CD95 Ligandinin (FasL) Primer insan Makrofaj Polarizasyonu Uzerindeki Etkisinin
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Makrofajlar, bagisiklik sistemimizde rol alan ana hticrelerden biridir. Ylksek plastisite potansiyelleri nedeniyle makrofajlar; inflamatuar hastaliklarin yaninda yara iyilesmesi ve doku
homeostazisinde ¢cok énemli bir role sahiptir. Bu nedenle, makrofaj polarizasyon mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak, inflamasyon sureglerini anlamamizi ve yeni immunoterapétik yontemler
gelistirmemizi saglayabilir. Fas/FasL etkilesiminin temel islevleri olan apoptotik mekanizmalar aydinlatiimis olsa da Fas aktivasyonunun apoptotik olmayan mekanizmalari hakkinda mevcut

bilgilerimiz yetersizdir. Bu nedenle Fas aktivasyonunun apoptotik olmayan yollarinin aydinlatiimasi gerekmektedir. FasL'nin non-apooptotik yolaklarinin insan makrofajlarinda aydinlatiimasi yeni
immunoterapétik yontemlerin gelistiriimesinde faydal olabilir.
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Giris

immiin sistemimizde yer alan bir hiicre grubu olan makrofajlar dokularimizda bulunurlar veya gerekli uyaranlar ile periferik kan monositlerinin dokuya yénelmesi ile bu monositlerden farklilasabilirler.
Makrofajlar M1 ve M2 olarak 2 ana gruba ayrilirlar. M1 makrofajlar pro-inflamatuar 6zellikte olup patojenlerle savasan fenotipte iken M2 makrofajlar anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir ve doku
rejenerasyonu ve anjiyogenezde gorev alir.

TNF reseptorleri stiper ailesinin bir tiyesi olan CD95 (Fas), 6lum reseptorlerinden biridir. CD95, ilgili ligandi CD95L (FasL) ile etkilesime girdiginde, iki farkli mekanizma etkinlestirilebilir. Bunlardan ilki
olan apoptotik yolagin birgok mekanizmasi aydinlatiimis olmasina ragmen, non-apoptotik yolagin 6zellikleri hentiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak Fas aktivasyonunun makrofaj yaniti ve

polarizasyon uzerindeki etkisine iliskin sinirli sayida ¢calisma mevcuttur.Bu galismanin amaci, CD95L'nin (¢6zUnur Fas Ligand/sFasL) primer insan makrofaj polarizasyonu Uzerindeki etkisini
arastirmaktir.
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CD95L'nin primer insan makrofaj polarizasyonu Uzerindeki etkisini arastirmak igin, éncelikle saglikh dondérlerden buffy coatlar alindi. Ardindan bu buffy coatlardan, yogunluk
gradyanli santrifiij yontemiyle primer insan monositleri izole edildi. Ardindan monositler 7 gin boyunca RPMI ortaminda monosit/makrofaj koloni stimulan faktér (MCSF) ile inkube
edilip makrofajlara dénistirildi. inkiibasyondan sonra, makrofajlar toplandi ve CD95L ile uyarildi. Ayni anda bu makrofajlar LPS+IFN-y ile M1 fenotipine, IL-4 ile M2a fenotipine ve

IL-10 ile M2c fenotipine polarize edildi. Makrofaj alt tiplerindeki M1 ve M2 belirteglerinin ekspresyon diizeyleri, gPCR ve akis sitometrisi ydntemleriyle ile analiz edildi. istatistiksel
analizler Student’s t testi ile yapildi.

Bulgular

CD95L, primer insan makrofaj alt tiplerinde sagkalimi etkilememektedir. M2a makrofajlarinda CD95L, protein diizeyinde belirli M2 belirteglerinin ekspresyonunu

100- azaltirken, mRNA diizeyinde ekspresyonunu etkilememektedir.
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ﬂtz? v & ¥ & Figiir 4. CD95L uyarisinin M2a polarizasyonu uizerindeki etkisi: CD95L'nin M2a makrofajlari
04? Q,,,“ Uzerindeki M2a belirteglerine etkisi gPCR (A) ve akis sitometrisi (B) yontemleriyle analiz edilmisgtir.
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Veriler, ortalama degerler + SEM (n = 3) olarak gdsterilmistir. Sonuglar, iki bagimsiz deney
sonucunda elde edilen verilerin gésterimidir. (*P<0.05 , **P<0.01)
Figiir 1. CD95L, primer insan makrofaj alt tiplerinde sagkalim {izerine etkisi: CD95L ile
uyarilan MO, M1, M2a ve M2c makrofaj alt tiplerindeki canh hiicrelerin (AnnexinV-7AAD")
yuzdesi, akis sitometrisi ile analiz edildi. Veriler, ortalama degerler + SEM (n = 3) olarak
gOsterilmistir. Sonuglar, iki bagimsiz deney sonucunda elde edilen verilerin gésterimidir. A

CD95L, mRNA ve protein seviyelerinde M2c makrofaj polarizasyonunu degistirmemektedir.
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CD95L, polarize olmayan (MO) makrofajlarinda mRNA diizeyinde M1 ve M2
belirteglerini degistirmemektedir.
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Figiir 5. CD95L uyarisinin M2c polarizasyonu Ulzerindeki etkisi: CD95L'nin M2c makrofajlari
Uzerindeki M2c belirteclerine etkisi qPCR (A) ve akis sitometrisi (B) yontemleriyle analiz edilmistir.
B M2a Markers c M2c Markers

1B 20 Veriler, ortalama degerler + SEM (n = 3) olarak gdsterilmistir. Sonuglar, iki bagimsiz deney
sonucunda elde edilen verilerin gésterimidir. (*P<0.05 , **P<0.01)
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ﬂE= . ‘E 05 CD95 aktivasyonunun apoptotik olmayan yollarinin aydinlatiimasina yonelik bu calismamizda
oncelikle CD95L’nin makrofajlarda apoptotik yolaklari etkileyip etkilemedigini arastirdik.Literatiirde
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e i - Lo pren makrofajlarin Fas aracili apoptoza direngli oldugu bildiriimektedir ki bu da bizim sonuglarimizia
uyumludur (Park ve ark. 2003). Bunun yaninda Park ve arkadaslari daha dnce Fas aktivasyonunun
Figiir 2. CD95L'nin polarize olmayan (M0) makrofajlar iizerindeki etkisi: M1 (A) ve M2 (B-C) makrofajlarda proinflamatuar yaniti arttirdigini bildirmisti (Park ve digerleri, 2003). Ancak, bu

belirteglerinin insan MO makrofajlari Gzerindeki ifadesi qPCR ile analiz edildi. Veriler, ortalama bulgunup aksine, gonuglarlmlz CD9§L'nin polarizg olmaygn (M0) insan monosit tuerIi_ .
degerler £ SEM (n = 3) olarak gosterilmistir. Sonuglar, iki bagimsiz deney sonucunda elde makrofajlarda proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunu degistirmedigini
edilen verilerin gosterimidir. gosterdi.

M1 makrofajlarinda CD95L, M1 belirteglerinin ekspresyonunu mRNA diizeyinde artirirken
protein diizeyinde degistirmemektedir.
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Bu ¢alismada, CD95L'nin makrofaj alt tiplerinin sagkalimi tGzerindeki etkisini ve CD95L'nin primer
insan makrofajlarinin polarizasyonu utzerindeki etkisini arastirdik. Bu, inflamatuar hastaliklarda
artan FasL ekspresyonunun makrofajlarin yaniti iizerinde dogrudan bir etkisi olup olmadigini
anlamamiza yardimci olabilir.

Sonuglarimiz, CD95L'nin polarize olmayan (MO0) veya polarize olmus insan monosit kokenli
makrofajlarin proinflamatuar sitokin Gretimi Gzerinde fonksiyonel bir etkisi olmadigini ortaya
koydu. M2a makrofaj gruplarinda ise CD95L’nin CD206 ylizey belirteci ekspresyonunu azaltmasi,
M2a fenotipinin azalmasinin bir géstergesi olabilir. Bunun disinda M1 makrofajlarinda mRNA

& dizeyinde artan M1 belirtegleri pro-inflamatuar yanitin arttigini gosterebilir.

S Verilerimiz ile tumér mikrogevresinde bol miktarda bulunan CD95L'nin insan makrofajlarinda bazi
,«“{«é‘{@" fenotiplere etki edip bazi fenotiplere ise dogrudan bir etkisinin olmadigi séylenebilir. CD95L'nin
makrofaj yaniti Uzerinde dolayh bir etkisi olup olmadigini anlamak igin farkli hiicreler veya hayvan
B modelleri ile birlikte klltur deneyleri yapilabilir. Buna ek olarak CD95L'nin farkl tipteki
formilasyonlari veya bagka terapétik formlari makrofajlar tizerinde denebilir.
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Figiir 3. CD95L uyarisinin M1 polarizasyonu lizerindeki etkisi: CD95L’nin M1
makrofajlarinda M1 belirteclerine etkisi gPCR(A) ve akis sitometrisi(B) yontemleri ile analiz
edildi. Veriler, ortalama degerler + SEM (n = 3) olarak gosterilmistir. Sonuglar, iki bagimsiz
deney sonucunda elde edilen verilerin gésterimidir. (*P<0.05 , **P<0.01, ***P<0.001)
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