonel 6zellikler sergileyen farkli aktivasyon durumlarma gegerler
(1-3). Makrofaj polarizasyonu olarak adlandirilan bu durum, organizmanin normal
isleyisinde ¢ok Onemli role sahiptir. Ancak makrofaj polarizasyonunun dengesinin
bozulmasi, bir ¢ok patolojik durumu da beraberinde getirmektedir (3,4). Klasik olarak
aktive edilmis ve M1 polarizasyonu gosteren makrofajlar inflamatuar 6zellikteyken,

alternatif olarak aktive edilmis M2 makrofajlar anti inflamatuar 6zelliktedir (4—6).

ABCGI, ters kolesterol transportu yolu ile hiicre i¢indeki fazla kolesteroliin,
HDL parcalarina aktarilarak hiicre disina atilmasini saglar (7,8). Ayrica hiicre igine
kolesterol tasinmasinda da goérev alir (9,10). ABCGI1 kolesterol homeostazinin
stirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli rol oynayan bir kolesterol tasiyicisi oldugu gibi (11,12),
makrofajlarin immiin yanitlarinin diizenlenmesinde de rol alir (13-16). ABCG1-
farelerde, tiimorle iliskili makrofajlarin fenotipinin, tiimdrii destekleyen M2’den
tiimorle savasan M1’e doniistigli ve timor biliylimesinin baskilandigi gosterilmistir.
Fareler iizerinde gergeklestirilen bu ¢alisma, ABCG1’in makrofaj polarizasyonunu
yonlendirdigini gdstermistir ve makrofajlardaki ABCG1’in kanser immiinoterapisinde
yeni bir molekiiler hedef olabilecegini onermektedir (16). ABCG1’in kanser
tedavisinde bir hedef molekiil olarak belirlenebilmesi i¢in, ABCG1’in primer insan
makrofajlarinda da farelerle ayni etkiyi gosterip gostermediginin arastiriimasi
gerekmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinin makrofajlarinda ABCG1 ekspresyonunun
onemli oOl¢iide azaldigi bildirilmistir (17). Tip 2 diyabet hastalarinda ABCGI1
ekspresyonunun dogal olarak az olmasi nedeni ile, bu hasta grubu makrofajlarda

ABCGI! " 1n susturuldugu insan modeli olarak ¢aligilabilir.

Yukarida verilen bilgiler 1s18inda, tez projesindeki amacimiz; ABCGI

eksikliginin, insan makrofajlarinin polarizasyonundaki roliinii aragtirmaktir.

Bu calismadaki hipotezimiz; “Insanlarda ABCG1 ekspresyonundaki diisiis,
farelerdekine benzer sekilde, makrofajlarda M1 polarizasyonuna dogru bir egilime

neden olur”.



Projemizi gergeklestirmek i¢in planladigimiz hedeflerimiz su sekildedir:

- Makrofaj polarizasyonunda kullanilan stimiilanlarin en etkin oldugu siirenin
belirlenmesi ve makrofaj polarizasyonunun dogrulanmasi i¢in, 6 ayri uyarim siiresinde
makrofaj polarizasyon belirteglerinin ekspresyonlariin incelenmesi ve en uygun

uyarim siiresinin belirlenmesi.

- Primer insan makrofajlarinda, ABCGI ekspresyonunun siRNA ile
baskilanmasi. ABCG1 ekspresyonu baskilanmig makrofajlarda, 4 saatlik uyarim

sonrasi polarizasyon belirteclerinin ekspresyonlarinin incelenmesi.

- Tip 2 diyabet hastalarinda ve saglikli kontrollerde, makrofaj polarizasyonu

sonrasi, polarizasyon belirteclerinin ekspresyonlarinin karsilastirilmasi.

- Tip 2 diyabet hastalarinda ve saglikli kontrollerde, ABCG1 ekspresyonu ile
MI1/M2 polarizasyon belirteclerinin gen ekspresyonu arasindaki korelasyonun

arastirilmasi.



2. GENEL BILGILER (LITERATUR BILGIiSI)
2.1. Makrofajlar

Hedeflerini belirleme ve yok etme kabiliyetine sahip, 6zellesmis fagositler olan
makrofajlar, hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklikta 6nemli rollere sahip
immiin hiicrelerdir. Inflamasyon ve konak savunmasindaki énemli gorevlerinin yani
sira makrofajlar, ontogenezde doku yeniden sekillenmesi, metabolizmanin
diizenlenmesi ve hasarli dokunun onarimi gibi hayati homeostatik rollere de sahiptir

(1-3,18).
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Sekil 1. Doku yerlesik makrofajlar, embriyonik donemde yolk kesesi ya da fetal karacigerden
kaynaklanabilecegi gibi, erigkin donemde kemik iligi kaynakli da olabilir (21°den diizenlenmistir).
Cesitliligi ve heterojenligi yliksek bir popiilasyon olan makrofajlar, dokularda
yerlesik olarak bulunur ya da kan monositlerinin dokulara sizarak makrofajlara
farklilasmasi ile olusur (19,20). Monositler myeloid kokenlidir ve kemik iliginde
gelisip kan dolasimima gecerler. Yakin zamana kadar dokularda bulunan tiim
makrofajlarin kemik iligi kokenli oldugu diistiniilityordu, ancak son kanitlar dokularda
yerlesik bulunan makrofajlarin, monositlerden tiiremis-kemik iligi kdkenli olabilecegi
gibi, embriyonik donemde yolk kesesinden ya da fetal karacigerden de

kaynaklanabilecegi gosterilmistir (Sekil 1) (20-23). Embriyonik kokenli doku yerlesik



makrofajlarin kendi kendini yenileme 6zelligi vardir, ayrica erigkin donemde de
dokulardaki makrofajlar, yaralanma, enfeksiyon ya da inflamasyonu takiben, kemik
iligi kaynakli monositlerden tiiremis makrofajlar ile yenilenir (23). Makrofajlar
fonksiyonel uzmanlagma icin inanilmaz bir kapasiteye sahiptir, yerlesik bulunduklari
dokulardaki ve organlardaki homeostatik fizyolojik kosullar altinda, gorevlerine gore
ozellesirler ve belirgin morfolojik 6zellikler kazanirlar; 6rnegin karacigerde kupfer
hiicreleri, beyinde mikroglia hiicreleri, deride langerhans hiicreleri, akcigerde alveolar

makrofajlar ve kemikte osteoklastlar (Sekil 2) (21,24-26).

Kupffer
htcreleri

Miyokardiyal
makrofajlar

Osteoklastlar

Adipoz doku

q @ makrofajlari

Intraglomeruler
mezengial hiicre

Sekil 2. Farkli doku ve organlardaki, fonksiyonel ve morfolojik olarak 6zellesmis makrofajlarin

isimleri (26’dan diizenlenmistir).



2.2. Makrofaj Polarizasyonu

En karakteristik 6zellikleri plastisite ve ¢esitlilik olan makrofajlar (4,27), genis
bir spektrumda degisen ¢evresel sinyallere yanit olarak farkli aktivasyon durumlarina
gegerler (28). Th1/Th2 paradigmasinin bir yansimasi olarak makrofajlar, klasik olarak
aktive edilmis M1 veya alternatif olarak aktive edilmis M2 fenotipine polarize
olabilirler (Sekil 3) (4-6,29).
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Sekil 3. Makrofaj Polarizasyonu. M1 ve M2 makrofajlarinin gorevleri. M2 makrofajlarinin alt tipleri;
M2a, M2b ve M2c makrofajlar (29°dan diizenlenmistir).



M1 makrofajlar, anti-timor ve anti-mikrobiyal aktiviteler sergileyen,
inflamatuar hiicrelerdir; pro-inflamatuar sitokinlerin ve reaktif nitrojen/oksijen ara
iriinlerinin tiretiminde gorev almalarmin yani sira Th1 yanitini da desteklerler (30,31).
M1 aktivasyonu, tek basina IFNy, ya da IFNy’nin LPS veya TNF ile kombinasyonu
tarafindan indiiklenir (6,32). M1 makrofajlari, TNF, IL-18, IL-6, IL-12, ve IL.-23 gibi
proinflamatuar sitokinlerin yani sira CXCL9 ve CXCL10 gibi kemokinleri de salgilar.
Ayrica M1 makrofajlar: MHC sinif 11 grubundan insanda HLA-DR; kostimiilator
molekiiller CD80 ve CD86; M2 sitokin sinyalizasyonunun baskilayicisi olan SOCS3
ve triptofani katabolize eden enzim IDO1 eksprese eder (6,33-36).

M2 makrofajlar, anjiyogenez, yara iyilesmesi ve doku yeniden sekillenmesinde
rol oynayan anti-inflamatuar hiicrelerdir (3,37); M2a, M2b, M2c ve M2d alt tiplerine
ayrilabilirler (34,38,39). M2a makrofajlar, IL-4 ve/veya IL-13 tarafindan
indiiklenebilir ve anti-inflamatuar faaliyetlerde ve doku yeniden sekillenmesinde
gorev alir; CD206 (MRC1), CD200R, dekoy reseptor IL-1RII, TGM2
(transglutaminaz 2) ve kemokinler CCL17, CCL22 ve CCL24 eksprese eder. M2b
makrofajlar, immiin kompleksler ve TLR agonistleri veya IL-1 reseptor ligandlar
tarafindan indiiklenebilir ve immiinregiilasyon ve Th2 aktivasyonunda gorev alir; IL-
6, IL-10, IL-1p ve TNF eksprese eder (32,39,40). M2c makrofajlar, IL-10,
glukokortikoidler veya TGF[p tarafindan indiiklenebilir ve anti-inflamatuar
aktivitelerde yer alir; CD163, IL-10 ve TGFf eksprese eder (32,41). Son olarak, M2d
makrofajlar, TLR agonistleri veya adenosin reseptdr aktivasyonu tarafindan
indiiklenenir ve anjiyogenez ve tiimor ilerlemesinde rol alir; IL-10, IL12, TNF ve

TGFP eksprese eder (42,43).

Makrofaj polarizasyon belirteclerinin ifadesi, fareler ve insanlar arasinda bazi
onemli farkliliklar gostermektedir. Ornegin, fare M1 makrofajlari, L-arginin
metabolizmasinda yer alan indiiklenebilir NO sentaz1 (iNOS) eksprese ederken, insan
M1 makrofajlari bunu yapmaz (44). Ayrica, IL-4 ve/veya IL-13 tarafindan indiiklenen
fare M2a makrofajlari, Argl, Yml ve Fizz1'i eksprese eder, ancak bu genlerin insan

homologlar1 yoktur (20,34,38,45).



Makrofaj polarizasyonu, gerek saglikli ve gerekse patolojik kosullarda in vivo
olarak gosterilmistir. Fonksiyonel polarizasyon: embriyogenez, gebelik, testis ile yag
dokusu gibi baz1 6zel dokularin normal homeostazi gibi saglikli kosullardaki
siireglerde oldugu kadar; kronik inflamasyon, yara iyilesmesi, metabolik ve vaskiiler
problemler, enfeksiyon ve kanser gibi patolojik kosullardaki siireclerde de 6nemli rol
almaktadir (Sekil 4). Makrofaj populasyonu, yer aldigi slirece géore M1 veya M2
fenotipini isaret edebilir veya karisik fenotipler de gdzlenebilir. Ornegin M1'den M2
makrofaj polarizasyonuna gecis, enfeksiyonun erken evrelerinden kronik evrelerine

gecisi karakterize eder (3,4)
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Sekil 4. Patolojik siireclerde makrofaj polarizasyonu ve plastisitenin sematik gosterimi (4’ten

diizenlenmistir).

Temelde bir¢ok hastaligin kokeninde, M1 ve M2 makrofaj fenotipleri arasindaki
dengenin bozulmas: yatmaktadir. Ornegin, obezite ve tip 2 diyabet gibi hastaliklarda
M1 makrofajlar1 artarken, alerji ve kanser gibi hastaliklarda ise M2 makrofajlar
artmaktadir (46,47). Makrofaj polarizasyonunu yonlendirmek bu tiir hastaliklar i¢in

umut verici bir tedavi yontemi olabilir.



2.3. ABC Tasiyicilar Ailesi

ATP baglayici kaset (ABC; ATP-Binding Cassette) tasiyicilar, 250°den fazla
iiyesi olan ve bakterilerden omurgalilara kadar neredeyse tiim taksonomik subelerde
korunmus, genis bir transmembran protein siiper ailesidir. Insanda en az 49 iiyesi
bulunan ABC tasiyicilarin substratlarini; lipidler, proteinler, peptidler, safra asitleri ve
ilaglar olusturur (48—50). Substratlarin taginmasi i¢in ATP hidrolizinden elde edilen
enerjiyi kullanan (51) ABC tasiyicilar, plazma mebraninin ve mitokondri, peroksizom,
golgi ve endoplazmik retikulum gibi organel membranlarinin ¢ift katmanlar1 boyunca
yerlesmislerdir (52—54). ABC tasiyicilar, sekans homolojileri ve korunmus bolgelerin

organizasyonuna gore 7 alt aileye (ABCA-G) boliinmiistiir(Sekil 5) (48).
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Sekil 5. ABC tasiyici ailesinin iiyeleri, ATP hidrolizi ile saglanan enerjiyi kullanarak gesitli lipofilik

substratlari tagir (50°den diizenlenmistir).

ABC tastyicilar, transmembran alan (TMD; transmembrane domain) ve
niikleotid baglanma alan1 (NBD; nuclotide binding domain) igerir. Her bir TMD,
genellikle membran boyunca uzanan alt1 a-heliksten olugsur. ABC bdlgesi olarak da
anilan her bir NBD; Walker A motifi, Walker B motifi ve C-loop adinda bir imza
motifi gibi korunmus bdolgeleri kapsayan, yaklagik 120 amino asitlik bir bolgedir.
Walker A ve B motifi tiim ATP baglayan tasiyicilarda bulunurken, C-loop yalnizca
ABC tastyicilarda bulunur. Fonksiyonel bir ABC tastyicisi, iki TMD ve iki NBD igerir.
Tam tastyicilar bir polipeptid zinciri lizerinde iki TMD ve iki NBD tasir, ancak yar1
tastyicilar bir polipeptid zinciri iizerinde bir TMD ve bir NBD tasidigindan,

homodimer ya da heterodimer olusturarak fonksiyonellik kazanir (55,56).



2.3.1. ABCG Tasyicilar Alt Ailesi

ABCG tastyicilar; ABC bdlgesi olarak anilan NBD’in, polipeptidin amino
ucuna, TMD’in ise polipeptidin C ucuna yerlestigi, ters oryantasyonla diizenlenmis
benzersiz yari tasiyicilardir (12,48). Bu ailenin memelilerde, ABCG1, ABCG?2,
ABCG3, ABCG4, ABCG5 ve ABCGS8 olmak iizere 6 iiyesi vardir. ABCG1, ABCGS5
ve ABCGS gibi yari tastyicilar birbirleri ile homodimer ya da heterodimer olusturarak
fonksiyonel hale gecerler (Sekil 6). ABCG1 ve ABCG4 aminoasit seviyesinde yliksek
0zdeslik (%70) sergilerken, digerleri daha diisiik 6zdeslik (%30) gosterir (57).

ABC motifi:

A— Walker A
B— Walker B
S—Imza N

Sekil 6. Bir ABCG yart tastyicinin yapisi. Tipik bir ABCG yar tastyici, tek bir polipeptidin amino
ucunda ABC alan1 (NBD) ardindan, karboksi ucunda alti transmembran heliks (TMD) igerir.
Fonksiyonel bir tasiyicinin olugmasi ig¢in, iki yari tasiyict bir araya gelerek on iki transmembran

heliksten olusan bir homodimer ya da heterodimer olusturur (12°den diizenlenmistir).



2.4. ABCG1

2.4.1. ABCG1’in Yapist ve Diizenlenmesi

ABCGT1 ilk olarak, Drosophila melanogaster White geninin homologu olarak
tanimlanmistir (58—60). ABCG1 cDNA’s1 klonlandiginda, Drosophila White geni ile
yaklasik %30 amino asit benzerligi olan 74 kDa’lik bir proteini kodladig1 gosterilmistir
(59,60). insanlarda, ABCG1 geni 21g22.3 kromozomuna haritalanmistir ve 23 adet
ekzon icermektedir (60). Alternatif kesim ya da farkli transkripsiyon baslangiclari ile
iiretilmis ¢esitli ABCG1 varyantlarinin tamami, sadece amino ucunda farkliliklar olan
ABCGT] proteinlerini kodlamaktadir (61-63). ABCG’in bozulmas1 ubikutinasyon ve
proteozomal degradasyon ile saglanmaktadir (64). ABCG1’in, sitoplazmik
bolgesinde, TMD ile NBD arasinda 12 aminoasitin eksik oldugu bir izoformu
bulunmaktadir. Insanlarda ABCG1(+12) ve ABCG1(-12) eksprese edilirken, farelerde
yalnizca ABCG1(-12) eksprese edilmektedir (63,65). ABCG1 proteini bir polipeptid
zinciri lizerinde, amino ucunda ABC motif i¢eren bir NBD ve ardindan karboksi
ucunda membrani gegen alt1 a-heliks igeren bir TMD igerir (66,67). Bir yar1 tasiyici
olan ABCGI, homodimer veya diger ABCG tastyicilar ile heterodimer olugturarak
fonksiyonel hale gecer (Sekil 7) (68).

ABCGT!’in hiicredeki yerlesimi hala tartismali bir konudur, ABCG1’in hiicre
zarinda ve i¢ zarlarda lokalize oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. I¢ zarlarda
ABCGI; endozomlarda, lizozomlarda, endoplazmik retikulumda ve golgi aygitinda
tespit edilmistir  (9,10,69-71). Kolesterol, sfingomyelin, oksisteroller (7-
ketokolesterol, 7p-hidroksikolesterol ve 25-hidroksikolesterol) gibi ¢ok ¢esitli lipit
tiirlerini tagiyan bir lipit tasiyici olarak diigiiniilen ABCG1’in, E vitamini gibi yagda
¢ozlinen molekiiller de dahil olmak iizere, genis bir substrat yelpazesi bulunmaktadir
(72-76). ABCG1'in ekspresyonu, karaciger X reseptorleri (LXR) yolag: iizerinden,
kolesterol yiiklemesi ve oksidatif kolesterol tiirevleri (oksisteroller) tarafindan uyarilir
(77,78). LXR hiicrede kolesterol konsantrasyonu arttifinda, oksisteroller tarafindan
aktive edilen bir kolesterol sensorii olarak is goriir (62,78). ABCG1, myeloid hiicreler,
lenfositler ve endothelial hiicreler gibi pek ¢ok hiicre ¢esidinde eksprese edilmektedir

(12).

10



(L)
nroan L4
peocclgese

Nt

e —
ABC VKQTKRLKGLRK

(+12)

ZAR

Sekil 7. ABCG!’in yapist. Polipeptid zincirinin amino ucunda yer alan NBD, ABC bolgesini igerir.
Karboksi ucunda ise membran1 gegen 6 a-heliksten olusan TMD bulunur. Bir yar tasiyict olan

ABCGI, homodimer ya da heterodimer olusturarak fonksiyonel hale geger (67’den diizenlenmistir).

ABCGI fazla kolesteroliin hiicre disina atilmasini saglayarak, hiicrelerin hayatta
kalmasinda ve islevinde biiyiik 6neme sahip olan, hiicre i¢i kolesterol homeostazinin
siirdiiriilmesinde rol oynar (11,12). ABCGI1 kolesteroliin viicuttan elimine
edilebilmesi i¢in, ters kolesterol transportu (reverse cholesterol transport) yolu ile fazla
kolesterolii hiicrelerden alarak, yiiksek yogunluklu lipoprotein [high-density
lipoprotein (HDL)] pargalarina aktarir (7,8). ABCG1 ayn1 zamanda kolesteroliin hiicre

icinde taginmasinda da rol almaktadir (9,10).

2.4.2. ABCG1 ve Makrofajlar

ABCGI1 makrofajlarda yiiksek oranda eksprese edilir ve 22-OH kolesterol
tarafindan aktive edilen LXR ile indiiklenir (62,77). Makrofajlarin LXR aktivatorleri
ile tedavisi, ABCG1 ekspresyonunu ve HDL’ye kolesterol akisini arttirir (7).
Makrofajlarda ABCG1 1n susturulmasi, hiicre disina kolesterol akiginin bozulmasina
neden olur. ABCGI1 tarafindan gergeklestirilen, ters kolesterol transportundaki
azalma, makrofajlarda kopiik hiicre olusumunu tetikler, ancak ateroskleroz iizerinde
etkisi belirsizdir (79,80). Makrofajlarda kolesterol akisinin gergeklestirilmesinde
onemli rol oynayan diger bir molekiill ATP baglayici kaset tastyict Al1’dir (ABCA1)
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ve lipid icermeyen apoA-1’e kolesterol akisina aracilik eder. ABCAIl
ekspresyonundaki azalma, aterosklerozu tesvik eder (81,82). ABCG1 ve ABCAIl
kolesteroliin hiicrelerden uzaklastirilmast igin igbirligi igerisinde c¢alisir (73).
Makrofajlarin immiin yanitlarinin diizenlenmesinde de ABCG!’in rolii oldugu
gosterilmistir. Ornegin, gene ABCG1’in susturuldugu makrofajlarda lipit birikimi ve

inflamatuar sitokin {liretimi artmaktadir (13—15).

ABCG17 farelerle yapilan bir galigmada; bati tarzi diyet (Western Diyet) ile
beslenen farelerde subkutan MB49 mesane kanserinin, biiylimesinin baskilandig1 ve
farelerin hayatta kalma siiresinin arttigi gosterilmisti. ABCG1”- farelerde timor
gelisiminin  baskilanmasinin, tiimorle iligkili makrofajlarin  fenotipinin tiimdri
destekleyen M2’den tiimorle savasan Ml’e donlismesiyle baglantili oldugu
bulunmustur. ABCG1”- makrofajlarin M1 polarizasyonuna dogru intrinsik bir egilim
sergiledigi ve M1 fenotipindeki makrofajlarin MB49 tiimor hiicrelerini direk olarak
oldiirebildigi tespit edilmistir. Bu calismada, ABCG1’1n tiimor bagisikliginda bir aract
olarak rol aldiginin ve bir kolesterol tasiyici proteinin tiimdrle iligkili makrofajlarin
polarizasyonunda rolii oldugunun ilk defa saptanmis olmasi bakimindan bir bulus
niteligindedir ve ABCG1’1n kanser tedavisinde bir hedef olabilecegini gostermistir

(16).

Diyabetik farelerden elde edilen makrofajlarda ABCG1 ekspresyonunun diisiik
oldugu ve HDL’ye kolesterol akisinda bozukluk oldugu tespit edilmistir (83,84).
Diyabetik farelerdeki yiiksek diizeydeki glukozun, ABCG1 ekpresyonundaki diisiisle
baglantili oldugu gosterilmistir (83). Tip 2 diyabetli hastalardan elde edilmis insan
makrofajlarinda da ABCGI ekspresyonunun diisiik oldugu bildirilmistir (17). Tip 2
diyabetli hastalardan elde edilen monositlerde de makrofajlarda oldugu gibi ABCG1
ekspresyonunun diisiik oldugu rapor edilmistir (85). Hem diyabetik fare modelleri
iizerinde yapilan c¢aligmalar, hem de tip 2 diyabetli insanlar {izerinde yapilan
caligmalar; diyabette ABCGI1 ekspresyonundaki azalma ve HDL’ye kolesterol
akisindaki azalmanin, makrofajlarda hiicre i¢inde kolesterol birikimine sebep
oldugunu gostermistir. Bu durum makrofaj kdpiik hiicre olusumuna neden olmakta ve
ateroskleroz ile birlikte damarlarda aterosklerotik plak olusumu ile

iligkilendirilmektedir (17,83-85). Bu c¢alismalar; tip 2 diyabet hastalarinda,
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makrofajlardaki ABCG1 ekspresyonunun diizenlenmesinin, makrofaj kopiik hiicre
olusumu kaynakli komplikasyonlarin tedavisine katkida saglayabilecegini

diistindiirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirmamiz deneysel nitelikli bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri, Zamam ve Plani

Arastirmamiz Nisan 2017 ile Ocak 2022 tarihleri arasinda, izmir Biyotip ve
Genom Merkezi laboratuvarlarinda (iBG) gergeklestirilmistir. Arastirmanin zaman

cizelgesi Sekil 8’de verilmistir.

Tez Onerisinin Hazirlanmasi ve Sunulmasi (07/09/2016)

PBMC'den monosit eldesi ve makrofajlarin tiiretilmesi optimizasyon l
calismasi.

2018-2019

Uyarim zamani belirleme siRNA ve makrofaj polarizasyonu |
caligmalari. optimizasyon c¢alismalari.

2020-2021

siRNA ve diyabet

Uyarim zamani |
makrofaj polarizasyonu

belirleme caligsmalari I Western Blot ¢alismalari J

Tez Makalesinin Yazilmasi ve '

o . . Tezin Yazilmasi
Gonderilmesi

Sekil 8. Tez projesinde gergeklestirilen ¢aligmalarin zaman ¢izelgesi.
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3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi / Cahsma Gruplan

Arastirmamizin evreni, kan bagist yapan saglikli donérler ve Tip 2 diyabet
hastas1 donérlerdir. Orneklem 2017-2022 yillar1 arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi
Kan merkezine, kan bagis1 yapan saglikli dondrlerin artik buffy coat’lar1 ve Dokuz
Eyliil Universitesi Endokrin ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali tarafindan

izlenen Tip 2 diyabet hastalarinin artik kanlaridir.

3.4. Calisma Materyali

Arastirmamizin birinci boliimii i¢in ¢aligma materyali buffy coat, ikinci boliimii
icin ise kandir. Dondrler, beyan ettikleri saglik durumu ve saglik muayenesine gore
secilmistir. Kronik hastaliklara sahip ya da anormal kan degerlerine sahip dondrler
calisma dis1 birakilmistir. Kabul kriterlerimize uyan goniillillere “Bilgilendirilmis
Goniillii Olur Formu” imzalatildiktan sonra alinan buffy coat ve kandan, periferik kan
monositleri elde edilmis ve monositler makrofajlara olgunlastirilmigtir. Tiim deneysel

caligmalar, makrofajlar tizerinde yapilmstir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

ABCGI1 ekspresyonu ve MI1/M2 makrofaj belirteglerinin ekspresyonu,
arastirmamizin bagimli degiskenleridir. ABCGI1 ekspresyonunun baskilanmasi ve

M1/M2 makrofaj polarizasyonu ise aragtirmamizin bagimsiz degiskenleridir.
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3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Deney Akis Semalari

3.6.1.1. Uyarum Siiresine Bagh Olarak, Polarizasyon Belirteclerinin

Ekspresyon Diizeylerindeki Degigsimler

Uyarim siiresi belirleme deneyleri i¢in akis semas1 Sekil 9°da verilmistir.

Saglikli Donor
Buffy Coat

Makrofaj
Uretimi

M1 Polarizasyonu

4 saat, 8 saat, ' 4 saat, 8 saat,
12 saat, 24 saat, 12 saat, 24 saat,
48 saat, 72 saat 48 saat, 72 saat

M1 Belirtegleri | M2 Belirtegleri
RT-gPCR, ELISA, RT-gPCR, ELISA,
Akis sitometrisi Akis sitometrisi

Sekil 9. Makrofaj polarizasyonunda kullanilacak uygun uyarim siiresinin belirlenmesi ¢aligmalari

deney akis semasi.
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3.6.1.2. ABCG1 Ekspresyonunun siRNA ile Baskilanmis Makrofajlarin

Polarizasyonu

siRNA deneyleri i¢in akis semas1 Sekil 10°da verilmistir

Saglikli Donor
Buffy Coat

Makrofaj
Uretimi

Kontrol
siRNA

M1 M1 M2
Polarizasyonu Polarizasyonu Polarizasyonu Polarizasyonu

M1 Belirtegleri M2 Belirtegleri M1 Belirtegleri M2 Belirtegleri
RT-qPCR RT-qPCR RT-qPCR RT-qPCR

Sekil 10. ABCG1 ekspresyonunun siRNA ile baskilanmis makrofajlarin  polarizasyonu ve

polarizasyon belirteglerinin gen ekspresyonlarinin belirlenmesi ¢aligmalar1 deney akis semas.
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3.6.1.3. Tip 2 Diyabet ve Kontrol Grubu érneklerinin Makrofaj Polarizasyonu

Diyabet deneyleri i¢in akis semasi Sekil 11°de verilmistir

Tip 2 Diyabet H.
(Kan)

Makrofaj
Uretimi

M1 M2
Polarizasyonu Polarizasyonu

Saglikh Donor
(Buffy Coat)

Makrofaj
Uretimi

M1

Polarizasyonu Polarizasyonu

M2

M1 Belirtegleri M2 Belirtegleri
RT-qPCR RT-qPCR

M1 Belirtegleri M2 Belirtecleri

RT-gPCR

RT-qPCR

Sekil 11. Tip 2 diyabetli hastalarda ve kontrol grubunda makrofaj polarizasyonu ve polarizasyon

belirteglerinin gen ekspresyonlarinin belirlenmesi ¢aligmalari deney akig semas.
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3.6.2. Calisma Swrasinda Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Bu proje sirasinda kullanilan kimyasal malzeme ve kitlerin listesi Tablo 1°de

verilmistir.

Tablo 1. Projede Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Kitlerin Listesi

Malzeme Ady Marka Katalog
Numarasi

Nucleo-Spin RNA kit MN 740955.50
EvoScript Universal cDNA Master, 200 rxn Roche 7912455001
Fast Start Essential DNA Probes Master,10x5 mL. Roche 6924492001
CXCL9 Real Time Ready Single Assay Roche 100137998
CXCL10 Real Time Ready Single Assay Roche 100134759
TNF Real Time Ready Single Assay Roche 100134777
IDO1 Real Time Ready Single Assay Roche 100134768
MRCI1 Real Time Ready Single Assay Roche 100134731
TGM2 Real Time Ready Single Assay Roche 100134722
CCL17 Real Time Ready Single Assay Roche 100138007
CCL22 Real Time Ready Single Assay Roche 100134713
IL10 Real Time Ready Single Assay Roche 100133437
CD163 Real Time Ready Single Assay Roche 100134801
ACTB (B-actin) Real Time Ready Single Assay ~ Roche 100074091
ABCG] Real Time Ready Single Assay Roche 100134698
FastStart Essential DNA Green Master Roche 06402712 001
IL1B QuantiTect Primer Assay Qiagen QT00021385
IL12A QuantiTect Primer Assay Qiagen QT00000357
IL-10 QuantiTect Primer Assay Qiagen QTO00041685
TGFB QuantiTect Primer Assay Qiagen QT00000728
ACTB QuantiTect Primer Assay Qiagen QT00095431
LightCycler 480 Plates Roche 4729692001
LightCycler® 480 Sealing Foil Roche 4729757001
MicroAmp Fast 96 -Well Reaction Plate ABI 4346907
ELISA Pro: Human TNFa Invitrogen #88-7346-88
ELISA MAX™ Deluxe Set Human IL-12 p70 BioLegend #431704
ELISA MAX™ Deluxe Set Human IL-3 BioLegend #437004
ELISA MAX™ Deluxe Set Human IL-10 BioLegend #430604
Human TGFf3 DuoSet ELISA R&D DY240
Ultra-Low Attachment 6 well plates Corning 3471
Recombinant Human IFN-y R&D 285-1F/CF
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Recombinant human IL-10 R&D 217-1L

Recombinant Human IL-4 R&D 204-1L
Recombinant Human M-CSF Peprotech 300-25
Ultrapure LPS Invivogen tlrl-3pelps
Trypsin-EDTA Solution Sigma
Trypan Blue (0.4%) BI BI03-102-1B
1X PBS Gibco 10010-015
RPMI 1640 W/ L-Glutamine Lonza BE12-702F
RPMI 1640, w/o Phenol red Cegrogen E0500-350
Fetal Bovine Serum, certified (FBS) Gibco 10500-064
GE
Ficoll-Paque PLUS density gradient media Healthcare 17144003
GE
Percoll PLUS density gradient media Healthcare 17544501
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Gibco 15140122
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Applichem A3672
Dithiothreitol (DTT) Bioshop Dtt001.5
Halt Protease Inhibitor Single-Use Cocktail Thermo 78425
Halt Phosphatase Inhibitor Single-Use Cocktail Thermo 78428
RIPA Lysis and Extraction Buffer Thermo 89901
BCA Protein Assay Kit Thermo 23227
Color protein standard NEB P7712S
PVDF membrane Immobilon-FL Millipore IPFL00010
B mercaptoethanol Applichem A4338
ABCGI Antibody Novus NB400-132
Cell
B-Actin Antibody Signaling #4970
StemPro™ Accutase™ Cell Dissociation Reagent Gibco A1110501
Zombie UV Fixable Viability Kit Biolegend 423108
CD86-BV605 Biolegend 305430
HLA-DR-APC-Cy7 Biolegend 307618
CD64-PerCP-Cy5.5 Biolegend 305024
CD200R-PE-Dazzle594 Biolegend 329310
CD206-AF700 Biolegend 321132
CD163-PE-Cy7 Biolegend 333614
Human TruStain FcX™ (Fc Receptor Blocking)  Biolegend 422302
Aquaguard-1 BI 01-867-1B
Aquaguard-2 BI 01-916-1E
2-Propanol Applichem A3465
Skim Milk Powder, For Microbiology Sigma 70166
Trizma Base,BiotPerformanceCertified Sigma T6066
Acrylamide/Bis-Acrylamide, 30% Solution Sigma A3574
Ammonium persulfate Sigma A3678
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Bu proje sirasinda kullanilan cihazlarin listesi ise Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Projede Kullanilan Cihazlarin Listesi

Cihaz Adi Marka Model
CO2’li inkiibator Memmert INCO153
. . Thermo Thermo Safe
Laminar kabinet Scientific 2020
Hiicre kiiltiiri santrifiijii Eppendorf 5702
-80°C sogutucu Th.e rmo Fogna 700
Scientific series
S1vi Azot Hiicre Saklama Tank1 Th.e rmo 8031
Scientific
) Thermo
Nanodrop cihazi Scientific Nanodrop 2000
. . LightCycler
Real Time PCR Cihazi Roche 430 T1
Real Time PCR Cihazi ABI 7500 FAST
Jel Dokiimantasyon Sistemi BioRad Gel Doc XR+
Western Blot Goriintiileme Sistemi LI-COR SIIJ);({ SSEY
Vertikal elektroforez ve blotlama sistemi Bio-Rad 1658004
Roller Labnet Labroller-II
Hibridizasyon firin Atto AB-1950
Mikrotiip Karigtirict Eppendorf Thermomixer
Plate Okuyucu Thermo Multiskan GO
Hazirlayici santrifiij Beckman Avanti J-301
Sogutmal1 Santrifiij Eppendorf 5415R
Buz Makinasi, Yiiksek Kapasiteli Kar Tipi Hoshizaki FM300
Mikro Santrifiij Th.e rmo Micro CL 17R
Scientific
Genel Amacli Su Banyosu Niive NB 9
pH Metre Hanna ELED
mstruments
Mikrodalga Firin Beko 2000EXN
Applied SimpliAmp
Thermal Cycler Biosystems A24811
. Thermo Compact
Orbital Sallayic: Scientific Digital Rocker

21



Thermo Compact
Erlen Calkalayict Scientific Digital Rotator
Basit Terazi Sartorius ENTRIS822-1S
. Thermo LP Mixer
Vortex Cihaz Scientific ELEDS8880018
Tiip Dondiiriicti Th.e rmo Tube Revolver
Scientific
. Thermo
Isitmali Manyetik Karistiric Scientific SP 131320-33Q
) 2-401-
Ceker Ocak Koéttermann GAAAAY
. .. - . Power Pac
Yiiksek Akimli Gili¢ Kaynagi Biorad Universal
Cell Analyzer LSR Fortessa

BD Biosciences
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3.6.3. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan monositler ve makrofajlar RPMI 1640 kiiltiir ortam1 (%5
1s1 ile inaktive edilmis FBS, 2mM L-Glutamin ve %1 penisilin-streptomisin igeren)
icerisinde idame edildi. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 Laminar akimli kabinet igerisinde
gerceklestirildi ve hiicreler 37°C’de %5 COs igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicre
sayimi i¢in; hiicre siispansiyonu yogunluguna gore seyreltildi, 25 pL hiicre
siispansiyonu, 0,5 mL’lik tiip igerisinde 1:1 oraninda Tripan mavisi ile karistirildi ve
Neubauer lamima ekildi. Ters bakishh faz kontrast mikroskobunda boyanmayan
hiicreler sayildi ve sayilan alanlarin ortalamasi alindi. Hiicre siispansiyonunun bir
mililitresindeki hiicre sayisini belirlemek i¢in; ortalama hiicre sayisi, dilusyon faktorii

ve 10% ile garpildi. Deneyler igin gerekli miktarda hiicre, plaklara ekildi.

3.6.3.1. Buffy Coat’tan Mononiikleer Hiicrelerin Izolasyonu

Buffy coat’tan mononiikleer hiicreler, fikol yogunluk gradient santrifiij yontemi
ile izole edildi. Buffy coat, PBS ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda diliie edildi. 20 mL diliie
edilmis buffy coat, 15 mL fikol {izerine fazlar karigmayacak sekilde dikkatlice yayildi.
Oda sicakliginda, 400 g’de, 30 dakika fren olmaksizin santrifiij edildi. Beyaz kan
hiicrelerinin yer aldig1 ortadaki bulutsu tabaka bir pastdr pipeti yardimi ile toplanda.
Toplanan beyaz kan hiicreleri RPMI 1640 kiiltiir ortam1 ve PBS (1:1) iki kere yikandu.

Son yikamadan sonra hiicreler RPMI 1640 kiiltiir ortamu ile siispanse edildi ve sayildi.

3.6.3.2. Periferik Kan’dan Mononiikleer Hiicrelerin Izolasyonu

Periferik kandan mononiikleer hiicreler, fikol yogunluk gradient santrifiij
yontemi ile izole edildi. Periferik kan, PBS ¢ozeltisi ile 2:1 oraninda diliie edildi. 20
mL diliie edilmis periferik kan, 15 mL fikol {lizerine fazlar karigmayacak sekilde
dikkatlice yayildi. Bu asamadan itibaren, 3.6.2.1°de anlatildig1r gibi mononiikleer

hiicreler izole edildi.
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3.6.3.3. Mononiikleer Hiicrelerden Monositlerin Izole Edilmesi

23 mL Perkol, 2 mL 10X PBS c¢ozeltisi karistirildi. Perkol-10X PBS
karisimindan 23 mL alindi ve tlizerine 27 mL fenol kirmizist igeren (renkli) RPMI 1640
kiiltiir ortam1 eklendi. Elde edilen 50 mL’lik karigim, 50 mL’lik tliplere 25’er mL
olarak boliindi. Bir dnceki asamada izole edilen mononiikleer hiicreler, 20 mL fenol
kirmizisi igermeyen (renksiz) RPMI 1640 besiyerinde, her tiipte en fazla 1x10® hiicre
olacak sekilde slispanse edildi. 25 mL’lik Perkol ¢ozeltisi lizerine, 20 mL mononiikleer
hiicre siispansiyonu, fazlar karismayacak sekilde yayildi. Bu asamada hiicrelerin
oldugu siispansiyon seffaf, Perkol ¢ozeltisi ise fenol kirmizisi nedeni ile pembe renkli
oldugundan, fazlarin karisip karigmadigini ayirmak miimkiindiir. Ardindan tiipler oda
sicakliginda, 550g’de, 30 dakika fren olmaksizin santrifiij edildi. Pembe renkli ve
seffaf fazlarin arasinda kalan bulutsu tabaka bir pastor pipeti yardimi ile toplandi.
Toplanan monositler RPMI 1640 kiiltiir ortam1 ve PBS (1:1) iki kere yikandu.
Yikamanin ardindan monositler, RPMI 1640 kiiltiir ortami ile siispanse edildi ve

sayildi.

3.6.3.4. Monositlerden Makrofaj Uretilmesi

Monositler, makrofajlara farklilastirilmak icin 10 ng/mL konsantrasyonunda
rekombinant insan M-CSF’i igeren RPMI 1640 kiiltiir ortaminda siispanse edildi ve
her kuyucukta 4 mL kiiltiir ortami1 iginde 4x10° hiicre olacak sekilde, yapiskanligi az
6 kuyulu plaklara ekilerek, 37°C ‘de %5 CO: igeren inkiibatérde 7 giin inkiibe edildi.
Monositler ekildikten sonra 3. ve 5. giinde, her bir kuyucuga 10 ng/mL
konsantrasyonunda rekombinant insan M-CSF’i igeren 1 mL RPMI 1640 kiiltiir ortam1
eklendi. 7.glin yapiskanligr az 6 kuyulu plaklardaki tiim hiicreler pipetaj yapilarak
toplandi. Hiicre kayb1 olmamasi i¢in plaklar, RPMI 1640 kiiltiir ortam1 ve PBS (1:1)
ile yikand1 ve kalan hiicreler de toplandi. Toplanan hiicreler RPMI 1640 kiiltiir ortami1
ve PBS (1:1) ile yikandi. Yikamadan sonra hiicreler RPMI 1640 kiiltiir ortami ile

stispanse edildi ve sayildu.
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Makrofajlara farklilasmamis monositlerin tamamen elemine edilmesi igin
toplanan hiicreler, 24 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarma her kuyucukta bir mL RPMI
1640 kiiltiir ortam1 i¢ine 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Plaklar, makrofajlarin
tamamen yapismasi i¢in 37°C’de %5 CO; iceren inkiibatorde bir giin inkiibe edildi.
Ardindan plaklardaki kiiltlir ortami, plaga yapismis olan makrofajlara zarar vermeden
uzaklastirild1 ve makrofajlar PBS ile bir kere yikandi. Insan monositlerinden tiiretilmis

makrofajlarin goriintiileri Sekil 12°de verilmistir.

Sekil 12. Insan monositlerinden tiiretilmis makrofajlar.
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3.6.4. Makrofaj Polarizasyonu

Makrofajlar, 24 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarina, her kuyucukta 1 mL RPMI
1640 kiiltiir ortamu igerisinde 6,5 x 10° makrofaj olacak sekilde ekildi ve 37°C ‘de %5
CO; iceren inkiibatorde bir gece inkiibe edildi. Kiiltiir ortami uzaklastirildi.
Stimiilanlar RPMI 1640 kiiltiir ortaminda, Tablo 3’deki konsantrasyonlar ile
hazirlandi. Makrofajlar deneye uygun uyarim siiresi boyunca, stimiilanlar ile inkiibe
edildi.

Uyarim sliresine bagli olarak, polarizasyon belirteglerinin ekspresyon
diizeylerinin incelenmesi deneylerinde 6,5 x 10° makrofaj, polarizasyon igin M1, M2a
ve M2c stimiilanlari ile 4, 8, 12, 24, 48 ve 72 saat boyunca uyarildi.

Transfeksiyon deneylerinde 5 x 10° makrofaj, ABCG1 siRNA ve kontrol siRNA
ile 72 saat inkiibe edildikten sonra polarizasyon i¢in M1, M2a ve M2c stimiilanlari ile

4 saat uyarildi.

Tablo 3. Makrofaj Polarizasyonu i¢in Stimiilanlar

Polarizasyon Stimiilan  Konsantrasyon
LPS 100 ng/mL

M1 Polarizasyonu
IFNy 20 ng/mL

M2a Polarizasyonu L4 20 ng/mL

M2c Polarizasyonu IL10 20 ng/mL

3.6.5. M1/M2 Makrofaj Belirteglerinin Gen Ekspresyonlarinin RT-qPCR ile

Belirlenmesi
3.6.5.1. RNA Izolasyonu

Makrofajlardan RNA izolasyonu i¢cin MN (Macherey Nagel) NucleoSpin RNA
izolasyon kiti kullanildi.

» Siipernatan uzaklastirildi ve makrofajlar PBS ile yikand.
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» Her kuyucuk icin 348,25 pL lizis soliisyonu (RA1) basma 1,75 pl 2mM DTT
eklenerek, RA1 g¢aligma soliisyonu hazirlandi. Makrofajlarin tizerine 350 pL
RA1 ¢aligma soliisyonu eklendi, viskoz yap1 seyrelene kadar pipetleme yapildi.

» Hiicre-lizis soliisyonu karistmi 1,5 mL’lik tiipe aktarildi, 20 saniye
vortekslendi ve kit igeriginden ¢ikan mor renkli filtreli kolonlara yiiklendi.
11000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

» Filtreli kolon atild1 ve eluatin {izerine 350 uL %70 etanol eklendi ve pipetajla
lyice karistirild.

» Karisim kit iceriginden ¢ikan mavi renkli filtreli kolona yiiklendi ve 11000
g’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA kolona baglandi.

» Bu sefer eliiat atild1 ve mavi renkli filtreli kolon korundu.

» Kolondaki tuz kalmtilarmin uzaklastirilmasi igin 350 uL. MDB soliisyonu
eklendi ve 11000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

» Ornekteki DNAlarmn pargalanmas i¢in kolon basina, 10 uL DNaz ve 90 uL
DNaz reaksiyon karigimi eklenerek, DNaz calisma soliisyonu hazirlandi ve
kolona 95 pL eklenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

» Kolona 200 uL. RAW2 yikama soliisyonu eklendi ve 11000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

» Kolona 600 uL RA3 yikama soliisyonu eklendi ve 11000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

» Kolona 250 pL RA3 yikama soliisyonu eklendi ve 11000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

» 11000 g’de 2 dakika santrifiij edilerek, filtreli kolon kurutuldu.

» Kolona 40 uL RNaz igermeyen H>O eklendi ve 11000 g’de 1 dakika santrifii]

edilerek RNA’nin eliisyonu saglandi.

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklari, spektrofotometrik olarak
Nanodrop cihazi kullanilarak belirlendi. RNA’larin 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans (A) degerleri dlgiildii. RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi

icin; A260 x Diliisyon Faktorii x 40 = 1 mL’deki RNA miktar1 (g) formiili kullanilda.
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RNA’larin saflig1 i¢in ise A260 / A280 oranlarinin 1,6 - 1,8 arasinda olmasina dikkat
edildi. RNA’lar cDNA sentezi yapilana kadar -80°C’de sakland.

3.6.5.2. ¢cDNA Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in her bir RNA 0&rneginin
konsantrasyonu 1 pg’a esitlendi. cDNA sentezi i¢in EvoScript Universal cDNA
Master kit kullanildi. Bu amagla 0,2 mL tiipe; dNTP’ler, random primerler, reaksiyon
tamponu ve RNaz inhibitorii iceren 5X reaksiyon karisimindan 4 pL., RNA’dan 1 pg
eklendi ve son hacim 18 pL olacak sekilde RNaz icermeyen su ile tamamlandi. Tiip
buzda 5 dakika inkiibe edilerek primerlerin, RNA kalibina baglanmasi saglandi.
Ardindan tiipe, reverse transkriptaz enzimi i¢eren 2 pL. 10X enzim karigimi eklenerek,
son hacim 20 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon karisimi, termal dongii cihazinda 42°C’de
15 dk, 85°C’de 5 dk, 65°C’de 15 dk inkiibe edildi. Elde edilen cDNA’lar, RNaz
icermeyen su ile 1/5 diliie edildi ve -20°C’de saklandi.

3.6.5.3. Gergek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

M1/M2 makrofaj belirteglerinin gen ekspresyon diizeyleri, TagMan problari

kullanilarak, LightCycler® 480 II (Roche) cihazi ile belirlendi. Calismada kullanilan
Real Time Ready Catalog Assay’ler ticari olarak satilan gene 6zel dizayn edilmis
primer-prob karigimlaridir. qPCR reaksiyon karigimi; dNTP’ler, Mg*?, reaksiyon
tamponu ve Taq polimeraz enzimini i¢ceren 2X TagMan Prob Master’dan 5 pL, 20X
primer-prob karisimindan 0,5 pL, niikleaz igermeyen sudan 2 pL ve diliie edilmis
cDNA’dan 2,5 pL eklenerek, 20 uL. son hacimle hazirlandi. Kantitatif PCR kosullart;
enzim aktivasyonu i¢in baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 15 dakika; amplifikasyon,
45 dongt, 95°C’de 10 saniye, 60°C’de 30 saniye ve cihazin sogumasi i¢in 40°C’de 30
saniye olarak uygulandi. Reaksiyon karigim oranlar1 ve PCR kosullar, iiretici firmanin
onerdigi sekilde kullanildi. Her bir 6rnek ii¢ teknik replika olarak ¢aligildi.
Normalizasyon i¢in referans gen olarak B-Aktin kullanildi. Gen ekspresyonunun relatif

2-AACT

kantitasyonu, metodu kullanilarak belirlendi.
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3.6.6. Akis Sitometrisi

Primer insan monositlerinden tiiretilmis makrofajlar, her kuyucukta RPMI 1640
kiiltiir ortam1 igerisinde 5 x 10° makrofaj olacak sekilde, 48 kuyulu hiicre kiiltiirii
plaklarina ekildi ve 37°C ‘de %5 CO:2 igeren inkiibatorde 1 gece inkiibe edildi.
Makrofajlar “Makrofaj Polarizasyonu” boliimiinde anlatildig: sekilde polarize edildi,
ardindan yiizey belirteclerinin ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in asagidaki sekilde
hazirland.

»  Hiicre kiiltiirii plagindan makrofajlarin kaldirilabilmesi igin, PBS ile ytkanmis
hiicreler iizerine, 200 pL. StemPro Accutase soliisyonu eklendi ve bir saat
boyunca 37°C ‘de %5 CO: kosullarinda inkiibe edildi. Daha sonra 200 uL
RPMI 1640 kiiltiir ortam1 eklendi ve hiicreler toplanarak V-tabanli 96 kuyulu
plaklara aktarildi, 400 g’de 5 dakika santrifiijlenerek c¢oktiiriildii ve PBS ile
yikandi.

» Canl hiicreleri belirlemek i¢in, hiicreler Zombie UV Fixable Viability Kit ile
(1x PBS igerisinde 1/1000 oraninda seyreltilmig) buz iizerinde 20 dakika
boyandi.

» Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra, I mL FACS tamponu (1X PBS igerisinde,
%0.25 Na-azid ve %1BSA) ile siispanse edildi, 1.5 mL'lik tiiplere aktarildi.
Ardindan 5 dakika boyunca 400 g'de santrifiij edildi.

» Siipernatanin alinmasindan sonra, her bir tiipteki hiicreler Fc reseptérlerinin
bloke edilmesi i¢in 50 uL Human TruStain FcX antibody kit ile (FACS
tamponu igerisinde 1/200 oraninda seyreltilmis) siispanse edildi ve ardindan
buz lizerinde 15 dakika siireyle inkiibe edildi.

» Daha sonra hiicre yiizey belirteclerini tanryan antikorlar kokteyl olarak 1/200
oraninda diliisyonla FACS tamponu i¢inde hazirlandi ve i¢inde Fc Blok
tamponu bulunan tiiplere, antikor kokteyli 50 puL olarak eklendi.

» Hiicreler karanlikta, buz iizerinde 45 dakika inkiibe edildi.

» Antikorlarla boyama islemini durdurmak igin her bir tiipe 1 mL FACS
tamponu eklendi ve tiipler 4°C'de santrifiij edildi. Siipernatan atilarak yikama

islemi tekrar edildi.
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» Fiksasyon islemi igin her bir tiipe 100 pL Cytofix fiksasyon tamponu eklendi
ve buz lizerinde 15 dakika inkiibe edildi.

» Fiksasyon islemini durdurmak igin her bir tiipe 1 mL FACS tamponu eklendi
ve tiipler 500 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

» Siipernatan atilarak hiicreler FACS tamponu ile bir kez yikandh.

» Son olarak hiicreler 100 pL. FACS tamponu ile siispanse edildi ve 4°C'de

muhafaza edildi ve ardindan akis sitometrisi analizleri gerceklestirildi.

3.6.7.ELISA

Primer insan monositlerinden tiiretilmis makrofajlar, her kuyucukta RPMI 1640
kiiltiir ortam1 igerisinde 5 x 10° makrofaj olacak sekilde, 48 kuyulu hiicre kiiltiirii
plaklarina ekildi ve 37°C ‘de %5 CO: igeren inkiibatorde 1 gece inkiibe edildi.
Makrofajlar “Makrofaj Polarizasyonu” boliimiinde anlatildig: sekilde polarize edildi,
ardindan siipernatanlar toplanarak, sitokin iiretim diizeylerinin tayini i¢in ELISA
analizi yapilana kadar -20°C'de saklandi. Saklanan siipernatanlardaki TNF, IL12p70,
IL1B, IL-10 ve TGEF sitokin diizeyleri, liretici firmalarin 6nerdigi protokollere uygun
olarak tayin edildi. Primer antikorlar (capture antibody), yiiksek baglama kapasiteli 96
kuyulu plaklara konularak, 4°C de gece boyu (16 saat) inkiibe edildi. Baglanmayan
antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in inkiibasyonun ardindan plaklar, 1X PBS igerisinde
%0.05 Tween-20 iceren yikama tamponu ile yikandi. Ardindan, plaklar 1 saat boyunca
bloklama tamponu kullanilarak bloklandi. Sonrasinda, uygun sekilde seyreltilen 6rnek
ve standart diliisyonlar, plaklara eklendi ve 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
edildi. Plaklar yikandiktan sonra, streptavidin iceren ikincil antikorlar eklenip 1 saat
daha inkiibe edildi. Sonrasinda yikamalarin ardindan, plaklar ikincil antikoru taniyan,
avidin-HRP soltisyonu eklenerek 30 dakika daha inkiibe edildi. Son kez yikanan
plaklar, TMB substrat soliisyonu ile 5-30 dakika arasi karanlikta inkiibe edildi ve
reaksiyon, 2N HCl ile durduruldu. Orneklerin absorbanslari, 450nm ve 570 nm dalga
boylarinda Multiskan GO (Thermo Scientific) cihazi ile tayin edildi.
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3.6.8. siRNA Araciliklt Gen Ekspresyonu Baskilanmast

Liyofilize haldeki ABCG1 (Hedeflenen, Targeted) ve kontrol (Hedeflenmeyen,
Non Targeted; NT) siRNA’lar, 1X siRNA tamponu kullanilarak siispanse edildi ve
100 uM’lik stok siRNA soliisyonlar1 olarak alikotlandi. Her deney icin kullanilacak
Accell siRNA c¢aligsma soliisyonu, 100 uM’lik alikotlarin Accell siRNA kiiltiir ortam1
kullanilarak diliie edilmesi ile 1 uM’lik son konsantrasyonda taze olarak hazirlandi.
Transfekte edilmis makrofajlarda ABCGI ekspresyonunun baskilanma orani, protein
diizeyinde Western blot yontemi ile kontrol edildi. Daha sonra M1/M2 polarizasyon
deneylerine devam edildi.

» Makrofajlar transfeksiyon igin, 24 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarmna, her
kuyucukta 1 mL RPMI 1640 kiiltiir ortam1 iginde 5x103 hiicre olacak sekilde
ekildi ve 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde 1 gece inkiibe edildi.

» Ertesi giin RPMI 1640 kiiltiir ortami uzaklastirildi ve makrofajlar PBS ile 1
kere yikanda.

» Her kuyucuga, 1 uM konsantrasyonunda siRNA iceren 500 pl Accel siRNA
calisma soliisyonu eklendi ve 37°C’de %5 COsz igeren inkiibatorde 72 saat
inkiibe edildi.

» FBS, Accell siRNA’larin transfeksiyon verimini diisiirdiigiinden, Accell kiiltiir
ortam1 FBS igcermemektedir. Bu nedenle 72 saatlik inkiibasyonun 8. saatinde,
son konsantrasyon %0,5 olacak sekilde ve inkiibasyonun 48. saatinde son
konsantrasyon %1 olacak sekilde ortama FBS eklendi.

» Inkiibasyonun sonunda ABCG1 siRNA ve kontrol siRNA ile transfekte edilmis
makrofajlarin lizerindeki Accell Kiiltiir ortami uzaklagtirildi ve makrofajlar

PBS ile yikandi.
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3.6.9. Western Blot Yontemi

3.6.9.1. Protein Izolasyonu

Transfekte edilmis makrofajlar soguk PBS ile buz iizerinde 2 defa yikandi.
Inhibitér (1X proteaz ve fosfotaz inhibitdrii, 1 mM PMSF ve 44 uM Calpain
inhibitorii) iceren soguk PBS ve hiicre kaziyici kullanilarak, hiicreler kazindi ve 1,5
mL’lik tiipe topland1. Tiipler 1500 g’de 4 dakika santrifiij edildi. Hiicre pelletine zarar
vermeden, slipernatan tamamen uzaklastirildi. Pellet ¢ok hizli bir sekilde, -80°C’ye
kaldirild1 ve bir gece bekletildi. Ertesi giin hiicre pelleti buz lizerine alinarak, lizerine
inhibitér (1X proteaz ve fosfotaz inhibitérii, 1 mM PMSF ve 44 uM Calpain
inhibitorii) iceren RIPA tamponu eklendi. Tiipler bes dakikada bir vortekslenerek, buz
iizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Bu sirada pellet tamamen ¢oziindiigiinde her bir
tiipteki hiicreler 5 defa enjektorden gegirilerek, daha fazla par¢alanmalar1 saglandi.
Hiicre lizat1 +4°C’de 14.000 g’de 15 dakika santriflij edildi. Pellete dokunmadan,
proteinleri igeren siipernatan dikkatlice alind1 ve yeni bir tiipe aktarildi. Proteinler -

80°C’de saklanda.

3.6.9.2. Proteinlerin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonunun ol¢limiinde biginkonik asit
(BCA) yontemi kullanildi. Biginkonik asit ile bakir siilfat karisimi, yesil bir renk
vermektedir. Bu karisim protein ¢dzeltisi ile bir araya gelince, alkali kosullarda
proteinlerin peptid baglari ile etkilesir ve Cu*? iyonlar1 Cu*! iyonlarma indirgenerek

mavi-mor bir renk verir. Protein 6l¢iimii icin BCA kiti kullanildi.

» Sigir serum albiimininden (Bovine Serum Albumin; BSA) 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250, 125, 25 pg/mL konsantrasyonda seri diliisyonlar hazirlanarak,
standartlar olusturuldu.

» Konsantrasyonu Olgiilecek protein drnekleri, RIPA tamponu ile 1/12 diliie
edildi.

» 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plagina, protein drnekleri ve standartlardan 25’er L
eklendi.
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» Bicinkonik asit iceren Reaktif A ve bakir siilfat iceren Reaktif B, 50:1 oraninda
karistirilarak, ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

» Her kuyucuga 200 pL ¢alisma soliisyonu eklendi ve pipetaj yapildi.

» Mikroplak aliminyum folyoya sarilarak, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

» Omnek ve standartlarin 562 nm dalga boyundaki Absorbans (A) degeri,
spektrofotometrik olarak mikroplak okuyucuda 6l¢iildii.

» Absorbans degerlerine karsi ¢izilen standart konsantrastrasyon grafigi

tizerinden protein drneklerinin konsantrasyonu hesaplandi.

50 ug protein 6rnegi, RIPA tamponu ve DTT igeren 4X yiikleme tamponu (Tablo
4) ile son hacimleri esit olacak sekilde karistirildi. Is1 blogunda 95°C’de 15 dakika
denatiire edildikten sonra, -80°C’de saklandi. DTT proteinlerin distilfit baglarinin
indirger. Denatiirasyon igslemi ve SDS de proteinlerin primer yapiya ge¢melerini
saglar. Anyonik bir deterjan olan SDS, proteinlere kiitleleri oraninda baglanarak

negatif yiilklenmelerini saglar.

Tablo 4. Yiikleme Tamponu (Laemni Tamponu)

Bilegenler (1X) 4X, 50 mL icin
50 mM Tris Baz (pH 6,8) 20mL 0,5 M
% 10 Gliserol (v/v) 20g

% 2 SDS (w/v) 4¢g

% 0,025 Bromfenol Mavisi (w/v) 0,05¢g

10 mM DTT 2mL 1M

3.6.9.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, negatif yiiklii proteinlerin elektrik alan varliginda molekiiler
kiitlelerine gore ayrimlanmasini saglayan analitik bir yontemdir. Farkli yapi, yiik ve
biiylikliige sahip proteinler, SDS ile muamele edilerek, esit ylik yogunlugunda ve
lineer halde kalirlar. Bu sayede farkl biiyiikliikteki proteinler, elektriksel alanda farkli
hizlarda go¢ ederek, birbirinden ayrilir. Bio-Rad marka dikey elektroforez sistemi

kullanilmistir.
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sekilde yerlestirildi.

pipet yardimi ile dokiildii.

sekilde yerlestirildi.

Tablo 5. %8'lik Aywic1 Jel

3.6.9.3.1. SDS-Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmast
Jelin dokiilecegi camlar, jel hazirlama standina aralarinda 1 mm bosluk olacak
% 8’lik ayiricr jel ¢ozeltisi hazirlanarak (Tablo 5), iki cam arasina serolojik
Jelin hava ile temasini kesmek ve st kisminin diizgiin polimerlesmesini
saglamak icin, iizerine 600 pl izopropanol eklendi.
Jel polimerlestikten sonra, izopropanol dokiildii ve jelin tist kismi1 kurulandi.

%35’lik paketleyici jel ¢ozeltisi hazirlanarak (Tablo 6), ayirict jelin {izerine

Paketleyici jel polimerlesmeden, 10 kuyulu tarak hava kabarcigi kalmayacak

Bilesenler 20 mL igin
dH>O 9,3 mL
% 30 Akrilamid/Bis akrilamid 5,3 mL
1,5 M Tris-HCL (pH 8,8) 5,0 mL
% 10 SDS 200 pL
%10 APS 200 pL
TEMED 12 uL
Tablo 6. %5 Paketleyici Jel
Bilesenler 6 mL icin
dH.0 4,1 mL
% 30 Akrilamid/Bis akrilamid 1,0 mL
0,5 M Tris-HCL (pH 6,8) 750 uL
% 10 SDS 60 puL
%10 APS 60 puL
TEMED 6 uL
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3.6.9.3.2. SDS-Poliakrilamid Jellerin Yiiriitiilmesi

» Hazirlanan jel, elektroforez tankina yerlestirildi ve tank isaretli yere kadar 1X

yiirlitme taponu (Tablo 7) ile dolduruldu. Jelden tarak ¢ikarildi.

» Proteinler jele yiiklenmeden &nce, 1s1 blogunda 95°C’de 5 dakika denatiire

edildi. Ardindan yiiklenene kadar oda sicakliginda bekletildi.

Tarak jelden dikkatlice ¢ikartildi. Ornekler kuyulara yiiklendi. Kuyulardan
birine, biiyiikliigii belli olan proteinlerin takip edilebilecegi sekilde
isaretlendigi biiytikliik belirteci yiiklendi.

Protein ornekleri paketleyici jelde ayni hizaya gelene kadar 70 V, proteinler
ayirict jele gecince 110 V gerilim uygulandi. Protein belirtecinde, izlenen

biiytikliikteki protein yeterince ayrilincaya kadar, elektroforeze devam edildi.

Tablo 7. 10X Yiiriitme Tamponu

Bilesenler (1X) 10X, 1L icin
25 mM Tris Baz 303¢g

192 mM Glisin 144,1 ¢

% 0,1 SDS (w/v) 10g

3.6.9.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Proteinler membrana, 1slak transfer yontemi ile aktarildi. Jel ylizeyine dik bir

elektrik akimi uygulandiginda, proteinler negatif yiikleri sebebi ile jelden ¢ikip, jelin

tizerine yerlestirilmis olan membrana geger.

>

>

Elektroforez sonrasi jel, cam aparatlarin igerisinden ¢ikarild1 ve transfer
tamponu (Tablo 8) i¢inde inkiibe edildi.

Membran ve Whatmann kagitlar1 ayr1 kaplarda, 1X transfer tamponu i¢inde
inkiibe edildi.

Islak transfer sistemine ait kasetin siyah tarafi altta kalacak sekilde sirasi ile
stinger, Whatmann kagidi, jel, membran, Whatmann kagid1 ve siinger kasete
yerlestirildi.

Transfer tankinin icerisine, manyetik balik, kaset ve buz kalib1 yerlestirildi,

ardindan tank 1X transfer tamponu ile isaretli yere kadar dolduruldu.
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» Tank bir buz kabi igerisinde manyetik karigtiricimin {izerine yerlestirildi.
Tankin etrafi buzla dolduruldu, manyetik karistirici ¢alisirken, 2 saat siire ile

250 mA akim uygulandi.

Tablo 8. 10X Transfer Tamponu

Bilesenler (1X) 10X, 1L icin
48 mM Tris Baz 58,15¢g

39 mM Glisin 29,28 g

% 0,1 SDS (w/v) 37¢g

% 20 Methanol (v/v) 200 mL

3.6.9.5. Membramin Bloklanmasi, Primer ve Sekonder Antikorlarin
Baglanmasi ve Kemiliiminesans Gériintiileme

» Transfer sonrast membran, spesifik olmayan antikor baglanmalarin1 énlemek
amaci ile bloklandi. Membran, ABCG1 igin % 5 siit tozu, B-Aktin i¢in ise %5
BSA iceren 1X TBS-T (Tablo 9) igerisine konularak, calkalayicida 2 saat
boyunca 20 rpm’de ¢alkalandi.

» Bloklanan membranlar 1X TBS-T ile 3 kez 5’er yikandh.

» Primer antikor soliisyonlar1 hazirlandi. ABCG1 antikoru 1:500 oraninda %5
stit tozu igeren 1X TBS ile; B-Aktin antikoru ise 1:2000 oraninda %5 BSA
iceren 1X TBS-T ile diliie edildi. Membranlar, primer antikor soliisyonlari ile
birlikte 50 mL’lik tiiplere alindi. Bu tiipler roller cihazinda dondiiriilerek
+4°C’de bir gece inkiibe edildi.

» Membranlar, baglanmayan antikorlari uzaklastirmak igin 1X TBS-T ile 4 kez
10’ar dakika yikandi.

» Anti-Rabbit sekonder antikoru 1:2000 oraninda 1X TBS-T ile diliie edildi.
Membranlar, sekonder antikor soliisyonlari ile birlikte 50 mL’lik tiiplere alind1.
Bu tiipler roller cihazinda dondiiriilerek oda sicakliinda 1 saat inkiibe edildi.

» Membranlar, baglanmayan antikorlari uzaklastirmak igin 1X TBS-T ile 4 kez
10’ar dakika yikandi.

» Membran kemiliiminesan gériintiileme cihazinin tablasina yerlestirildi, ECL

reaktifi membranin iizerine yayilarak 1 dakika inkiibe edildi ve goriintii alind1.
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» Protein bantlarinim dansitometrik analizi IMAGE-J programu ile yapildi.

Tablo 9. TBS-T

Bilesenler (1X) 10X, 1L icin
20 mM Tris Baz 2423 ¢

137 mM NacCl 80,06 g

% 0,1 Tween-20 (w/w) 37¢g

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma sirasinda elde edilen verilerin istatiksel analizleri IBM SPSS version
25.0 ve GraphPad Prisim 7.0 istatistik programlar1 kullanilarak yapilmistir. Deneylere
ait sonuclar ortalama+standart sapma (SD) ve ortalama+tstandart hata (SEM) olarak
ifade edilmistir. Coklu gruplarin birbirleri ile karsilastirilmasi ve degerlendirilmesinde
“ANOVA”; Gruplar arasindaki farkliliklarin anlamliliginin degerlendirilmesinde
“student's t” testi kullanilmistir. Testlerde p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesinde Pearson korelasyon testi
uygulanmistir. Korelasyonun giicii, 0,00-0,24 aras1 zayif; 0,25-0,49 aras1 *orta; 0,50-

0,74 aras1 ** giiclii ve 0,75-1,00 aras1 *** ¢ok giiclii olarak degerlendirilmistir.

3.8. Arastirmanin Simirhliklar:

Calismanin baslangicinda tip 2 diyabetli hasta ve saglikli kontrol 6rnegi sayisi
30 olarak planlanmistir. Ancak Covid-19 pandemisi ve 6rnek toplamaktaki giicliikler
ve sebebi ile, 13 diyabetli hasta ve 25 saglikli kontrol Ornegi ile ¢alisma

tamamlanmustir.

3.9. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
kurulunun, 21/07/2016 tarih ve 2016/20-24 karar numarasi ile izin verilmistir. Daha
sonra igerik degisikligi nedeni ile Dokuz Eyliil Universitesi, T1p Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik kurulunundan 30/01/2019 tarih ve 2019/02-39 karar

numarasi ile yeniden etik kurul izni alinmigtir (EK-1)
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4. BULGULAR

4.1. M1, M2a ve M2c Makrofajlarda Uyarim Siiresine Bagh Olarak,

Polarizasyon Belirteclerinin Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Makrofaj polarizasyonunu gergeklestiren stimiilanlarin = optimum etkiyi
gosterdigi uyarim siiresinin ve tiim stimiilanlar i¢in ortak kullanilabilecek optimum
stirenin  belirlenmesi amaci1 ile monositlerinden tiiretilmis makrofajlar, M1
polarizasyonu i¢in 100 ng/mL LPS ve 20 ng/mL IFNy ile, M2a polarizasyonu i¢in 20
ng/mL IL-4 ile, M2c¢ polarizasyonu i¢in ise 20 ng/mL IL-10 ile 4-8-12-16-20-24-48 ve
72 saat boyunca uyarildi. M1 polarizasyon belirtecleri CXCL9, CXCL10, TNF, IL-
1B, IL-12 ve IDO1; M2a polarizasyon belirtecleri MRC1, TGM2, CCL17, CCL22 ve
IL-10; M2c polarizasyon belirtegleri IL10 ve CD163 ve TGFp genlerinin
ekspresyonundaki degisim RT-qPCR yontemi ile belirlendi. Gen ekspresyonunun
normalizasyonu i¢in, referans gen olarak B-Aktin kullanildi. Uyarim yapilan her saat
araliginda polarizasyon belirteglerinin gen ekspresyonundaki degisim; uyarilmis
makrofajlarin, kontrol grubundaki uyarilmamis MO makrofajlarla (US: Un Stimulated)

2-AACT

karsilastirilmasi ile metodu kullanilarak belirlendi (Sekil 3-13). Sunulan veriler;

3 bagimsiz dondriin ortalamasidir.

4.1.1. M1 Makrofajlarda Uyarim Siiresinin, Polarizasyon Belirteclerinin Gen
Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

LPS-IFNy ile M1 fenotipine polarize edilmis makrofajlar, kontrol grubundaki
uyartlmamis MO makrofajlarla (US) karsilastirildi. CXCL9, CXCL10 ve TNFa gen
ekspresyonlarindaki en yiiksek degisim 4 saatlik uyarimda goriildii, uyarim siiresi
uzadikca gen ekspresyonu kademeli olarak disti (Sekil 13-15). IL-1B gen
ekspresyonu, 4 saatlik uyarimda istatiksel olarak anlamli bir artig gdsterdi ve sonraki
uyarim siirelerinde gen ekspresyonu sabit kald1 (Sekil 16). IL-12 gen ekspresyonu, 4
saatlik uyarimdan sonra bazal seviyenin altina diistli, ancak 48 saatten sonra yeniden
artt1 (Sekil 17). Ilging olarak, uyarim siiresi arttikga IDO1 gen ekspresyon diizeyinde
artis goriildii ve en yiiksek seviyeye 48-72 saatte ulasti (Sekil 18). Verilerimiz, mRNA
diizeyinde M1 belirteclerinin es zamanli tespiti i¢in optimal uyarim siiresinin, 4-8 saat

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 13. Uyarmm zamanma gore CXCL9 gen ekspresyonundaki degisim (2722€T). LPS-IFNy ile

uyarilarak M1 fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO

makrofajlar karsilagtirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA
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Sekil 14. Uyarrm zamanma gore CXCL10 gen ekspresyonundaki degisim (224¢T), LPS-IFNy ile

uyarilarak M1 fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO

makrofajlar karsilagtirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA
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Sekil 15. Uyarim zamanima gore TNF gen ekspresyonundaki degisim (224€T), LPS-IFNy ile uyarilarak
M1 fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA
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Sekil 16. Uyarrm zamanma gore IL-1B gen ekspresyonundaki degisim (2°24¢T). LPS-IFNy ile
uyarilarak M1 fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO
makrofajlar karsilagtirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA

40



IL-12 e

4 — B LPS-IFNy (M1) 8h
< M LPS-IFNy (M1) 12h
Z LPS-IFNy (M1) 24h
o S *kk * @ |PSIFNy(M1)48h

O 34 M LPS-IFNy (M1) 72h
v
(<)
22,
- O -
KL X
[T,
o 1T -US
0

MO M1

Sekil 17. Uyarim zamanina gore IL-12 gen ekspresyonundaki degisim (224€T), LPS-IFNy ile uyarilarak
M1 fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA

I D O 1 B Unstimulated (M0) US

250000 B LPS-IFNy (M1) 4h
e B M LPS-IFNy (M1) 8h

125000— M LPS-IFNy (M1) 12h
LPS-IFNy (M1) 24h

20000 B LPS-IFNy (M1) 48h
15000 - M LPS-IFNy (M1) 72h
10000- ok T

5000 - i I

Relative mRNA
expression

$ &85 00

MO M1

Sekil 18. Uyarrm zamanmna gore IDO1 gen ekspresyonundaki degisim (244°T). LPS-IFNy ile
uyarilarak M1 fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamig (US) MO

makrofajlar karsilagtirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA
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4.1.2. M2a Makrofajlarda Uyarum Siiresinin, Polarizasyon Belirteglerinin Gen
Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

IL4 ile M2a fenotipine polarize edilmis makrofajlar, kontrol grubundaki
uyarilmamis MO makrofajlarla karsilastirildi. MRC1 ve TGM2 gen ekspresyonu 4
saatlik uyarimla artt1 ve 48 saatlik uyarima kadar biiytik bir degisim gdstermedi, gen
ekspresyonlarindaki en biiyiik artig 72 saatlik uyarimda goriildii (Sekil 19 ve 20). M2a
makrofajlarda CCL17 ekspresyonu, kontrol grubuna gore tiim uyarim saatlerinde
yliksek oldugu gozlendi (Sekil 21). CCL22 ekspresyonunun ise 4 saatlik uyarimdan,
48 saatlik uyarima dogru kademeli bir sekilde arttig1 goriildii (Sekil 22). Ilging bir
sekilde IL-10 ekspresyonu 4 ile 72 saat arasinda kademeli olarak diismiistiir (Sekil 23).

MRC1 H Unstimulated (M0) US
M IL-4 (M2a) 4h
M IL-4 (M2a) 8h
M IL-4 (M2a) 12h
IL-4 (M2a) 24h
H IL-4 (M2a) 48h
k%% W IL-4 (M2a) 72h

—_—
i

Relative mRNA

expression
-_—
o
I
*
*
*
- :
) *
cC
w»n

MO M2a

Sekil 19. Uyarmm zamanina gore MRC1 gen ekspresyonundaki degigim (224€T), IL-4 ile uyarilarak
M2a fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA
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TGM2  Zigmsoows

10— M IL-4 (M2a) 8h
M IL-4 (M2a) 12h
IL-4 (M2a) 24h
8- W IL-4 (M2a) 48h

expression

M IL-4 (M2a) 72h

Relative mRNA

MO M2a

Sekil 20. Uyarmm zamanina gore TGM2 gen ekspresyonundaki degigsim (224€T), IL-4 ile uyarilarak
M2a fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA

CCL1 7 I Unstimulated (M0) US
M IL-4 (M2a) 4h
M IL-4 (M2a) 8h
600 M IL-4 (M2a) 12h
IL-4 (M2a) 24h
M IL-4 (M2a) 48h
M IL-4 (M2a) 72h

H

(3)]

o
l

expression
W
o
T

Relative mRNA
&
|

-US

MO M2a

Sekil 21. Uyarim zamanina gére CCL17 gen ekspresyonundaki degisim (224€T). IL-4 ile uyarilarak

M2a fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA
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CC L22 B Unstimulated (M0) US
M IL-4 (M2a) 4h
30— M IL-4 (M2a) 8h
M IL-4 (M2a) 12h
IL-4 (M2a) 24h
M IL-4 (M2a) 48h
**¥ 1.4 (M2a) 72h

expression
-_—
i

**
5 — Aok

Relative mRNA

NS M RIS SO

MO M2a

Sekil 22. Uyarim zamanima gore CCL22 gen ekspresyonundaki degisim (2°24€T), 1L-4 ile uyarilarak
M2a fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA

H Unstimulated (M0) US
M IL-4 (M2a) 4h

IL-10 W IL-4 (M2a) 8h

1.5- M IL-4 (M2a) 12h
<« - IL-4 (M2a) 24h
= M IL-4 (M2a) 48h
o’ g M IL-4 (M2a) 72h
€0 1.0 us

03

% 5 0.5- *okok *okok

o’ *okk

MO M2a

Sekil 23. Uyarim zamanina gore IL-10 gen ekspresyonundaki degisim (224€T), IL-4 ile uyarilarak M2a
fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar

karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA
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4.1.3. M2c Makrofajlarda Uyarun Siiresinin, Polarizasyon Belirteclerinin
Gen Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

IL10 ile M2c fenotipine polarize olmus makrofajlar, kontrol grubundaki
uyarilmamis MO makrofajlarla karsilagtirildi. M2c makrofajlarda, IL-10 gen
ekspresyonu en fazla, 4 saatlik uyarimla artt1 (Sekil 24). CD163 gen ekspresyonu 4-72
saat aras1 uyarimla artt1 ve tiim saatlerde birbirine yakin ekspresyon diizeyi gozlendi
(Sekil 25). M2c makrofajlarda, TGFP ekspresyonu, tiim uyarim stirelerinde MO
makrofajlardan diistiktii (Sekil 26).

IL1 0 Il Unstimulated (M0) US
M IL-10 (M2c) 4h
3- M IL-10 (M2c) 8h
< M IL-10 (M2c) 12h
Z IL-10 (M2c) 24h
B IL-10 (M2c) 48h
o L) i M IL-10 (M2c) 72h
= @ 5
m —
=9
® %
[T
(14

(e N
I

Sekil 24. Uyarim zamanina gore [L-10 gen ekspresyonundaki degisim (224T), IL-10 ile uyarilarak
M2c fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA
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CD1 63 Il Unstimulated (M0) US
H IL-10 (M2c) 4h
8— M IL-10 (M2c) 8h
M IL-10 (M2c) 12h
IL-10 (M2c) 24h
I IL-10 (M2c) 48h
= IL-10 (M2c) 72h

expression

Relative mRNA

MO M2c

Sekil 25. Uyarim zamanima gore 1L-10 gen ekspresyonundaki degisim (224€T), IL-10 ile uyarilarak
M2c fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA

M Unstimulated (M0) US
I IL-10 (M2c) 4h
I IL-10 (M2c) 8h
TGFB I IL-10 (M2c) 12h
IL-10 (M2c) 24h
1.5- Il IL-10 (M2c) 48h
' I IL-10 (M2c) 72h

expression

Us

Relative mRNA

N MNPSOS

MO M2c

Sekil 26. Uyarim zamanima gore TGFP gen ekspresyonundaki degisim (224CT). IL-10 ile uyarilarak
M2c fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar
karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA
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Makrofaj polarizasyon belirteglerinin  ekspresyonu, kullanilan uyarim
stiresinden biiylik Ol¢iide etkilenmektedir. Ancak literatiirde in vitro makrofaj
polarizasyonu i¢in, uyarim siiresi konusunda fikir birligine varitlamamustir. Bir belirteg
icin uygun olmayan, uyarim siiresinin kullanim1 yanlis negatif sonuglara neden
olabilmektedir. ABCG1 ekspresyonu baskilanmis makrofajlarda, makrofaj
polarizasyonu i¢in dogru uyarim siiresinin kullanilmasi, deneylerin dogrulugu
acisindan ¢ok Onemlidir. Yapilan deneyler sonucunda uyarim yapilan tiim saat
araliklar1 degerlendirildiginde, M1 belirteglerinin es zamanl tespiti i¢in 4-8 saatin,
optimum uyarim siiresi oldugu belirlenmistir. M2c belirtegleri i¢in TGF hari¢ 4
saatlik uyarim uygun goziikiirken, M2c¢ belirtecleri i¢in IL-10 harig¢ 4-72 saatlik uyarim
uygun goziikmektedir. M1/M2 polarizasyon belirteglerinin ekspresyonlarindaki
degisimi saglikli degerlendirebilmemiz i¢in, M1 ve M2 makrofajlarinin ayni stirede
uyarilmig olmas1 gerekmektedir. Tiim bu bilgiler 151831nda M1 ve M2 polarizasyonu
icin ortak kullanilacak siire 4 saat olarak belirlendi. Ve bundan sonraki polarizasyon
deneylerinde 4 saat olarak kullanildi. Makrofaj polarizasyonunun kontrolil i¢in
M1/M2 belirtegleri, farkli uyarim siirelerinde akis sitometrisi ve ELISA ile de test
edildi.

4.2. M1, M2a ve M2c Makrofajlarda Uyarim Siiresine Bagh Olarak, Yiizey

Belirteclerinin Protein Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Stimiilasyon siiresinin yiizey belirteglerinin ekspresyonu iizerindeki etkisini
belirlemek ve makrofaj polarizasyonunun kontrolii i¢in, monositlerden tiiretilmis
makrofajlar M1 polarizasyonu i¢in 100 ng/mL LPS ve 20 ng/mL IFNy ile, M2a
polarizasyonu i¢in 20 ng/mL IL-4 ile, M2c¢ polarizasyonu i¢in ise 20 ng/mL IL-10 ile
4-8-12-16-20-24-48 ve 72 saat boyunca uyarildi. M1 polarizasyon belirtegleri CD86,
CD64 ve HLA-DR, M2a polarizasyon belirtecleri CD200R ve CD86 ve M2c
polarizasyon belirteci CD163 protein ekspresyonundaki degisim akis sitometrisi
yontemi ile belirlendi. Uyarim yapilan her saat araliginda ylizey belirteglerinin gen
ekspresyonundaki degisim; uyarilmis makrofajlarin, kontrol grubundaki uyarilmamis
MO makrofajlarla (US: Un Stimulated) karsilastirilmasi belirlendi. Sunulan veriler; 3

bagimsiz donoriin ortalamasidir.
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LPS-IFNy ile M1 fenotipine polarize edilmis makrofajlar, kontrol grubundaki
uyarilmamis MO makrofajlarla (US) karsilagtirildiginda CD86 protein ekspresyonu
sasirtict bir sekilde 12 ve 72 saat uyarimda artarken 24 saatlik uyarimda azaldi (Sekil
27). CD64 ekspresyonu 8-72 saat arasi uyarimla artt1 (Sekil 28). HLA-DR ekspresyonu
ise sadece 12 saatlik uyarimda istatiksel olarak anlamli bir sekilde artt1 (Sekil 29). L4
ile M2a fenotipine polarize edilmis makrofajlarda ise, CD200R ve CD206
ekspresyonu 8 saatlik uyarimdan itibaren istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmaya
basladi ve 48-72 saatlik uyarimlarda en yiiksek seviyesine ulasti (Sekil 30 ve 31). IL-
10 ile M2c fenotipine polarize edilmis makrofajlarda CD163 ekspresyonu 24 saatlik

uyarimdan sonra artmakla birlikte, istatiksel anlamliliga ulasmadi (Sekil 32).

Unstimulated (M0) US
LPS-IFNy (M1) 4h
LPS-IFNy (M1) 8h
LPS-IFNy (M1) 12h
LPS-IFNy (M1) 24h
LPS-IFNy (M1) 48h
LPS-IFNy (M1) 72h

500- CD86

k%

MO M1

Sekil 27. Zamanla CD86 yiizey belirteci ekspresyonundaki degisim. LPS-IFNy ile uyarilarak M1

fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar

karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA
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Unstimulated (M0) US
LPS-IFNy (M1) 4h
LPS-IFNy (M1) 8h
LPS-IFNy (M1) 12h
LPS-IFNy (M1) 24h
LPS-IFNy (M1) 48h
LPS-IFNy (M1) 72h

CDé64 1500~ CD64

*k ok

MO M1

Sekil 28. Zamanla CD64 yiizey belirteci ekspresyonundaki degisim. LPS-IFNy ile uyarilarak M1
fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamig (US) MO makrofajlar

karsilastirildi. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA

HLA-DR

M1

Sekil 29. Zamanla HLA-DR yiizey belirteci ekspresyonundaki degisim. LPS-IFNy ile uyarilarak M1

fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamig (US) MO makrofajlar

karsilastirildi. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA
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Unstimulated (M0) US
IL-4 (M2a) 4h

IL-4 (M2a) 8h

IL-4 (M2a) 12h

IL-4 (M2a) 24h

IL-4 (M2a) 48h

IL-4 (M2a) 72h

CD200R 2500 CD200R

2000+

1500+

MFI

1000+ *
500 *  *

Sekil 30. Zamanla CD200R yiizey belirteci ekspresyonundaki degisim. IL-4 ile uyarilarak M2a
fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar

karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA

5000- CD206
4000- . X
— 3000
Kk
2000-
1000- .
0_

MO M2a

Sekil 31. Zamanla CD206 ylizey belirteci ekspresyonundaki degisim. IL-4 ile uyarilarak M2a
fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar

karsilastirildi. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA
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Unstimulated (M0) US
IL-10 (M2c) 4h

IL-10 (M2c) 8h

IL-10 (M2c) 12h

IL-10 (M2c) 24h

IL-10 (M2c) 48h

IL-10 (M2c) 72h

1000~ CD163

N O
MO M2c

Sekil 32. Zamanla CD163 yiizey belirteci ekspresyonundaki degisim. IL-10 ile uyarilarak M2c
fenotipine polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar

karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001, Ortalama+Standart Hata, ANOVA

Bu veriler, protein diizeyinde M1 ylizey belirte¢leri CD86 ve HLA-DR igin 12
saatlik uyarimin en ideal oldugunu, buna karsin M1 belirteci CD64 ve M2 belirtegleri
CD200R, CD206 ve CDI163 igin 24-72 saatlik uyarimin daha uygun oldugunu

gostermektedir.
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4.3. M1, M2a ve M2¢ Makrofajlarda Uyarim Siiresine Bagh Olarak, Sitokin

Uretim Diizeylerindeki Degisimler

Stimiilasyon stiresinin makrofajlarin sitokin iiretim diizeyleri iizerindeki etkisini
belirlemek ve makrofaj polarizasyonunun kontrolii i¢in, monositlerden tiiretilmis
makrofajlar M1 polarizasyonu i¢in 100 ng/mL LPS ve 20 ng/mL IFNy ile, M2a
polarizasyonu i¢in 20 ng/mL IL-4 ile, M2c¢ polarizasyonu i¢in ise 20 ng/mL IL-10 ile
4-8-12-16-20-24-48 ve 72 saat boyunca uyarildi. M1 polarizasyon belirtegleri CD86,
CD64 ve HLA-DR, M2a polarizasyon belirtecleri CD200R ve CD86 ve M2c
polarizasyon belirteci CD163 protein ekspresyonundaki degisim ELISA yoOntemi ile
belirlendi. Uyarim yapilan her saat araliinda makrofajlarin sitokin dretim
diizeylerindeki degisim; uyarilmis makrofajlarin, kontrol grubundaki uyarilmamig MO
makrofajlarla (US: Un Stimulated) karsilastirilmas: belirlendi. Sunulan veriler; 3

bagimsiz donoriin ortalamasidir.

Il Unstimulated (M0) US
TNF B LPS-IFNy (M1) 4h
15000 B LPS-IFNy (M1) 8h
B LPS-IFNy (M1) 12h
e *hk ek LPS-IFNy (M1) 24h
B LPS-IFNy (M1) 48h
E 10000- - B LPS-IFNy (M1) 72h
E’ kk
5000- -y
0_

NS O
MO M1

Sekil 33. Zamanla TNF sitokin iiretimindeki degisim. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize olmus
makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar karsilastirildi. * p <0,05; ** p <0,01; ***
p <0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA
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M1 makrofajlarda TNF {iretimi, 4-12 saatlik uyarimda en yliksek seviyede
olmakla birlikte, 24-48 saatlik uyarimlarda da mevcuttu (Sekil 33). IL-12 iiretimi 4
saatlik uyarimda diisiiktli, ancak 8-72 saat arasi uyarimda belirgin ve stabildi (Sekil
34). Buna karsilik IL-1p iiretimi 8-24 saat aras1 uyarimda istatiksel olarak anlamli bir
bicimde artt1 (Sekil 35). M2a makrofajlarda IL-10 {iretimi 48 ve 72 saatlik uyarimlarda
gozlenirken, M2c makrofajlarda TGFf tiretimi 72 saatlik uyarimda istatiksel olarak
anlamli bir sekilde gozlendi (Sekil 36-37)

Unstimulated (M0) US
LPS-IFNy (M1) 4h
LPS-IFNy (M1) 8h
LPS-IFNy (M1) 12h
LPS-IFNy (M1) 24h
LPS-IFNy (M1) 48h
LPS-IFNy (M1) 72h

IL12p70

AkAkok

600

*kok Kok FHE

400 Kokok

pg/mil

200+

kkk

MO M1

Sekil 34. Zamanla IL12p70 sitokin iiretimindeki degisim. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine
polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamis (US) MO makrofajlar karsilastirild.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA
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B Unstimulated (M0) US
150- 1B = hvane
-IFNy
B LPS-IFNy (M1) 12h
120 LPS-IFNy (M1) 24h
B LPS-IFNy (M1) 48h
E 90- * B LPS-IFNy (M1) 72h
—
(@)
o 60+ * *
30-
0-

MO M1

Sekil 35. Zamanla IL1J sitokin iiretimindeki degisim. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine

polarize olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyarilmamig (US) MO makrofajlar karsilastirilda.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA

Il Unstimulated (M0) US
"—'10 B L4 (M2a) 4h
30- sokk B IL-4 (M2a) 8h
*okk B IL-4 (M2a) 12h
IL-4 (M2a) 24h
BN IL-4 (M2a) 48h
- 20- B IL-4 (M2a) 72h
£
—
S
10-
0L

1 1 1 1
0 M2a

Sekil 36. Zamanla IL-10 sitokin {iretimindeki degisim. IL-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize

3P
M

olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyariimamis (US) MO makrofajlar karsilagtirildi.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA
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TGF Il Unstimulated (M0) US
700- & = Ll
600- e
= 3007 = 10 {M2c) 720
£  400- e
2 300+
200-
1004
0_

MO M2c

Sekil 37. Zamanla TGF sitokin tiretimindeki degisim. IL-10 ile uyarilarak M2c fenotipine polarize

olmus makrofajlar ile kontrol grubundaki uyariimamis (US) MO makrofajlar karsilagtirildi.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, ANOVA

Bu veriler, M1 sitokinleri IL-1f3, IL-12p70 ve TNF'nin eszamanli tespiti igin 8-
24 saatlik uyarimin en uygun oldugunu gosterirken, M2 sitokinleri IL10 ve TGFf'nin

tespiti i¢in 72 saatlik uyarimin gerektigini gostermektedir.

4.4. Makrofajlarda siRNA ile ABCG1 Ekspresyonunun Baskilanmasi

ABCG1’1n insan makrofajlarindakini roliinii tespit etmek amaci ile, ABCGlI
ekspresyonu siRNA ile baskilandi. ABCG1 ekspresyonu baskilanmis makrofajlar ve
kontrol grubu, polarizasyon faktorleri ile M1 ve M2 fenotipine polarize edildi.

Ardindan polarizasyon belirteglerinin gen ekspresyonu RT-qPCR ile belirlendi.

4.4.1. siRNA Optimizasyon Calismalar

Bu calismada kullanilan olan Accell siRNA’lar, primer makrofajlar gibi
transfeksiyonu zor olan hiicrelerde bile, basarili siRNA transfeksiyonu saglamaktadir.
Accel siRNA, herhangi bir transfeksiyon soliisyonuna ya da viral vektor sistemine

ihtiya¢ duymaksizin, hiicreye direk olarak girebilmektedir. Bu sayede transfeksiyon

55



soliisyonlarindan kaynaklanan toksisite ya da viral vektor sistemlerinden kaynaklanan
istenmeyen viral cevaplar elemine edilebilmektedir.

siRNA uygulamalarinda iretici firma, kullanilacak hiicrelerin %70-80
yogunluga ulasmis olmasini ve kiiltiir ortaminda serum kullanilmamasini; kullanilmasi
gerekiyorsa da maksimum %2,5 oraninda kullanilmasini Onermistir. Normalde
monosit ve makrofajlarin idamesinde, standart olarak %5 FBS iceren RPMI 1640
kiiltiir ortami kullanilmigtir. siRNA deneylerinde kullanilacak hiicre sayisi ve FBS
dozlarinin optimizasyonu igin, 24 kuyulu plaklara 3x10°, 6x10°, 9x10° ve 12x10°
makrofaj, %0, %1, %1.5, %2, %2.5 ve %5 FBS igeren kiiltiir ortam1 kullanilarak
ekildi. Tiim makrofaj gruplar1 72 saat boyunca gozlendi. Farkli dozlardaki FBS
serilerinde, hiicre canlilifi ve morfolojisi agisindan bir fark goriilmedi. 24 kuyulu
plaklarda 3x10° makrofaj yaklagik %50 yogunluktayken, 6x10° makrofaj yaklasik
%90-100 yogunluktaydi. Bu nedenle iiretici firmanin 6nerisi olan %70-80 yogunlugu
saglamak igin, 5x10° makrofaj ile deneylere devam edilmesine karar verildi.

Serum icermeyen kiiltiir ortamina ekilip idame ettirilmis makrofajlara, FBS’in
eklenecegi zamanin belirlenmesi i¢in, makrofajlar 24 kuyulu plaklara, her kuyucukta
5x10° makrofaj olacak sekilde, FBS igermeyen kiiltiir ortaminda ekildi. Makrofajlarin
ortami 8., 24. ve 48. saatlerde, %0, %1, %1.5, %2, %2.5 ve %5 FBS igeren kiiltiir
ortamlar1 ile degistirildi. Tiim makrofaj gruplari 72 saat boyunca gozlendi. Farkli
saatlerde ve farkli dozlarda eklenen FBS’in makrofajlarin canlili1 iizerine bir etkisi
olmadig1 gozlendi.

siRNA deneylerinde, makrofajlarin siRNA ile muamele edildigi 72 saat
icerisinde farkli zaman noktalarinda ve farkli konsantrasyonlarda FBS eklenerek,
siRNA verimliligi RT-qPCR ile kontrol edildi. siRNA verimliliginin en yiiksek ve
tutarli oldugu kosulun; siRNA muamelesinden 8 saat sonra, ortamin son
konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde ve 48 saat sonra, ortamin son konsantrasyonu %1
olacak sekilde, FBS eklenen kosul olduguna karar verildi. siRNA deneylerine bu
sekilde devam edildi.
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4.4.2. ABCG1 Ekspresyonunun Baskilanmasimin Protein  Diizeyinde

Gosterilmesi

Primer makrofajlarin ABCG1 ekspresyonu, Accell siRNA kullanilarak
baskilandi. ABCGI siRNA ve kontrol (Non-Target: NT) siRNA protein ekspresyonu
arasindaki farklilik, Western Blot yontemi ile gosterildi (Sekil 38).
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Sekil 38. Primer insan makrofajlarinda ABCG1 ekspresyonu, ABCG1 siRNA grubunda kontrol
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siRNA grubuna gore baskilanmustir.

4.4.3. ABCG1 Ekspresyonu Baskilanmig Makrofajlarda Polarizasyon

Makrofajlarda =~ ABCG1  ekspresyonunun  baskilanmasinin  makrofaj
polarizasyonuna etkilerini incelemek icin, Oncelikle makrofaj polarizasyonunu
saglayan stimiilanlarin en etkili oldugu uyarim siiresinin belirlenmesi gerekiyordu.
Onceki basamaklarda farkli uyarim siireleri ve makrofaj polarizasyonu test edildi. Bu
deneyler 15181nda, gen ekspresyonu diizeyinde polarizasyon belirteglerinin tespiti i¢in
4 saatlik uyarimin en uygun siire olduguna karar verildi.

Monositlerden tiiretilmis primer insan makrofajlar1 72 saat siire ile ABCGlI
siRNA ve kontrol siRNA (NT; Non Target) ile muamele edildikten sonra, M1
polarizasyonu i¢in 100 ng/mL LPS ve 20 ng/mL IFNy ile, M2a polarizasyonu i¢in 20
ng/mL IL4 ile ve M2c polarizasyonu i¢in 20 ng/mL IL10 ile 4 saat boyunca uyarild1.
M1 polarizasyon belirtecleri CXCL9, CXCL10, TNF ve IDO1; M2a polarizasyon
belirtecleri MRC1, TGM2, CCL17 ve CCL22; M2c polarizasyon belirtecleri IL10 ve
CD163 genlerinin ekspresyonundaki degisim RT-qPCR yontemi ile belirlendi. Gen
ekspresyonunun normalizasyonu icin, referans gen olarak B-Aktin kullanildi.

Polarizasyon belirteglerin gen ekspresyonundaki degisim; ABCG1 siRNA uygulanmig
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makrofajlarin, kontrol grubundaki NT siRNA uygulanmis ve uyarilmamis

2-AACT metodu

makrofajlarla (US NT: Unstimulated, Non-target) karsilagtirilmasi ile
kullanilarak belirlendi. Deneyler en az {i¢ kez tekrarlandi. Sunulan grafikler temsili bir

deneye ait grafiklerdir.

4.4.3.1. ABCGI Ekspresyonu Baskilanmis Makrofajlarda, M1 Polarizasyonu

ile Polarizasyon Belirteglerinin Gen Ekspresyonlarindaki Degisim

Hem uyarilmamis MO makrofajlarda, hem de LPS ve IFNy ile M1 fenotipine
polarize olmus makrofajlarda, ABCG1 ekspresyonu baskilanan makrofajlar, kontrol
siRNA grubu (US NT) ile karsilastirildiginda; M1 belirtecleri CXCL9, CXCLI10,
TNFa ve IDO1 genlerinin ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir artis goriildi

(Sekil 39-42).
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Sekil 39. ABCG1 ekspresyonu baskilanmig, MO (US ABCGI1) ve M1 (LPS/IFNy ABCGI)
makrofajlarin, kontrol MO makrofajlarina gore (US NT), CXCL9 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test
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Sekil 40. ABCG1 ekspresyonu baskilanmig, MO (US ABCGI1) ve M1 (LPS/IFNy ABCGI)
makrofajlarin, kontrol MO makrofajlarina gore (US NT), CXCL10 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test
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Sekil 41. ABCG1 ekspresyonu baskilanmis, MO (US ABCGI1) ve M1 (LPS/IFNy ABCGI)
makrofajlarin, kontrol MO makrofajlarina gore (US NT), TNF gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test
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Sekil 42. ABCG1 ekspresyonu baskilanmig, MO (US ABCGI) ve M1 (LPS/IFNy ABCGI])
makrofajlarin, kontrol MO makrofajlarina gére (US NT), IDO1 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test

4.4.3.2. ABCG1  Ekspresyonu  Baskilanmig  Makrofajlarda, M2a
Polarizasyonu ile Polarizasyon Belirteclerinin Gen Ekspresyonlarindaki

Degisim

Hem uyarilmamis MO makrofajlar, hem de IL-4 ile M2a fenotipine polarize
olmus makrofajlar, kontrol siRNA grubu (US NT) ile karsilastirildi. ABCG1
ekspresyonu baskilanan stimiile edilmemis M0 makrofajlarda, M2a belirtecleri MRC1
ve CCL22 ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir diistis goriildii (Sekil 43 ve 46).
IL-4 ile M2a’ya polarize olmus makrofajlarda ise, ABCG1 baskilanmasi MRCI
geninin ekspresyonunda anlamli bir azalmaya neden oldu (Sekil 43). TGM2 ve CCL17
ekspresyonunda, MO makrofajlarda, kontrol grubuna goére azalma egilimi gdzlendi,

ancak istatiksel anlamliliga ulagsmadi (Sekil 44 ve 45).
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Sekil 43. ABCG1 ekspresyonu baskilanmis, MO (US ABCG1) ve M2a (IL-4 ABCG1) makrofajlarin,
kontrol MO makrofajlarina gore (US NT), MRC1 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test
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Sekil 44. ABCGI ekspresyonu baskilanmis, MO (US ABCG1) ve M2a (IL-4 ABCG1) makrofajlarin,
kontrol MO makrofajlarina gore (US NT), TGM2 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test
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Sekil 45. ABCGI ekspresyonu baskilanmis, MO (US ABCG1) ve M2a (IL-4 ABCG1) makrofajlarin,
kontrol MO makrofajlarina gore (US NT), CCL17 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test
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Sekil 46. ABCG] ekspresyonu baskilanmis, MO (US ABCG1) ve M2a (IL-4 ABCG1) makrofajlarin,
kontrol MO makrofajlarina gore (US NT), CCL22 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test
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4.4.3.3. ABCG1  Ekspresyonu  Baskilanmis  Makrofajlarda,  M2c
Polarizasyonu ile Polarizasyon Belirteclerinin Gen Ekspresyonlarindaki

Degisim

Hem uyarilmamis MO makrofajlar, hem de IL-10 ile M2c fenotipine polarize
olmus makrofajlar, kontrol siRNA grubu (US NT) ile karsilastirildi. ilging olarak,
ABCG]1 ekspresyonu baskilanmis makrofajlarda IL10 ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik gozlenmedi (Sekil 47). ABCGI1 ekspresyonunun baskilanmasi, MO
makrofajlarda CD163 ekspresyonunda diisiise neden olurken, M2c makrofajlarda
CD163 ekspresyonunda artigsa neden oldu (Sekil 48).
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Sekil 47. ABCG1 ekspresyonu baskilanmig, MO (US ABCG1) ve M2c (IL-10 ABCGI)
makrofajlarin, kontrol MO makrofajlarina gére (US NT), IL-10 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test

Bu sonuglara géore ABCG1 ekspresyonunun baskilanmasinin, makrofajlarda M1

yoniine dogru bir egilim yarattig1 tespit edilmistir. Bu sonug¢la uyumlu olarak, ABCG1

ekspresyonunun baskilanmasi, makrofajlarda M2 yoniine dogru egilimi azaltmaktadir.
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Sekil 48. ABCG1 ekspresyonu baskilanmig, MO (US ABCG1) ve M2c (IL-10 ABCGI)
makrofajlarin, kontrol MO makrofajlarina gére (US NT), CD163 gen ekspresyonundaki degisim.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Sapma, Student’s t test

4.5. Tip 2 Diyabetli Hastalarda Makrofaj Polarizasyonu

Projemizde ABCGI1 ekspresyonunun diisiik oldugu bilinen tip 2 diyabet
hastalari, ABCG1 ekspresyonunun global olarak baskilandigi bir model olarak
kullanild1. Diyabet hastalarinin ve kontrol grubunun, makrofajlarindaki ABCGI

2-ACT metodu kullanilarak belirlendi.

ekspresyonunun diizeyi; RT-qPCR yontemi ile,
Normalizasyon i¢in referans gen olarak B-Aktin kullanildi. Diyabet hastalarinin
makrofajlarindaki ABCG1 ekspresyonunun, kontrol grubu makrofajlarindan diisiik
oldugu gosterildi (Sekil 49).

Ardindan tip 2 diyabet hastalarinda (n=13), ve saglikli kontrol grubunda (n=25)
makrofaj polarizasyonu calisildi. Monositlerden tiiretilmis primer makrofajlar, M1

polarizasyonu i¢in 100 ng/mL LPS ve 20 ng/mL IFNy ile, M2a polarizasyonu i¢in 20
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ng/mL IL4 ile ve M2c polarizasyonu i¢in 20 ng/mL IL10 ile 4 saat boyunca uyarild1.
M1 polarizasyon belirtecleri CXCL9, CXCL10, TNF ve IDO1; M2a polarizasyon
belirtecleri MRC1, TGM2, CCL17 ve CCL22; M2c polarizasyon belirtecleri IL10 ve
CD163 genlerinin ekspresyonundaki degisim kantitatif PCR yontemi ile belirlendi.
Gen ekspresyonunun normalizasyonu i¢in, referans gen olarak f-Aktin kullanildi. Tip
2 diyabetli hastalar ve kontrol drneklerinin M1 ve M2 polarizasyon belirteclerin gen
ekspresyonlarindaki degisimler; her 6rnek igin polarize olmus makrofajlarin,

2-MACT metodu kullanilarak

uyartlmamis makrofajlarla (MO) karsilastirilmasi ile
belirlendi. Tip 2 diyabetli hastalar ve kontrol grubununun polarizasyon belirteglerinin

ekspresyonlarindaki kat degisimi Student’s t test kullanilarak karsilastirildi.
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Sekil 49. Tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli kontrollerin makrofajlarinin, ABCG1 gen ekspresyon
diizeylerinin kargilagtirilmast.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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4.5.1. Tip 2 Diyabetli Hastalarin Makrofajlarinda, M1 Polarizasyonu ile

Polarizasyon Belirteclerinin Gen Ekspresyonlarindaki Degisim

LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin
ve saglikli kontrollerin makrofajlarinda, M1 polarizasyon belirtegleri CXCL9,
CXCL10, TNF ve IDO1 gen ekspresyonlarinin kat degisimi karsilastirildi. M1
belirtecleri CXCL10 ve IDO1’in gen ekspresyonlari, diyabetli hasta gurubunda
kontrol gurubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artis gosterdi (Sekil 51 ve 53) ancak

CXCL9 ve TNF ekspresyonlar1 anlamli bir farkliliga ulasmadi (Sekil 50 ve 52).
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Sekil 50. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli
kontrollerin makrofajlarinin, CXCL9 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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Sekil 51. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli
kontrollerin makrofajlariin, CXCL10 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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Sekil 52. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli
kontrollerin makrofajlarinin, TNF gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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Sekil 53. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli
kontrollerin makrofajlarinin, IDO1 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test

4.5.2. Tip 2 Diyabetli Hastalarin Makrofajlarinda, M2a Polarizasyonu ile

Polarizasyon Belirteclerinin Gen Ekspresyonlarindaki Degisim

IL-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve
saglikli kontrollerin makrofajlarinda, M2a polarizasyon belirtegleri MRC1, TGM2,
CCL17 ve CCL22 gen ekspresyonlarinin kat degisimi karsilastirildi. M2a belirtegleri
MRC1, TGM2, CCL17 ve CCL22’nin gen ekspresyonlari1 diyabetli hasta grubunda,
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir diisiis gosterdi (Sekil 54-57).
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Sekil 54. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikl

kontrollerin makrofajlarinin, MRC1 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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Sekil 55. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglkli

kontrollerin makrofajlarinin, TGM2 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastiriimasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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Sekil 56. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli
kontrollerin makrofajlarinin, CCL17 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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Sekil 57. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli
kontrollerin makrofajlarinin, CCL22 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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4.5.3. Tip 2 Diyabetli Hastalarin Makrofajlarinda, M2c Polarizasyonu ile

Polarizasyon Belirteclerinin Gen Ekspresyonlarindaki Degisim

IL-10 ile uyarilarak M2c fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve
saglikli kontrollerin makrofajlarinda, M2c¢ polarizasyon belirtecleri IL-10 ve CD163
gen ekspresyonlarinin kat degisimi karsilastirildi. M2c¢ belirtecleri [IL-10 ve CD163’{in
gen ekspresyonlar1 diyabetli hasta grubunda, kontrol grubuna gore istatiksel olarak

anlaml1 bir diisiis gosterdi (Sekil 58 ve 59).
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Sekil 58. IL-10 ile uyarilarak M2c fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli
kontrollerin makrofajlarinin, IL-10 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test
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Sekil 59. IL-10 ile uyarilarak M2c fenotipine polarize edilmis tip 2 diyabetli hastalarin ve saglikli
kontrollerin makrofajlarinin, CD163 gen ekspresyonunlarindaki degisimin karsilastirilmasi.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, OrtalamatStandart Hata, Student’s t test

4.6. ABCG1 Ekspresyonu ile MI1/M2 Polarizasyon Belirteclerinin

Ekspresyonu Arasindaki Korelasyonun Karsilagtirilmasi

Kontrol grubu ve diyabetli hastalarin makrofajlarinda, ABCGI ekspresyonu ile
polarizasyon belirteglerinin ekspresyonlar1 arasindaki korelasyon arastirildi. Tip 2
diyabet hastalarinda ve kontrol grubunda, ABCG1 ekspresyonunun diizeyi; 2"4¢T
metodu kullanilarak belirlendi. Makrofaj polarizasyonunun ardindan tip 2 diyabet
hastalarinda ve kontrol grubunda, polarizasyon belirteclerinin gen ekspresyonundaki
kat degisimi, her bir Ornek icin polarize olmus makrofajlarin, uyarilmamis
makrofajlarla (MO) karsilastirilmasi ile 24T metodu kullanilarak belirlendi. Gen
ekspresyonlart RT-qPCR kullanilarak c¢alisildi. Normalizasyon igin referans gen
olarak B-Aktin kullanildi. ABCG ekspresyonu ile polarizasyon belirteglerinin gen
ekspresyonundaki kat degisimi arasindaki korelasyon, Pearson Correlation test

kullanilarak analiz edildi.
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4.6.1. Kontrol

grubunda,

ABCG1  Ekspresyonu ile Polarizasyon

Belirte¢lerinin Ekspresyonu Arasindaki Korelasyonun Karsilastirilmast

Polarize makrofajlarda

ABCG1 ekspresyonu ile MI1/M2 polarizasyon

belirteclerinin gen ekspresyonlari arasindaki iliski incelendi. M1 belirtecleri CXCL9,

CXCL10, TNFa ve IDOI1 ile ABCGI1 ekspresyonu arasinda negatif korelasyon
bulundu (Sekil 60-63). ABCGI ekspresyonu arttik¢a, M1 polarizasyon belirteclerinin

ekspresyonlar1 azalmaktadir. M2a polarizasyon belirtegleri TGM2 ve TGM2 ile
ABCGI1 ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon bulundu (Sekil 64-65). Ml

belirteclerindeki durumun aksine, ABCG1 ekspresyonu arttikca, M2a polarizasyon

belirteclerinin ekspresyonlar1 artmaktadir. Ancak M2a polarizasyon belirteci CCL22,

ABCGI ekspresyonu ile negatif korelasyon gosterdi (Sekil 67). M2¢ polarizasyon

belirtegleri IL10 ve CD163 ekspresyonlart da, M1 belirteclerine benzer sekilde,

ABCG]1 ekspresyonu ile negatif korelasyon gosterdi (Sekil 68-69).

CXCL9 vs. ABCG1
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Sekil 60. LPS-IFNy

ile uyarilarak M1

Relative Expression of ABCG1 (24€T)

fenotipine polarize edilmis sagliklt kontrollerin

makrofajlarinin, ABCGI ekspresyonu ile CXCL9 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

73



CXCL10 vs. ABCG1
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Relative Expression of ABCG1 (2°ACT)

Sekil 61. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin

makrofajlarinin, ABCGI ekspresyonu ile CXCL10 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

TNF vs. ABCG1
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Relative Expression of ABCG1 (24CT)

Sekil 62. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin

makrofajlarinin, ABCGI ekspresyonu ile TNF ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
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IDO1 vs. ABCG1
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Sekil 63. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin
makrofajlarinin, ABCGI ekspresyonu ile IDO1 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

MRC1 vs. ABCG1
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Relative Expression of ABCG1 (2ACT)

Sekil 64. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin makrofajlarinin,
ABCGTI ekspresyonu ile MRC1 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
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Relative Expression

of TGM2 (2-34CT)

TGM2 vs. ABCG1
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Sekil 65. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin makrofajlarinin,

ABCGTH ekspresyonu ile TGM2 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

Relative Expression

of CCL17 (2-24CT)

CCL17 vs. ABCG1
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Sekil 66. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin makrofajlarimin,

ABCGI ekspresyonu ile CCL17 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
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CCL22 vs. ABCG1
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Relative Expression of ABCG1 (24CT)

Sekil 67. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin makrofajlarinin,
ABCGTH ekspresyonu ile CCL22 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

IL10 vs. ABCG1
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Relative Expression of ABCG1 (24€T)

Sekil 68. IL-10 ile uyarilarak M2c fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin makrofajlarimin,
ABCGTH ekspresyonu ile IL10 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
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CD163 vs. ABCG1
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Relative Expression of ABCG1 (2A€T)

Sekil 69. IL-10 ile uyarilarak M2c fenotipine polarize edilmis saglikli kontrollerin makrofajlarimin,
ABCGTH ekspresyonu ile CD163 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

4.6.2. Diyabet grubunda, ABCG1 Ekspresyonu ile Polarizasyon Belirteclerinin

Ekspresyonu Arasindaki Korelasyonun Karsilastirilmasi

Polarize makrofajlarda ABCGI1 ekspresyonu ile MI1/M2 polarizasyon
belirteclerinin gen ekspresyonlari arasindaki iligski incelendi. M1 belirteci IDO1 ile
ABCGI1 ekspresyonu arasinda negatif korelasyon bulundu (Sekil 73). ABCGI
ekspresyonu arttikca, M1 polarizasyon belirteclerinin ekspresyonlar1 azalmaktadir.
Aksine CXCL9 ile ABCG1 ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon bulundu (S$ekil
70). M2a polarizasyon belirtecleri MRC1 ve TGM2 ile ABCG1 ekspresyonu arasinda
pozitif korelasyon bulundu (Sekil 74-75). M1 belirteclerindeki durumun aksine,
ABCGI1 ekspresyonu arttikga, M2a polarizasyon belirteclerinin ekspresyonlari
artmaktadir. Ancak M2a polarizasyon belirteci CCL22, ABCGI1 ekspresyonu ile
negatif korelasyon gosterdi (Sekil 77). M2c polarizasyon belirteci CD163 ekspresyonu
ile ABCG1 ekspresyonu, negatif korelasyon gosterdi (Sekil 79).
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CXCL9 vs. ABCG1
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Sekil 70. LPS-IFNy ile wuyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis diyabet hastalarinin
makrofajlarinin, ABCGI ekspresyonu ile CXCL9 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
CXCL10 vs. ABCG1
40000+
r =-0,4585

S ~ p =ns (0,1336)

oy 30000+

0

» 3

A\

£ o

w 200009 o

(Y 3 \

2 P~ N\

5O M

& 6 10000- ™o

NG
S
e T -
0 x T 1
© S S S
+ + +
v > ©

Relative Expression of ABCG1 (2°4CT)

Sekil 71. LPS-IFNy ile wuyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis diyabet

makrofajlarinin, ABCGI ekspresyonu ile CXCL10 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

hastalarinin
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TNF vs. ABCG1
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Sekil 72. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis diyabet hastalarmin

makrofajlarinin, ABCGI ekspresyonu ile TNF ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

IDO1 vs. ABCG1

10000~
r=-0,5655

§ 8000 p = * (0,0440)
n =

(&)
o3
S S 6000

N
X ~ A
N5 N
S8 4000 ~
2 8
56 \\
o 2000+ ~o

\~
“
s_~_
0 ' . .
© \°> '9} \Qy
+ + +
oy W &
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Sekil 73. LPS-IFNy ile uyarilarak M1 fenotipine polarize edilmis diyabet

makrofajlarinin, ABCGI ekspresyonu ile IDO1 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

hastalarinin
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MRC1 vs. ABCG1
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Sekil 74. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis diyabet hastalarinin makrofajlarinin,

ABCGTH ekspresyonu ile MRC1 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

Relative Expression
of TGM2 (2-24CT)
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Sekil 75. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis diyabet hastalarinin makrofajlarinin,

ABCGTI ekspresyonu ile TGM2 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
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CCL17 vs. ABCG1

801
r=0.2087

c p =ns (0.6199)
ol 60+
wn O
63 -
g- s —“-“
11} \': 407 ”-"
O -
> 0
59
) .
o o 20

0 T T 1

° '9} \“y r@y

o o <

Relative Expression of ABCG1 (2ACT)

Sekil 76. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis diyabet hastalarinin makrofajlarimin,

ABCGTH ekspresyonu ile CCL17 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
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Sekil 77. 1L-4 ile uyarilarak M2a fenotipine polarize edilmis diyabet hastalarinin makrofajlarmin,

ABCGI ekspresyonu ile CCL22 ekspresyonu arasindaki korelasyon.

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
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IL10 vs. ABCG1
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Relative Expression of ABCG1 (24CT)
Sekil 78. IL-10 ile uyarilarak M2c fenotipine polarize edilmis diyabet hastalarinin makrofajlarinin,
ABCGTH ekspresyonu ile IL-10 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test

CD163 vs. ABCG1
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Sekil 79. IL-10 ile uyarilarak M2c fenotipine polarize edilmis diyabet hastalarinin makrofajlarinin,
ABCGTH ekspresyonu ile CD163 ekspresyonu arasindaki korelasyon.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, Pearson Correlation test
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5. TARTISMA

Immiin sistemde ve viicudun normal homeostazinda ¢ok dnemli gorevleri olan
makrofajlar, 6zellesmis fagositik hiicrelerdir. Yerlesik bulunduklari dokuda, aldiklar
gorevlere 6zgiin fonksiyon ve morfolojik 6zellikler kazanabilirler. Bunun yaninda
cevreden aldiklar1 sinyallere cevap olarak farkli aktivasyon durumlarina polarize
olurlar (1-3,25,28). Klasik olarak aktive edilmis M1 fenotipindeki makrofajlar anti-
timor ve anti mikrobiyal aktiviteler gosteren, inflamatuar hiicrelerdir. M2
fenotipindeki makrofajlar ise yara iyilesmesi ve doku yeniden sekillenmesinde gorev
alan anti-inflamatuar hiicrelerdir (32). Makrofaj polarizasyonu viicudun saglikli
isleyisinde c¢esitli siireclede rol almaktadir, ancak makrofaj polarizasyonunun
dengesinin bozulmasi ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir (4,46,47). Makrofaj
polarizasyonunun yonlendirilebilmesi gelecekte bir¢ok hastaligin tedavisinde rol

oynayabilecek bir yaklagim olacaktir.

Makrofaj polarizasyonunu in vivo’da tetikleyen c¢evresel uyaranlar, in vitro’da
cesitli stimiilanlar kullanilarak taklit edilebilir. Makrofaj polarizasyonunun in vitro
modellenmesi, makrofaj biyolojisini anlamamiza, dahas1 makrofaj polarizasyonunun
cesitli hastaliklarda hedef olarak gelistirilmesine ¢ok biiyiik katki saglayabilir. Ancak
makrofaj polarizasyonu i¢in kullanilan stimiilanlarin uygulama siiresi, M1/M2
polarizasyonunu analiz etmek i¢in kullandigimiz polarizasyon belirteglerinin
ekspresyon diizeyini dramatik bir bicimde etkilemektedir. Ne yazik ki literatiirde,
stimiilanlarin optimum uyarim siiresi konusunda fikir birligine varilamamistir. Bu
durumun iki biiylik dezavantaj1 vardir; birincisi yetersiz uyarim siiresi yanlig negatif
sonuglara neden olmaktadir, ikincisi ise literatiirde kullanilan bu kadar farkli uyarim

stiresi ¢alismalarin kargilagtirilabilirligini zorlastirmaktadir (86).

Bu sorunun agilmasi, tez ¢alismamizin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi agisindan
cok Onemliydi. Bu amagla makrofaj polarizasyonunda kullanilan stimiilanlarin en
etkin oldugu siirenin belirlenmesi ve makrofaj polarizasyonunun dogrulanmast i¢in, 6
ayrt uyarim siiresinde polarizasyon belirteglerinin ekspresyonlarni inceledik.
Makrofajlar LPS-IFNy ile M1 fenotipine polarize edildiginde, M1 polarizasyon
belirtegleri CXCL9, CXCL10 ve TNF gen ekspresyonlari, 4 saatlik uyarimda dramatik

bir artig gosterdi ve ilerleyen uyarim siirelerinde gen ekspresyonlar: kademeli olarak
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diistii. Bu genlerdeki diisiis trendinin aksine IDO1 gen ekspresyonu, 4 saatlik uyarimda
da ytiksek olmakla birlikte, ilerleyen uyarim siirelerinde kademeli olarak artan bir
trend izledi. IDOI inflamasyondan sonra indiiklenen diizenleyici bir enzim
oldugundan (87), gen ekspresyonundaki artigin sitokin ve kemokinlere gére daha geg
uyarim saatlerinde olmasi beklenen bir durumdur. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde 4-8 saatlik LPS-IFNy stimiilasyonu, mRNA diizeyinde M1
belirteglerinin ekspresyonlarindaki degisiklikleri gézlemlemek i¢in en uygun uyarim
siiresi gibi goriinmektedir. Martinez ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen
transkriptom dizileme calismasinda; CXCL9, CXCL10 ve IDO1 belirteglerinin
ekspresyonunda, 16 saatlik stimiilasyonda dahi anlamli bir artis gézlenmistir (88). IL-
4 ile M2a fenotipine polarize edilmis makrofajlarda, CCL17 ekspresyonu tiim uyarim
stirelerinde yiiksekken, CCL22 ekspresyonu 4 saatlik uyarimdan 48 saatlik uyarima
dogru artmaktadir. MRC1 ve TGM2 ekspresyonu ise 4-48 saat arasinda benzer
ekspresyon artiglar1 gosterirken, 72 saatlik uyarimda pik yapmistir. Bu verilere gore,
4-72 saat araligindaki IL-4 uyarimi, mRNA diizeyinde M2a belirteglerinin
ekspresyonlarindaki degisimleri gézlemlemek i¢in ideal uyarim siiresidir. Tim bu
sonuglar 15181nda, M1 ve M2 makrofaj polarizasyonunu ayni anda belirlemek i¢in
kullanilacak optimum uyarim siiresini 4 saat olarak belirledik. Projenin devamindaki
siRNA c¢aligmalarinda da uyarim siiresini, bu sonuglara dayanarak 4 saat olarak

kullandik.

Makrofaj polarizasyonu i¢in kullanilan uyarim siiresinin, makrofajlarin ytizey
belirteglerinin ekspresyonuna ve sitokin iiretim diizeylerine etkisini belirlemenin yani
sira makrofaj polarizasyonunun da dogrulanmasi i¢in, polarizasyon belirteglerinin
ekspresyonlarini akis sitometrisi ve ELISA ile de belirledik. Yiizey belirtegleri CD64,
CD86, ve HLA-DR akis sitometrisinde en sik kullanilan M1 polarizasyon
belirtecleridir. (38). M1 makrofajlarda CD86 ve HLA-DR ekspresyonu, Igbal ve
ark.’nin ¢alismasina benzer sekilde (89), 12 saatlik LPS-IFNy uyariminda anlamli bir
artis sergilerken, ardindan 24-72 saatlik uyarimlarda diistii. Makrofajlarin LPS ile
uyartlmasi, CD86'nin asir1 ekspresyonunu dnlemek icin CD86'y1 otokrin bir sekilde
inhibe eden IL-10 {iretimine yol acgar (90). Bu nedenle, CD86 ve HLA-DR
ekspresyonlarinda 12 saatten sonra gozlenen azalma, bu reseptdrlerin IL-10 tarafindan

asag1 regile edilmesi sebebiyle olabilir (90-92). Sonug¢larimiza goére M1
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makrofajlarda, CD86 ve HLA-DR ekspresyonlarmin en bilgi verici oldugu uyarim
stiresi 12 saatti, ilerleyen uyarim siirelerinde ekspresyonlar diisti. CD86 ve HLA-
DR’nin aksine CD64 ekspresyonu, 8 saatlik uyarimdan 72 saatlik uyarima dogru bir
artis trendi izledi. Zaten CD64, ayrim giicli en yliksek M1 yiizey belirteci olarak
tanimlanmaktadir (93) ve M1 makrofajlarda CD64 ekspresyonunun, genis bir uyarim
siiresi yelpazesinde her zaman yiiksek oldugu rapor edilmistir (33,93,94). IL-4 ile M2a
fenotipine polarize olan makrofajlarda CD200R ve CD206 ekspresyonu, uyarim stiresi
ilerledik¢e kademeli olarak artti, 48 ve 72 saatlik uyarimlarda maksimum seviyeye
ulasti. IL-10 ile M2c fenotipine polarize olmus makrofajlarda CD163 gen ekspresyonu
4 saatlik uyarim ve sonrasinda artti, beklendigi gibi CD163 yiizey belirtecinin
ekspresyonu ise Onceki caligmalarla uyumlu olarak (89,93,94), 24-72 saatlik
uyarimlarda artti. Uyarim siiresinin M1 makrofajlarin sitokin iiretim diizeyleri tizerine
etkisini inceledigimizde, genis bir uyarim siiresi araliginda IL-1f3, IL12p70 ve TNF
iiretimini gérmekle birlikte, 8-12 saatlik uyarimin optimum siire oldugu kanisindayiz.
M2a makrofajlarda IL10 iiretimi, 48-72 saatlik uyarimda; M2c makrofajlarda TGFf3

iiretimi ise 72 saatlik uyarimda en belirgin diizeye ulagmistir.

ABC tasiyicilar, ATP hidrolizinden elde ettikleri enerjiyi substratlarini tagimak
icin kullanirlar (51). ABCGI, ABC tasiyicilar ailesinin, ABCG tasiyicilar alt ailesine
mensup bir yari tasiyicidir. Homodimer ya da heterodimer olusturarak fonksiyonel
hale gelir (12,48). ABCGI ters kolesterol transportu yolu ile hiicreden aldig:
kolesterolit HDL parcaciklarina aktaran bir kolesterol tasiyicisidir (7,8). Yapilan
calismalar ABCG1 1 kolesterol tasimanin 6tesinde, makrofajlarin immiin cevabini

yonlendirmede ve tiimor bagisikliginda da rol oynadigint gostermistir. (13—16).

ABCG™ fareler iizerinde gergeklestirilen bir calismada, western diyet ile
beslenen farelerde, tiimorle iliskili makrofajlarin fenotipinin tiimérii destekleyen
M2’den tiimorle savasan M1 fenotipine doniistliigii ve bu sayede subkutan MB49
mesane kanserinin gelismesinin baskilandigi tespit edilmistir. Yapilan ileri caligsmalar
ABCG1”" makrofajlarin M1 fenotipine intrinsik bir egilim sergiledigi ve MI
fenotipindeki bu hiicrelerin tiimdr hiicrelerini 6ldiirebildigi gosterilmistir. Bu ¢aligma
bir kolesterol tastyicti molekiil olan ABCGI’in makrofaj polarizasyonunu
yonlendirebildigini ve tiimor bagisikliginda bir aract molekiil olarak rol aldigin

gostermektedir (16). Fareler {izerinde yapilmis olan bu heyecan verici ¢aligmanin
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sonuclari, kayda deger bir bicimde 6nemlidir ve ABCG1’1n kanser tedavisinde, bir
hedef molekiil aday1 olabilecegini 6nermektedir. Ancak ABCGI1’m insan makrofaj

polarizasyonunu da benzer sekilde etkileyip etkilemedigi net degildir.

Tez projemizin amaci; ABCGI eksikliginin, insan makrofajlarinin
polarizasyonundaki roliinii  belirlemektir. Projemizde; insanlarda ABCGI
ekspresyonundaki diisiisiin, farelerdekine benzer sekilde, makrofajlarda M1
polarizasyonuna dogru bir egilime neden olup olmadigini test ettik. Bu amagla primer
insan monositlerinden tiiretilmis makrofajlarin ABCG1 ekspresyonunu siRNA ile
susturduk. ABCG1 ekspresyonu baskilanmis makrofajlari, polarizasyon faktorleri ile
uyararak M1 ve M2 fenotiplerine polarize ettik. Ardindan M1/M2 polarizasyon
belirteclerinin ekspresyonunu RT-qPCR ile analiz ettik. Sonuglarimiza gére ABCGl1
ekspresyonu siRNA ile baskilanmis makrofajlarda, LPS-IFNy ile uyarim sonras1t M1
polarizasyon belirtegcleri CXCL9, CXCL10, TNFa ve IDO1 ekspresyonlarinda artig
gozlenirken; IL-4 ile uyarim sonras1t M2a polarizasyon belirtegleri MRC1 ve CCL22
ekspresyonlarinda azalma gozlendi. Bu sonuclar, ABCGI ekspresyonundaki
baskilanmanin, insan makrofajlarinda M1 polarizasyonuna dogru bir egilime neden
oldugunu gostermektedir. M1 fenotipine yonelmis makrofajlar, inflamatuar
karakterdedir; anti-tiimdr ve anti-mikrobiyal 6zellikler sergilerler. Sonuglarimiz, Sag
ve ark.’nin farelerde ABCG1”- makrofajlarin, M1 fenotipine dogru intrinsik olarak
yoneldigini ve mesane kanseri timor hiicrelerini direk olarak o6ldiirebildigini

gosterdikleri caligmay1 destekler niteliktedir (16).

Baldan ve ark. ABCGI1” farelerin makrofajlarinda, inflamatuar sitokin
ekspresyonunun arttigini rapor etmistir (13). Wojcik ve ark. da benzer sekilde, ABCG1
ekspresyonunun baskilanmasinin makrofajlarda asir1 inflamatuar bir fenotipe neden
oldugunu bildirmistir (15). ABCGI1 ekspresyonu silinmis makrofajlardaki artan
sitokin tiretimi, farelerde pulmoner lipidoz ve akciger iltihabi ile sonuglanmaktadir
(13,15,95). Tian ve ark. ise insanda ABCGI ekspresyonunun, akciger kanserinde
arttigin1 rapor etmistir. Ayrica ABCG1 1n; proliferasyon, apoptoz ve kok hiicre ile
ilgili belirtecleri diizenledigini bildirmistir. Bu ¢alismada ABCG1 1n, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserinin tedavisi i¢in terapdtik bir hedef olabilecegi ongdriilmiistiir
(96). ABCG1 ekspresyonundaki dengesizlik; ateroskleroz, Alzheimer, obezite ve tip 2
diyabet gibi cesitli hastaliklar ile iliskilendirilmistir (67,97-99). Gorildigi gibi
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ABCG]I, kanserden metabolik hastaliklara kadar, genis bir yelpazede bir¢ok hastaligin
patogenezi ile baglantilidir. Bu baglanti ayn1 zamanda, ABCG1 ekspresyonunun
kontroliiniin, bu hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir secenek olabilecegini

diisiindiirmektedir.

Mauldin ve ark. Tip 2 diyabet hastalarinin makrofajlarinda, ABCGI
ekspresyonunun azaldigini rapor etmistir (17). Tip 2 diyabet hastalarinda ABCG1
ekspresyonunun dogal olarak az olmasi, onlar1 ABCGI ekspresyonunun
makrofajlarda susturuldugu insan modeli olarak ele almamiza imkan saglamistir Bir
onceki bolimde makrofajlarin ABCGI1 ekspresyonunu siRNA ile baskilayarak,
ABCGI1 eksikliginin makrofaj polarizasyonu iizerine etkilerini arastirmistik. Bu
boliimde ise tip 2 diyabet hastalar1 ve kontrol grubundan elde edilen monositlerden
tiiretilmis makrofajlar polarize edildi ve M1/M2 polarizasyon belirteglerinin
ekspresyonlar1 karsilastirildi. Ardindan tip 2 diyabetli hastalar ve saglikli kontrollerde,
ABCGI1 ekspresyonu ile polarizasyon belirteglerinin ekspresyonu arasindaki
korelasyonun arastirildi. Diyabetli hastalarda, M1 belirtegleri CXCL10 ve IDOI
ekspresyonlari1 anlamli artis gosterirken; CXCL9 ve TNF ekspresyonlari artig egilimi
gosterdi. M1 belirteglerinin aksine M2 belirtegleri MRC1, TGM2, CCL17 ve CCL22
ekspresyonlari diyabetli hastalarda diistii. Korelasyon ¢aligmalarinda da hem saglikl
kontrollerde hem de diyabet hastalarinda, ABCG1 ekspresyonu ile M1 polarizasyon
belirtecleri arasinda negatif korelasyon bulunurken, M2a polarizasyon belirteglerinin
biiylik bolimi ile pozitif korelasyon bulunmustur. Sonuglarimiz diyabetli hastalarda
makrofajlarin, siRNA ile ABCGI ekspresyonu baskilanmis makrofajlara benzer
sekilde, M1 fenotipine dogru bir egilim sergiledigini gostermektedir. Diyabetik fare
modellerinde de makrofajlarda ABCGI1 ekspresyonunun diistiigti bildirilmistir.
Diyabetik makrofajlarda, ABCG1 ekspresyonunun azalmasinin, kismen ortamdaki
yikksek glikoz varligi ile iligkili oldugu bulunmustur (83,84). Tip 2 diyabet
hastalarindan elde edilen monositlerde de ABCG1 ekspresyonunun diisiik oldugunu
bildirilmistir (85). ABCG1 ekspresyonundaki azalmanin, HDL’ye kolesterol akisinin
azalmasina ve makrofajlarda hiicre i¢inde kolesterol birikiminin artmasina neden
oldugu tespit edilmistir. Makrofajlarda kolesterol birikimi, makrofaj kopiik hiicre
olusumunu tetiklemekte ve damar duvarlarinda aterosklerotik plak gelisimine neden

olmaktadir (17,83,85). Tip 2 diyabet hastalarinda makrofajlarin ABCGI1
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ekspresyonunun arttirtlmasma yonelik tedaviler, diyabet hastalarinda gelisen
ateroskleroz ya da damar tikaniklii komplikasyonlarinin giderilmesine katkida

bulunabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak ¢alismamizda, ABCG1 ekspresyonu baskilanmis, primer insan
makrofajlarinin, M1 polarizasyonuna dogru bir egilim sergiledigini gosterdik. M1
makrofajlar, inflamatuar karakterleri nedeni ile anti-mikrobiyal ve anti-tiimdral
ozelliktedir. Onceki calismalarda farelerde ABCG1 ekspresyonu baskilanmis
makrofajlarin, M1 fenotipine dogru intrinsik bir egilim gosterdigi ve timor hiicrelerini
oldiirebildigi tespit edilmistir. Bizim c¢alismamiz insanlarda da, ABCGI
ekspresyonunun baskilanmasiin makrofajlara inflamatuar karakter kazandirdigini
gostermistir.  Ayrica, calismamiz insan makrofajlarinda ABCG1 ifadesi ile M1
belirtecleri arasinda negatif bir korelasyon, M2 belirtecleri ile pozitif bir korelasyon
oldugunu gostererek ABCG1’in insan makrofaj polarizasyonundaki roliinii ortaya
koymustur. Primer insan makrofajlarinin polarizasyonunun yonlendirilmesi igin,
ABCGT] bir hedef molekiil olarak kullanilabilir; bu yolla kanser basta olmak {izere,
diizensiz makrofaj polarizasyonundan etkilenen bir¢ok hastalik i¢in yeni tedavi

secenekleri gelistirilebilir.

Makrofaj polarizasyonu in-vivoda ¢esitli stimiilanlar kullanilarak taklit
edilebilmektedir. Bu sayede makrofaj polarizasyonunu cesitli hastalik modelleri
iizerinde laboratuvarda c¢alismak miimkiin olmaktadir. Ancak M1 ve M2
polarizasyonu i¢in kullanilan stimiilanlarin uyarim siiresi konusunda literatiirde bir
fikir birligi yoktur. Bu durum calismalarda yanlig negatif sonug¢larin alinmasina ve
caligmalarin birbiri ile karsilagtirllmasinda giigliiklere neden olmaktadir. Biz M1 ve
M2 stimiilanlari, monositlerden tiiretilmis primer insan makrofajlarina 4, 8,12, 24, 48
ve 72 saatlik stirelerle uygulayarak, M1 ve M2 belirteclerinin ekspresyonlarini
inceledik. 4 saatlik uyarim siiresinin gen ekspresyonu diizeyinde, M1 ve M2
belirteclerinin ayn1 anda calisilabilmesi i¢in optimum ortak siire oldugu sonucuna
vardik. Sonuglarimiz, bu alanda ¢alisan arastirmacilar igin bir rehber olarak

kullanilabilecek niteliktedir.

Tip 2 diyabet hastalarinin makrofajlarinda ABCGI1 ekspresyonunun diigiik
olmasi, onlari, dogal olarak ABCGI1 ekspresyonu baskilanmis modeller olarak
kullanmamiza olanak tanidi. Tip 2 diyabet hastalarinin monositlerinden tiiretilen

makrofajlar da, M1 fenotipine dogru bir egilim sergilemektedir. Tip 2 diyabet
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hastalarinda, ateroskleroz ve damar hastaliklar1 riskinin artmasi, makrofajlarinda
azalmig ABCG1 ekspresyonuna bagli kolesterol birikimi ve kopiik hiicre olusumundan
kaynaklanmaktadir. Bu noktada makrofajlarda  ABCG1 ekspresyonunun
yonlendirilmesi, tip 2 diyabet hastaliginin ¢esitli komplikasyolarinin 6nlenmesi igin

onemli bir tedavi segenegi olabilir.
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