T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJi
ANABILIM DALI

CD200 LiGAND SILINMIiS FARELERDE TORASIK AORT ENDOTEL
FONKSIiYONLARININ DEGERLENDIRILMESI VE BU YANITLARDA
OKSIDATIF STRES VE TNF-ALFA’NIN OLASI ROLU

UZMANLIK TEZi

Dr. Ay¢a Yagmur YENIDUNYA

Tez Damismani: Prof. Dr. Selvinaz Tasatargil

“Kaynak gosterilerek tezimden yararlamlabilir”

Antalya, 2024



TESEKKUR

Akademik hayatimimn ve tezimin her asamasinda bana bilgisi, deneyimi,
samimiyeti, sabr1 ve her daim giiler yiiziiyle yol gosteren, ilizerimde emegi
anlatilamayacak kadar biiylik olan, bunlarla birlikte bana hayatta nasil onurlu, iyi ve
mutlu bir insan olunacagini kendi 15181yla gosteren, hosgoriisii ve miitevazi kisiligiyle
her zaman 6rnek aldigim canim danigman hocam Prof. Dr. Selvinaz Tasatargil basta
olmak tizere,

Deneyimlerini, desteklerini benden esirgemeyen ve her zaman saygi duydugum
akademik kisiliklerinin yan sira giiler yiizleri, neseli sohbetleriyle en zor giinlerimde
bile yiiziimii giildiiriip bana destek olan sevgili Prof. Dr. Arda Tasatargil, Prof. Dr. Sadi
Ozdem ve Dog. Dr. Giil Ozbey hocalarima,

Zorlu tez siirecim boyunca deneyimlerini ve laboratuvar imkanlarini benden
esirgemeyen saygideger Prof. Dr. Nuray Erin hocama ve boliimiimdeki tiim saygideger
hocalarima,

Deney siireglerim boyunca bana yardimci olan Ars. Gor. Dr. Esra Akgabag,
Ars. Gor. Esra Tavsan, Uzm. Ecz. Basak Tuncel ve tiim boliim arkadaslarima,

Birlikte calistigimiz, isimi daha da ¢ok severek yapmami saglayan, is yerini
benim i¢in bir ev haline getiren basta Ars. Gor. Hazal Tas olmak tlizere tiim ¢alisma
arkadaglarima,

Beni bugiine getiren, her zaman en biiyiik destek¢im olan canim aileme: bana
diiriistliigli, fedakarligi, zorluklarla basa ¢ikmayi, paylagsmayi, sefkati, kisacast insan
olmayr ogreten, kizt olmaktan gurur duydugum biricik babam Mehmetali
Yenidiinya’ya, en biiylik 6rnegim, saglam durusuyla bana gii¢ veren, hayran oldugum
kadn, biricik annem Birgiil Yenidiinya’ya ve bana her giin yeniden yasama enerjisi
veren, en 1yi arkadaslarim, giin 1siklarim, canim kiz kardeslerim Aysu, Cansu ve Bahar
Giiliz Yenidiinya’ya

Tiim igtenligimle sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR v
SEKILLER DiZiNi viii
1. GIRiS 1
2. GENEL BILGILER 4
2.1.  CD200 Molekiiliiniin Kesfi ve Yapist 4
2.2.  CD200 Molekiiliiniin Fonksiyonlar1 5
2.3.  CD200R Molekiiliiniin Kesfi ve Yapisi 7

2.4. CD200R Molekiiliiniin Fonksiyonlar1 10

2.5. CD200/CD200R ve Santral Sinir Sistemi 11

2.6. CD200/CD200R ve Otoimmiin Hastaliklar 13

2.7. CD200/CD200R ve Kanser 14

2.8.  Endotel Fonksiyonu, Oksidatif Stres ve Inflamasyon 18

2.9.  CD200 ve Endotel 21

3. GEREC VE YONTEM 24

3.1.  Tezde Kullanilan Kimyasallar 24

3.1.1. Hayvanlarda Anestezi Olusturmak I¢in Kullanilan Maddeler 24
3.1.2. Myografta in Vitro Deney Ortami1 Olusturmak i¢in Gerekli Krebs
Soliisyonunu Hazirlamada Kullanilan Kimyasal Maddeler 24

3.1.3. Torasik Aort Endotel Dokusunda Kasilma ve Gevseme

Yanitlarint Uyarmak I¢in Gerekli Kimyasal Maddeler 24
3.1.4. Hayvanlarda Endotel Disfonksiyonunu Diizeltip Diizeltmedigi Test

Edilen Kimyasal Maddeler 24
3.2.  Tezde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler 24
3.2.1. lIzole Torasik Aort Dokusunu Asmak I¢in Kullanilan Cihaz 24
3.2.2. Torasik Aort Dokusunda Fonksiyonel Yanitlar1 Elde Etmek I¢in Izole

Dokularin Asildig1 Diizenek 25

3.2.3. Torasik Aort Dokusunda Elde Edilen Fonksiyonel Yanitlar1 Kaydetmek



© % N o w;

I¢in Kullanilan Diizenek 25

3.3.  Deneysel Model 25
3.4. InVitro Fonksiyonel Analizler 25
3.5. Istatistiksel Analizler 27
BULGULAR 28
4.1.  lIzole Torasik Aort Dokusunda NO Aracili Endotele Bagimli Gevseme
Yanitlarinin CD200KO ve Kontrol Gruplarinda Karsilagtirilmas: 28
4.2.  Infliximab Inkiibasyonunun izole Torasik Aort Dokusunda NO Aracilt
Endotele Bagimli Gevseme Yanitlarina Etkisi 29
4.3.  SOD inkiibasyonunun izole Torasik Aort Dokusunda ACh ile Olusan
Gevseme Yanitlar1 Uzerine Etkisi 29
4.4.  lzole Torasik Aort Dokusunda Endotelden Bagimsiz Gevseme
Yanitlarinin CD200KO ve Kontrol Gruplarinda Karsilastirilmas: 30
4.5.  lzole Fare Torasik Aort Dokusunda CD200KO ve Kontrol Gruplarinda
Phe ile indiiklenen Kasilma Yanitlarinin
Karsilastirilmast 31
TARTISMA 33
SONUC 42
OZET 43
ABSTRACT 44

KAYNAKLAR 45



SIMGELER VE KISALTMALAR

ACh: Asetilkolin

AH: Alzheimer hastalig

APC: Antijen sunan hiicreler

C/EBP: CCAAT/baglanmay1 arttirici protein
CAT: Katalaz

CD: Yiizey farklilagma antijeni

CD200R: CD200 reseptorii

CIA: Kollajenle indiiklenen artrit

COX: Siklooksijenaz

Csk: C terminal Src kinaz

CTLA: Sitotoksik T lenfosit iligkili antijen
DC: Dendritik hiicre

EAE: Deneysel otoimmiin ensefalit

EAU: Deneysel otoimmiin iiveoretinit

ED: Endotel difonksiyonu

EDHF: Endotel kaynakli hiperpolarizan faktor
eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz
GAP: GTPaz aktive edici protein

GPx: Glutatyon peroksidaz

GSH: Rediikte glutatyon

H202: Hidrojen peroksit

HLA: insan 16kosit antijenleri

ICAM: Intraselliiler adezyon molekiilii
IFN: Interferon

IgSF: immiinglobiilin super ailesi

IL: interldkin

IRF: Interferon diizenleyici faktor



ITIM: Immiinoreseptdr tirozin bazli inhibisyon motifi
iNOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

kDa: Kilodalton

KVH: Kardiyovaskiiler hastaliklar

MAPK: mitojenle aktive olan protein kinazlar
MCP: Monosit kemoatraktan faktor

MDSC: Myeloid kaynakl1 supresor hiicreler
MHC: Major doku uygunluk kompleksi

MS: Multiple skleroz

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
NCAM: Noral hiicre adezyon molekiilii
NF-kB: Niikleer faktor kappa B

NK: Dogal oldiiriicii

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

02: Siiperoksit anyonu

OH': Hidroksil radikalleri

ONOQO': Peroksinitrit

PBMC: Periferik kan mononiikleer hiicreleri
PD: Programlanmuis hiicre 6limii

PGI2: Prostasiklin

PH: Parkinson hastalig1

PI3K: Fosfotidil inositol 3 kinaz

PTB: Fosfotirozin baglayan parca

RA: Romatoid artrit

ROS: Reaktif oksijen radikalleri

SHP: Src homoloji 2 bolge iceren fosfatazlar
SHIP: Src homoloji 2 bolge i¢eren inozitol fosfatazlar
SIRP: Sinyal diizenleyici protein

SNP: Sodyum nitroprussid

vi



Vii

SSS: Santral sinir sistemi

STAT: Sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii
TADC: Timor iligkili dendritik hiicreler
TAM: Tiimor iligkili makrofajlar

TAMC: Tiimor iliskili myeloid hiicreler
TGF: Transforme edici biliylime faktorii
TME: Tiimor mikrogevresi

TNF: Tiimor nekroz faktorii

TxA2: Tromboksan A2

VCAM: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
VSMC: Vaskiiler diiz kas hiicreleri

XO: Ksantinoksidaz



SEKILLER DiZiNi

Sekil 4.1. Fare torasik aort halkalarinda ACh ile indiiklenen NO aracili

endotele bagli gevseme yanitlari

Sekil 4.2. Infliximab inkiibasyonunun CD200KO farelerin izole torasik
aort halkalarinda ACh ile indiiklenen endotele bagli gevseme yanitlar

uzerine etkisi

Sekil 4.3. SOD inkiibasyonunun CD200KO farelerin izole torasik aort

halkalarinda NO aracili endotel bagimli gevseme yanitlari {izerine etkisi

Sekil 4.4. Fare torasik aort halkalarinda SNP ile indiiklenen endotelden

bagimsiz gevseme yanitlari

Sekil 4.5. Fare torasik aort halkalarinda Phe ile indiiklenen kasilma yanitlar

viii

28

29

30

31

32



1. GIRIS

CD200 immiinosupresif bir ylizey farklilagma antijeni olup immiinoglobulin
siiper ailesinin (IgSF) iiyesidir (1-4). Myeloid ve lenfoid kaynakli hiicrelerde, endotel
hiicrelerinde ve bir¢ok kanser hiicresinde eksprese edilmektedir (5-7). Daha once
yapilan ¢alismalarda CD200’lin, reseptdrii olan CD200R ile etkilesimleri ortaya
konmus (8); bu etkilesimlerin immiin yanitlar iizerine inhibitdr roller oynayarak
transplantasyonda allograftin yasam siiresinin uzamasi, inflamasyonla seyreden
hastaliklarin siddetinde azalma, agresif tiimorlerde inflamasyonla iligkili biiyiimenin
smirlanmasi veya immiinojenik tiimorlerde progresyonda artma gibi sonuglara neden
olabildigi bildirilmistir (7,9—12). CD200/CD200R etkilesiminin farkli mekanizmalar
tizerinden interferon gama (IFNy), interlokin (IL)-6, IL-1 ve timdor nekroz faktorii alfa
(TNFa) gibi inflamatuar sitokinleri baskiladig1 gosterilmistir (13—17).

Son yillarda CD200/CD200R aksinin santral sinir sistemi (SSS) homeostazinda
ve noroinflamasyondaki rolii daha da iyi anlagilmistir. CD200’( ekprese eden
ndronlarla CD200R’yi eksprese eden mikroglial hiicrelerin iletisiminin SSS’nin
immiinoregiilasyonunda rol oynadigt diistiniilmektedir (8,18). Bununla birlikte,
ndronlarin yani sira endotel hiicreleri ve oligodendrositler gibi diger SSS hiicrelerinde
de CD200’iin eksprese ediliyor olusu bu hiicrelerin de CD200/CD200R aksinin
rollerine katki saglayabilecegini diisiindiirmiistiir (19). Parkinson deney modelinde
farelerde SSS’de CD200 ve CD200R ekspresyonlarinin zamanla azaldigi, IFNy, TNFa
ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin ise arttig1 gosterilmistir (17). CD200’{in
solubl bir immiinoadezin formu olan ‘CD200Fc’ uygulamasinin SSS
mikroglia/makrofajlarini inhibe ettigi, IL-6, TNFa gibi inflamatuar parametreleri ve
nitrik oksidi (NO) azalttig1 gosterilmistir (20).

CD200 ayni zamanda cesitli kanser hiicrelerinde de eksprese edilmekte ve bu
kanserlerin bazilarinda CD200 ekspresyonu tiimor progresyonu ile korelasyon
gostermektedir (21,22). Tiumoér davranmist kanser hiicrelerinin  kendi  basit

davraniglarindan 6te tiimoriin lokal ekosistemi ile iliskilidir ve farkli stromal hiicre



tiplerinin kanser progresyonunu diizenledigi bilinmektedir (23). Akut myeloid
16semide (AML) CD200 ekpresyonu regiilator T hiicrelerde artis ile immiinosupresor
bir timor mikrogevresi (TME) olusturmus ve bu durum kétii prognozla iliskili
bulunmustur (24,25). Agresif bir meme kanseri modelinde ise CD200R silinmesi
(CD200RKO) timorii infilte eden CDS8+ sitotoksik T hiicrelerinde azalmayla ve
TNFa, IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerde artisla sonu¢lanmistir; CD200°1 asiri
eksprese eden farelerde (CD200tg) tiimdrle indiiklenen IFNy artmis; TNFa ve IL-6
sitokinleri, tiimdr biiyiime yaniti ve metastazi azalmistir (12). Inflamasyonla asiri
eksprese olan TNFo’ nin tiimor progresyonunda ve metastazinda énemli bir sitokin
oldugu bilinmektedir (26). Meme kanseri hastalarinda TNFo diizeylerinde artisa
rastlanmig (27), preklinik caligmalarda endojen TNFa’nin metastazda olast kritik
rolleri gozlenmistir (28). Bu sonuglar CD200 ekspresyonunun sistemik ve lokal
inflamatuar yanitlar1 etkileyerek tiimoér progresyonunda ve metastazinda ¢ift yonli,
farkli roller iistlenebilecegine isaret etmektedir.

Damar endoteli kan damarlarinin i¢ yiizeyini doseyen tek katli fonksiyonel
tabakadir (29). Basit tek katli bir tabaka olmasina ragmen, saglikli bir endotel
hiicrelerin adezyonunu, trombosit adezyonunu ve agregasyonunu, diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu, vaskiiler tonusu ve inflamasyonu diizenleyen pek ¢ok
farklh {iriin sentezlemektedir (30). Endotel hiicreleri basta NO olmak iizere ¢esitli
vazodilator ajanlar ile vazokonstriktor ajanlar salgilamakta (31,32), NO aracili dnemli
fonksiyonel ve yapisal roller istlenmektedir (33). NO’nun sentez veya
biyoyararlaniminda azalma endotel disfonksiyonunun (ED) temel sebebidir (34,35).
Vaskiiler endotel, TNFo’nin temel hedeflerinden biridir ve TNFo’nin hem in vivo
hem in vitro kosullarda mikro ve makrovaskiiler dolagimi bozduguna yonelik kanitlar
giderek artmaktadir (36). in vivo TNFa uygulamasinin cesitli damar yataklarinda
endotelyal NO salimimini bozarak endotel disfonksiyonuna neden oldugu
gosterilmistir (37,38). Inflamasyon ile oksidatif stres arasinda yakin bir iliski oldugu
bilinmektedir. inflamatuar hiicreler yiiksek miktarlarda reaktif oksijen radikali (ROS)
iiretimekte ve artan radikaller de inflamasyonu daha da arttirmaktadir (39,40). Daha

once yapilan calismalarda ROS’un niikleer faktor kappa B (NF-kB)’yi aktive ederek



TNFa ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (41). ROS aracili oksidatif stresin
endotel fonksiyonlarinin ve damar tonusunun diizenlenmesinde olumsuz etki
gosterdigi bilinmektedir (42). Oksidatif stres ve inflamasyon viicutta homeostazin
saglanmasindaki O6nemli rolleri ile neredeyse tiim patolojilere dahil olan iki
fenomendir. Inflamatuar hiicreler inflamasyon sahasinda serbest radikaller iireterek
oksidatif strese sebep olurken (43) ROS proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
uyaran hiicre i¢i sinyaller olusturmaktadir (44,45). Inflamasyon ve oksidatif stres
patofizyolojik olaylar acisindan birbirleriyle yakindan iligkili durumlardir ve endotel
tabaka onlarin 6nemli bir aktivite alan1 olarak bilinmektedir.

CD200’tin skuamoz hiicreli kanser (SCC)’de damar endotel hiicrelerinde
saglikli bireylere gore daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir (46). SCC
mikrogevresinde CD200 temel olarak damar endoteline lokalize bulunmustur. Ko ve
ark. (47) endotelyal CD200’tin makrofaj fonksiyonlarini inhibe ederek ve makrofaj
adezyon molekiillerini baskilayarak inflamasyon sirasinda diapedezi onleyebilecegini
ileri siirmiiglerdir. Yapilan calismalarda hem fare hem insan damar endotel
hiicrelerinde CD200’{in eksprese edildigi, ekspresyonun endotel tipine bagli olarak
farkli diizeylerde olup cesitli durumlarda 6zellikle inflamasyon ile indiiklenebildigi
gosterilmistir (46—48).

CD200/CD200R etkilesiminin immiinoregiilatdr rolleri yapilan ¢aligmalarla bir
miktar aydinlatilmis olsa da bu etkilesimin aktivasyonu sonrast devam eden yolaklar
ve ortaya ¢ikan sonuglarin altinda yatan mekanizmalar heniiz netlige kavugsmamustir.
Endotel hiicrelerinde de eksprese edilen CD200’iin endotel fonksiyonlarina etkisi ve
bu etkide TNFa aracili inflamasyon ile oksidatif stresin rolii daha 6nce ¢alisiimamistir.
Bu teze konu olan ¢alismanin amaci, CD200 ligand silinmis farelerden elde edilen
damarlarda endotel fonksiyonlarinin degisip degismedigini saptamak, oksidatif stres
ve TNFo’nin bu fonksiyonlar: etkileyip etkilemedigini degerlendirmek ve bu konuda

literatire katki: sunmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. CD200 Molekiiliiniin Kesfi ve Yapisi

CD200, hiicre ylizey glikoproteinlerinin tanimlanmasi i¢in yapilan ¢alismalar
sirasinda kesfedilmis ve bir siire ‘MRC OX2’ adiyla anilmistir (5). Dokularin
diizenlenmesi ve farklilagmasinda hiicre yiizeyleri arasinda proteinler araciliiyla
gerceklesen etkilesimlerin olduk¢a dnemli oldugu bilinmektedir. Hiicre ylizeyindeki
neredeyse tiim proteinler glikozile sekilde bulunurlar, hiicrenin yasamsal faliyetleri i¢in
biiylik 6neme sahiptirler (49) ve mikroorganizmalar1 tanima, hiicre adezyonu, ligand
baglanmas1 gibi pek cok hiicre dis1 faaliyette cesitli gorevler iistlenmektedirler (50—
52). 1979 yilinda McMaster ve Williams (5), insanda immiin sistemin
diizenlenmesinde, 6zellikle kisa peptitlerin T hiicrelere tanitiminda 6nemli rol oynayan
insan 16kosit antijenleri (HLA)-DR’nin (53) fare ve sigan homologu olan Tip 1a benzeri
glikoproteinleri tanimlamak i¢in yaptiklar1 calismada ‘MRC OX2’ monoklonal
antikorunu sentezleyen hiicre serisini liretmis, ayrica beyinde ve timusta MRC OX2
molekiiliiniin ekspresyonuna rastlamiglardir. McMaster ve Williams tarafindan tiretilen
bu hiicre serisinde bulunan antikor kullanarak, glinlimiizde ‘CD200’ adiyla anilan
MRC 0X2, 1882 yilinda Barclay ve ekibi tarafindan tanimlanmis ve izole edilmistir
(1). CD200’iin 41-47 kDa molekiiler agirlikta bir hiicre yiizey proteini olup aktif T ve
B lenfositler, dendritik hiicreler, endotel hiicreleri, periferik sinirler, bobrek diiz kas
hiicreleri ve bagirsaklar gibi farkli pek ¢ok dokuya ek olarak kanser hiicrelerinde de
sentezledigi gosterilmistir (1,7,54). Bu molekiiliin lenfoid ve lenfoid olmayan ¢esitli
dokularda, farkli tip hiicrelerde sentezleniyor olusu viicutta genel bir diizenleme
fonksiyonundan cok spesifik iglevleri olabilecegini diisiindiirmiis; DNA ve aminoasit
sekanslarinin lenfositlerin antijen tanimalarinda ve hiicre-hiicre etkilesimlerinde
onemli rol oynayan IgSF molekiilleri (CD4, CDS, intraselliiler adezyon molekiilii
(ICAM), vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM), noéral hiicre adezyon molekiilii
(NCAM) gibi) ile olan yiiksek oranda benzerligi ise immiin sistemde 6nemli rolleri
olabilecegine isaret etmistir (2,55). 248 aminoasit (a.a) uzunlugunda olan CD200’{in

2 adet IgSF domainden (V + C) olusan bir ekstraseliiler par¢a (202 a.a), bir



transmembranel parca ve sinyal olusturma Ozelligi bulunmayan kiigiik bir
intrasitoplazmik kuyruk (19 a.a) igerdigi bilinmektedir (2). Membrana bagh ve
plazmada ¢oziilebilir formlari mevcut olan (56) CD200’ii sentezleyen genler
insanlarda kromozom 3’te lokalizedir (3q12-13) (57). Insan-fare CD200 ligandlar1
arasinda %77,6 protein, %81,7 DNA; insan-sigan CD200 ligandlar1 arasinda %77,2
protein ve %80,7 DNA benzerligi bulunmaktadir (58). CD200 pek c¢ok dokuda
yapisal olarak eksprese edilmektedir ve yapisal ekspresyonu inflamatuar yanitlarin
diizenlenmesinde rol oynayan bir protein olan C/EBP (CCAAT/baglanmay1 arttiric
protein)-f tarafindan diizenlenirken (59); inflamatuar sitokinler olan IFNy ve
TNFa’ nin indiiklenebilir CD200 ekspreyonunu uyardigi gosterilmistir (60).

Hem dokulardaki genis ¢apli dagilimi hem de sinyal olusturmayan kisa
sitoplazmik kuyrugu CD200’iin fonksiyonlarmin anlasilmasini zorlastirmistir. 1gSF
domain tasiyan yiizey glikoproteinleri (CD4, CDS8, ICAM, VCAM, NCAM vb.)
l16kosit ylizeylerindeki transmembranel proteinlerin ¢ogunu olusturmaktadir ve
ekstraseliiler uzantilar1 araciligiyla hiicreler arasi etkilesimlerde rol oynadiklari
bilinmektedir (61). CD200’iin 16kosit ylizey glikoproteinleri gibi 2 adet IgSF domain
icermesi bu molekiillerle benzer sekilde immiin sistemde hiicreler arasi etkilesimlerde
ve yabanci maddeleri tanimada gorev alabilecegini diistindiirmiis, CD200’1 ilgi ¢ekici

bir arastirma konusu haline getirmistir.

2.2. CD200 Molekiiliiniin Fonksiyonlari

CD200 molekiiliiniin immiin sistemdeki roliinii anlamak amaciyla yapilan ilk
caligmalar arasinda transplantasyon c¢aligsmalari yer almaktadir. Preklinik ¢aligmalarda
portal venin immiinizasyonunu takiben donor allograft/ksenograftlara tolerans ile graft
sag kaliminda goriilen artis, lenfoid hiicrelerden salinan sitokinlerin yardimcit T
hiicrelerin (Th) inflamatuar Thl alt grubunun sitokin profilinden (IL-2, IL-12, TNFa,
IFNY), antiinflamatuar Th2 alt grubu sitokin profiline (IL-4, IL-10, IL-13, transforme
edici biliylime faktorii (TGF) B) kaymast ile iligkilendirilmistir (62—64). Deri, bobrek,
kardiyak ve intestinal transplant hayvan modellerinde CD200’i{in allograft sag kalimin1

arttirdig1 gozlenmistir (13,65,66). Transplante dokuya karsi tolerans gelisiminin pek



cok mRNA ekspresyonunda artigla iliskili oldugu, artan mRNA’lardan birinin
dendritik hiicre (DC) yiizeylerinde de eksprese edilen CD200’e ait oldugu goriilmiistiir
(67). DC’lerin de iglerinde bulundugu antijen sunan hiicrelerin (APC) sentezledikleri
major doku uygunluk kompleksi (MHC) ve ko-stimiilator molekiillerin (CD28:CDS0,
CD86, CD40:CD40L) yardimiyla T hiicrelerin aktivasyonunda ve transplantasyonda
tolerans gelisiminde onemli rol oynadigi bilinmektedir (68—70). Bununla birlikte
DC’lerin yiizeylerinde bulunan CD200’{in immiin fonksiyonlarin diizenlemesinde ko-
stimiilator reseptorler gibi rol oynayabilecegi diisiiniilmiis ve bu konuda c¢esitli
aragtirmalar yapilmistir. CD200 blokaj1 yapilan ¢alismalarda graft sag kalimindaki
artisin ortadan kalktigi, Th2 sitokinlere kaymanin tersine dondiigii goriilmiistiir
(13,66,71). Ayrica CD200Fc’nin T hiicre aktivasyonunu ve Thl sitokin iiretimini
baskilandig1 gosterilmistir (65). DC’lerde eksprese edilen CD200, CD80 ve CD86 ile
yiiksek homolojiye sahip olup (72), bu molekiillerden farkli olarak Th2 sitokinlerde
yaptig1 artis nedeniyle daha ¢ok immiinosupresor bir faktor olarak diisiiniilmiistiir
(13,67,73). Immiinsupresyon ko-stimiilasyonun bloklanmasiyla olusabilecegi gibi, T
hiicrelere direkt veya indirekt diizenleyici inhibitdr sinyaller ileten molekiillerin
(CD47/Sinyal diizenleyici protein (SIRP)a, programlanmis hiicre oliimii (PD)-1/PD-Ligandi (PD-L),
sitotoksik T lenfosit iliskili ~protein (CTLA)-4/CD80, CD86 gibi) etkilesimiyle de
olusabilmektedir (74—76). CD200’iin diizenleyici bu immiinsupresif molekiillerden
biri oldugu diisiiniilmektedir.

CD200’1in santral sinir sistemi (SSS) iizerine olas1 etkileri ise ilk olarak Hoek ve ark.
(3) tarafindan arastirilmistir. Bu caligmada fasiyal sinir transeksiyon modelinde
CD200 ligandi silinmis (CD200KO) fareler ve kontrol grubu karsilastiriimas,
CD200KO farelerde sinir hasartyla SSS makrofajlar1 olan mikroglialarin
aktivasyonunun arttig1 ve daha erken donemde ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Ayni ekip
mikroglia/makrofajlarin rol aldigi inflamatuar otoimmiin hastaliklarda CD200’{in
hastalik stireci iizerine etkisini anlayabilmek i¢in beyin ve eklemleri etkileyen hastalik
deney modellerinde (sirasiyla multiple skleroz (MS) deney modeli olan otoimmiin

ensefalomiyelit (EAE) ve romatoid artrit (RA) deney modeli olan kollajenle indiiklenen artrit
(CIA)) calismis ve her iki deney modelinde de CD200KO farelerde daha erken donemde



ve daha siddetli hastalik gelisimine rastlanmistir. Ayrica bu deneylerde indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunda ve makrofaj/mikroglia diizeyinde artis
gozlenmistir. CIA deney modeliyle yapilan baska bir ¢calismada CD200Fc uygulamasi
ile farelerde TNFa ve IFNy sentezinde ve artrit gelisiminde azalma gozlenmistir (14).
Tiimdr immiinolojisi alanma ilginin arttigi donemde immiinoregiilasyondaki
olast rolleriyle CD200 de bu alanda calisilmaya baslanmigtir. Losemi tiimor
modellerinde CD200Fc, tiimér biiylimesine karsi savunmayr CD4+ ve CD8+ T
hiicreleri aracilifiyla baskilayarak tiimor biiylimesini hizlandirmig ve mortaliteyi
arttirmisg, anti-CD200 tedavisi ise tlimore karsi immiiniteyi desteklemistir (77). Kronik
lenfositer 10semide (KLL) potansiyel bir terapdtik antikor veya taniya yardimci bir
diagnostik marker bulabilmek i¢in yapilan bir calismada B hiicre yiizey proteinleri
karsilastirilmig, KLL grubunda B hiicrelerde CD200 ekspresyonu anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar CD200’{in diagnostik bir belirteg olabilecegini
diisiindiirmistiir (78). Th1 sitokinlerin etkili sitotoksik yanit i¢in gerekli oldugu ve bazi
kanser tiirlerinde ilerlemenin Thl fenotipten Th2’ye kayma ile iliskili oldugu
bilinmektedir (79-81). CD200 Thl sitokin profilinden Th2 sitokin profiline kayma ile
iligkili olup bu kaymay1 tersine dondiirecek stratejilerden biri olarak CD200 aks1
kanserde potansiyel terapotik bir molekiil olarak dikkatleri iistiine ¢gekmistir.
CD200’1in sinyal olusturabilen bir sitoplazmik kuyrugu ya da adaptdr proteinler
icin bir baglanma bolgesi olmadigindan immiin sistemin regiilasyonundaki rollerini
reseptori araciligiyla gergeklestirdigi diistiniilmiistiir (82). CD200’{in fonksiyonlarinin
anlasilmasinda kilit nokta spesifik olarak baglandig: bir reseptor tanimlamak ve onun

fonksiyonlarini aragtirmak oldugundan ¢aligmalar CD200 reseptorlerine yonelmistir.

2.3. CD200R Molekiiliiniin Kesfi ve Yapisi

2000 yilinda Wright ve ekibi CD200’e benzer sekilde iki adet IgSF domain
iceren, CD200’den farkli olarak sinyal olusturma yetenegi olan uzun bir sitoplazmik
kuyruga sahip reseptorii ‘OX2R’yi tanimlamiglardir (8). Zamanla OX2 ‘CD200’
olarak adlandirilirken reseptdrii OX2R ise ‘CD200R’ olarak adlandirilmistir. CD200
dokularda  yaygin  bulunan bir hiicre yiizey proteiniyken = CD200R



immiinoregiilasyondaki roliine isaret edecek sekilde ozellikle myeloid hiicrelerde,
makrofajlar, mikroglialar, dendritik hiicreler, mast hiicreleri, bazi T lenfositler ve dogal
oldiiriicii (NK) hiicrelerde eksprese edilmektedir (8,54,83,84). Her iki protein de Ig-
benzeri domainler igerirken reseptoriin sitoplazmik kuyrugu daha uzun olup sinyal
motifleri igermektedir (8). CD200 ve CD200R N terminal uc¢larindan GFCC’
yiizlerinden birbirlerine tutunurlar (85). CD200R 'nin spesifik dagilim paterni, ligand1
ile baglandiginda myeloid ve lenfoid hiicrelerde immiin fonksiyonlar1 diizenleyen
hiicre i¢i sinyaller olusturabilecegine isaret etmistir. Noronlarda CD200 (18),
mikroglialarda ise CD200R (8) eksprese edilmekte; travma veya iskemi gibi
durumlarda CD200/CD200R etkilesiminin néroinflamasyonu baskilayict roller
iistlendigini gosteren caligmalar bulunmaktadir (3,86,87). Kronik inflamasyonla
seyreden norodejeneratif hastaliklar olan Parkinson hastaligi (PH) ve Alzheimer
hastaligi (AH) ise CD200/CD200R etkilesiminde azalma ile iliskili bulunmustur
(88,89). Yapilan farkli ¢alismalarda CD200/CD200R etkilesimi bloke edildiginde
cesitli inflamatuar patolojilerin (RA, MS, iiveoretinit gibi) siddetinde artis goriilmiis
(3,90), CD200R’nin uyarilmasiyla makrofaj aktivitesinin ve inflamasyonun
baskilandig1 goézlenmistir (91,92). Ayrica CD200/CD200R etkilesiminin ortamin
sitokin profilini inflamatuar Thl sitokinlerden anti-inflamatuar Th2 sitokinlere
kaydirdigini gosteren pek ¢ok calisma da mevcuttur (4,93).

Immiin sistemde gérevli hiicreler yabanc1 maddelere, enfeksiydz organizmalara
ve patojenlere karsi yeterli efektif immiin yanitlar olustururken bir yandan da viicudun
self toleransini saglayan diizenleyici mekanizmalara sahiptirler (94,95). Patojenlere
karst immiin yanitlar daha ¢ok sitokinler ile genis alanlarda etkili olurken immiin
sistemin spesifik kontroliinde myeloid hiicrelerde eksprese edilen inhibitor ve aktivator
reseptorlerin birlikte gorev aldigi bilinmektedir (96-98). Hiicre yiizey reseptorlerinden
kaynaklanan aktivator ve inhibitor sinyaller normal kosullar altinda viicuttaki immiin
sistemin homeostazda kalmasini saglar ve viicudu immiinopatolojilerden korur. Bu
mekanizmalarda bozulma kronik inflamasyon, otoimmiinite ve alerji gibi
immiinopatolojik sonuglar ortaya cikarir (99-101). Yapilan ¢alismalar CD200R’nin

myeloid ve lenfoid immiin sistem hiicrelerinin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde



gorevli, efektif inflamasyon ile immiinopatoloji olusumu arasindaki dengede anahtar
rol oynayan, doku homeostazinin saglanmasinda énemli bir immiin inhibitdr reseptor
olduguna isaret etmistir (3,71,90,102). Immiin inhibitdr reseptérler daha ¢ok ya IgSF
ya da C-tip lektin reseptdr ailesine dahil olup ¢ogu immiinoreseptor tirozin bazli
inhibisyon motifi ‘ITIM’ olarak adlandirilan ortak bir sitoplazmik parca igerir (103).
Tim ITIM’lar tirozin fosforilasyonu ile fosfatazlari [SRC homoloji 2 bélge iceren
fosfatazlar (SHP1, SHP2) veya inozitol fosfatazlar (SHIP)] toplarlar. Fosfatazlarin
ITIM igeren reseptorlere baglanmasi, hiicre aktivasyonunu baskilayan defosforilasyon
reaksiyonlarin1 baglatir. CD200R ise immiin inhibitor reseptdrlerden biri olmasina
ragmen diger inhibitdr reseptorlerin cogundan farkli olarak ITIM igermez, sitoplazmik
kuyrugunda ii¢ adet tirozin rezidiisii (Y286, Y289, Y297) bulundurur (104). Y297,
fosfotirozin baglayan parga (PTB) igeren ve inhibitdr adaptor proteinler (Dok1, Dok?2)
icin baglanma bolgesi bulunduran bir NPXY (Asn-Pro-X-Tyr) motifinde lokalizedir.
Dok proteinlerinin fosforilasyonu ile SHP2 aracili RasGAP (GTPaz aktive edici
protein), SHIP, Csk (C terminal Src kinaz) gibi inhibitdr molekiillerle etkilesim
tetiklenir. B hiicrelerde Dok aracili mitojenle aktive olan protein kinazlarin (MAPK)
inhibisyonunun hiicre aktivasyonunu baskiladig1 (105), Dok2’nin ise RasGAP
aracilifiyla T hiicrelerin gelisimini diizenledigi bilinmektedir (106). Ayrica Dok?2-
RasGAP kompleksi Ras aktivasyonunu inhibe ederek inflamatuar yolaklar olan
MAPK, Fosfotidil inositol 3 kinaz (PI3K)/Akt ve inflamasyondan sorumlu genlerin
diizenlenmesinde rol oynayan énemli bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin (107)
aktivasyonunu da baskilamaktadir (104,108—111). Mast hiicrelerinde ise Dokl asir1
sentezinin Ras/Raf/ERK sinyalinde inhibisyon ve TNFo’nin de novo sentezinde
azalma ile sonuglandig1 gosterilmistir (112). CD200R, ligandi ile baglandiginda Dok 1
ve Dok 2 aracili RasGAP ve SHIP toplanmasi, Ras inhibisyonu ve potansiyel diger
aract mediatorlerle MAPK’larin (ERK, p38, JNK) aktivasyonunu baskilayarak
immiinoregiilasyonda rol oynuyor gibi goriinmektedir (104,109). Yapilan
caligmalarda insanlarda bulunmayip farelerde eksprese edilen farkli CD200

reseptorlerine de rastlanmis, bulunan ilk reseptor CD200R1 olarak adlandirilirken
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kesfedilen reseptorler CD200R2-5 veya CD200La-d olarak adlandirilmistir
(83,113,114). Bu reseptorlerin  ligandlar1  ve fonksiyonlart heniiz netlik

kazanmadigindan bu ¢alismada kafa karisikligini 6nlemek amaciyla CD200R1’den
‘CD200R’ olarak bahsedilmektedir.

2.4. CD200R Molekiiliiniin Fonksiyonlar:

Makrofajlar bagisiklik sisteminin ¢ok yonlii oyucularidir. Patojenleri ve zararh
endojenleri ¢esitli kemokinlerin, sitokinlerin salinimiyla ve fagositoz araciligiyla
notralize ederek etkili bir immiin yanit olusturulmasina katki sagladiklar1 gibi immiin
yanitlarin rezoliisyonunda da 6nemli roller tistlenmektedirler (115,116). Klasik
inflamatuar M1 makrofajlar yliksek oranda proinflamatuar sitokin, NO, ROS sentezler,
direkt veya indirekt (Th1 hiicreler aracili) olarak immiin yanitlar1 diizenleyerek
patojenleri temizler ve IL-1, IFNy ile TNFa tarafindan indiiklenirler. Regiilator
antiinflamatuar M2a makrofajlar ise Th2 aracili immiin yanitlar1 diizenler, yara
iyilesmesinde rol oynar ve IL-4, IL-13 ile indiiklenirler. CD200/CD200R etkilesimi
bloke edildikten sonra inflamatuar hastaliklarin siddetinde goriilen artis (3,90)
CD200R aktivasyonunun makrofajlart baskilayici bir sinyal olusturabilecegine ve
makrofaj aktivitesini, bdylece inflamasyon alanindaki doku hasarin
sinirlandirabilecegine isaret etmektedir (91,92). Yapilan ¢calismalar CD200/CD200R
etkilesiminin proinflamatuar yolaklar1 baskilayici etkileri izerine yogunlagsmis olsa da
antiinflamatuar yolaklar lizerinden de immiinoregiilasyonda rol oynadigini gésteren
caligmalar mevcuttur. Antiinflamatuar sitokinler olan IL-4 ve IL-13 ile CD200 ve
CD200R ekspresyonlarinda artis gézlenmistir (89,102,117,118). Insan monosit hiicre
kiiltiirlerinde IL-4 ile indiiklenen CD200R ekspresyonunun antiinflamatuar fenotipte
olan M2a makrofajlarla es zamanl arttig1 gosterilmis, bu bulgu CD200R’nin M2a
makrofajlar i¢in bir hiicre ylizey marker1 olabilecegine isaret etmistir (102). Bu
caligmanin bulgularina gére CD200R, IL-4 aracilt M2 makrofajlarin aktivasyonu ile
Th2 immiin yanitlarin1 uyariyor, doku iyilesmesini ve homeostazini saglayacak

immiinsupresif ortamin olugsmasini destekliyor gibi goriinmektedir (102).
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2.5. CD200/CD200R ve Santral Sinir Sistemi

SSS’de patojenlerin ve immiin molekiillerin girisi kan beyin bariyeri ile siki
sekilde kontrol altinda tutulmakta ve inflamatuar kosullar altinda bile mikroglia
aracili immiin reaksiyonlar, diizenleyici mekanizmalar ile immiinopatolojilere engel
olacak sekilde baskilanmaktadir. Noronlarda ve oligodendrositlerde CD200’{in
(18,19), mikroglialarda ise CD200R’nin eksprese ediliyor olusu (8) CD200/CD200R
etkilesiminin SSS’de olasi rollerine isaret etmis ve bu etkilesimi ilgi cekici bir
arastirma konusu haline getirmistir. CD200KO farelerden hazirlanan glial hiicre
kiiltiiri gram (-) bakteri duvart lipopolisakkaridi (LPS) veya IFNy ile uyarildiginda
TNFa, IL-1B, IL-6 ve iNOS seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli artisla
beraber mikroglialarin da daha yiiksek oranda aktive olduklar1 goriilmiistiir (16,119).
CD200 yoklugunda goriilen bu artmis inflamatuar yanit CD200/CD200R etkilesiminin
proinflamatuar mikroglial aktivasyonu baskiladigina isaret etmektedir. LPS ile
indiiklenmis retinal mikroglial kiiltiire CD200Fc eklendiginde NF-kB’yi baskilayarak
proinflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe ettigi goriilmiistiir (16,120).

Kronik inflamasyonla seyreden, yaglanmanin 6nemli bir risk faktorii oldugu ve
patogenezinde mikroglialarin 6nemli rol oynadigi ndrodejeneratif hastaliklar olan
Alzheimer ve Parkinson hastaliklart CD200/CD200R etkilesiminde azalma ile iliskili
bulunmustur (17,89). 3 aylik farelerle kiyaslandiginda 24 aylik farelerde yasla birlikte
klasik makrofajlarin aktivasyonunu baskilayan IL-4, IL-13 ve CD200 mRNA
ekspresyonlarinda azalma goriiliirken; CD86, IFNy, MHCII gibi inflamatuar
markerlarin mRNA’larinda artig goriilmiistiir (121). AB-amiloid uygulanmis yasl
sicanlarda mikroglial aktivasyonda artma ile CD200 ekspresyonlarinda azalma
gozlenmis, IL-4 ilave edildiginde bu bulgularin tersine dondigi saptanmistir
(122). Alzheimer hastaligr olan kisilerin postmortem beyin dokularinda yapilan
calisgmada hipokampiis ve inferior temporal gyruslarda CD200 ve CD200R
seviyelerinde anlamli azalma goriilmiis, doku mikroglialar1 IL-4 ve IL-13 ile kiiltiire
edildiginde CD200R ekspresyonlarinda anlamli artis gozlenmistir (89). Ayrica
sicanlarda PH deney modeli kullanilarak yapilan ¢alismalarda CD200/CD200R

ekspresyonlarinda azalma goriilmiis, CD200 uygulanmasiyla mikroglial aktivasyon
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baskilanarak IFNy, TNFa ve IL-1p ekspresyonlarinda azalma saptanmistir (17).
Benzer bir modelde CD200R blokaji daha yiiksek TNFa ve IL-6 seviyeleri, artmis
mikroglial aktivite ve daha siddetli hastalikla iligkili bulunmustur (123). SSS’nin
kronik inflamatuar ndrodejeneratif otoimmiin hastalig1 olan multiple skleroz deney
modellerinde de (EAE) CD200 seviyelerinde azalma gozlenmis (124,125), CD200Fc
uygulamasinin SSS mikroglia/makrofajlar1 inhibe ettigi, CD80, MHCII, IL-6, TNFa,
NO gibi inflamatuar parametreleri azalttigi goriilmistiir (20).

Retina, SSS’nin immiin ayricalikli bir bolgesi olup mikroglia-néron iletigimi
burada siki bir kontrol altinda tutulmaktadir. Retinada CD200R ekspresyonu
olmamakla birlikte noronal ve endotelyal dokuda CD200 ekspresyonu mevcuttur
(126). Deneysel otoimmiin iiveoretinit (EAU) modelinde T hiicre aracili IFNy ve TNFa
iiretiminin arttig1 ve aktive olan klasik makrofajlarin iNOS sentezledigi bilinmektedir
(127). CD200KO farelerde EAU modelinde retinada mikroglia ve makrofajlar sayica
artmis ayrica makrofaj aktivasyon belirteci iNOS’un sentezinde de artis gozlenmistir
(90). Aynt modelde CD200R agonistinin kullanilmasiyla retinal makrofaj aktivasyonu
ve infiltrasyonu baskilanmistir (92). CD200R monoklonal antikoru (mAb) kullanilarak
yapilan bir baska caligmada ise hastalik daha erken baslayip daha siddetli seyretmis,
doku yikimi, iNOS diizeyleri ve bununla birlikte endotelyal CD200
ekspresyonlarinda artis saptanmistir (128). Ancak bu calismada benzer ¢aligmalarda
gozlenenin (3,90,92) aksine dokuya infiltre makrofajlar sayica artmamis, bu durum
dikkatleri endotel tabakanin CD200R+ hiicrelerin dokuya ge¢isi ve dolagim

trafigindeki olas1 rollerine ¢ekmistir.

2.6. CD200/CD200R ve Otoimmiin Hastaliklar

Eklemleri tutan, kronik inflamasyonla seyreden otoimmiin bir hastalik olan
romatoid artrit deney modelinde CD200Fc profilaktik olarak uygulandiginda CIA
gelisimini Onledigi goézlenmistir (14). CIA deney modelinde CD200KO farelerde
hastalik daha hizli1 progresyon gostermis, CD200Fc uygulamasi ile proinflamatuar
TNFa, IFNy, IL-18 sitokinlerinde azalma ve hastalik seyrinde yavaslama goriilmiistiir

(129). Yapuilan bir diger ¢alismada hastaligin indiiklenmesiyle artritli eklemde CD200
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ve CD200R ekspresyonlarinda artig goézlenirken, CD200RKO farelerde hastalik
siddetinde artig saptanmustir (130). IL-17, Th17 hiicrelerinden kaynaklanan bir sitokin
olup makrofaj aktivasyonu ve IL-6 salimminda artisla inflamatuar yanitlar
olusturmakta; bu sitokinler RA patolojisinde anahtar rol oynamaktadir (131). RA
hastalarindan alinan periferik kan monontikleer hiicreleri arasinda CD200 veya
CD200R eksprese eden hiicrelerin orani kontrol grubuna gore anlamli olarak
azalmigken; sinovyumda lokalize CD200+ hiicreler kontrol grubuna gore artmus,
infliximab (anti-TNFa mAb) ve metotreksat (MTX) kullanimi ile periferik CD200,
CD200R ekspresyonlarinda artis saptanmis, bu artisin hastalik klinik skorlarinda
iyilesme ile korele oldugu gozlenmistir (11). Yine bu ¢alismada CD200Fc tedavisi
CD4+ T hiicre proliferasyonunu ve Th17’ye farklilagmay1 inhibe etmistir. Baska bir
RA caligmasinda CD4+ T hiicrelerde CD200 ekspresyonun seropozitif hastalarda ve
anti-TNFa tedavisi alan hastalarda anlamli olarak daha yiiksek oldugunu, ancak CD200
seviyelerinin klinik hastalik siddetiyle korele olmadigini gozlemlemislerdir (132).
Arastirmacilar daha 6nce yapilan ¢aligmalarda gosterilen TNFa ile indiiklenen CD200
ekspresyonuna (60) zit goriinen bu durumu hastalik seyrinde daha yiiksek TNFa
seviyelerine sahip olan RA hastalarinin anti-TNFa tedavisine iyi yanit veriyor olmasi
ile iligkilendirmis ve CD4+ T hiicrelerinde CD200 ekspresyon seviyelerinin RA
hastalarinda anti-TNFa ile tedaviye uygunluk agisindan bir belirte¢ olabileceginden

bahsetmislerdir (132).

2.7. CD200/CD200R ve Kanser

CD200’tin immiinsupresif rolleri diisiiniildiigiinde diger immiin kontrol noktalari
(CTLA-4, PD-1, CDA47) gibi antitiméral T hiicre yanitlarim1 ve NK hiicreleri
baskilayarak protiimdrojenik bir rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (133—135). Akut
myeloid 16semi (AML) (24), multiple miyelom (MM) (21), kronik myeloid 16semi
(KML) (136) gibi pek ¢ok hematolojik kanserde; rektal (137), meme (138), kolon
(139), akciger (140), over (141), bas-boyun (142), pankreas (143) ve mesane
kanseri (144) gibi solid tiimorlerde, ayrica skuamoz hiicreli, bazal hiicreli kanserler

(SCC, BCC) ile melanom gibi cilt kanserlerinde (46,145,146) CD200 ekspresyonuna
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rastlanmigtir. Bununla birlikte, tiimorii besleyen damarlarin endotel hiicreleri ve timor
mikrogevresinde (TME) bulunan aktif T lenfositler ile myeloid hiicrelerde de CD200
ve CD200R ekspresyonlar1 saptanmigtir (46,146—148). Tiimor iligkili makrofajlar
(TAM), myeloid kaynakli supresor hiicreler (MDSC) ve tiimor iliskili dendritik
hiicreler (TADC)’den olusan tiimor iligkili myeloid hiicreler (TAMC) TME’de
CD200R eksprese eden temel hiicreler olup (147) tiimor iligkili inflamasyonda,
anjiogenezde, timor invazyonu ve metastazinda rol oynayan, tiimor spesifik T hiicreli
yanitlar1 diizenleyen onemli yapilardir (149-151). Timor hiicrelerince eksprese
edilen CD200 ile TME’de bulunan myeloid hiicrelerde eksprese edilen CD200R nin
etkilesiminin timor iliskili inflamasyon ve immiin yanitlarin diizenlenmesinde rol
oynadigi diisliniilmektedir (146—148).

In vitro calismalarda 16semik tiimdr hiicrelerinde CD200 ekspresyonunun
timor spesifik T hiicreli yanitlari inhibe ettigi gosterilmistir (77). CD200 KLL’de
sitotoksik CD8+ T hiicre proliferasyonunu inhibe etmis (134), in vitro CD200 blokaj1
CD8+ T hiicrelerinin CD200+ lenfoma hiicreleri iizerinde sitotoksik etkilerini
arttirmigtir (152). AML’de artmig CD200 ekspresyonunun antitiimoral NK ve bellek T
hiicre yanitlarim1 direkt olarak baskilayabildigi, anti-CD200 tedavisi ile bu
baskilanmanin ortadan kalktig1 gosterilmis (135,153). Yine AML’de CD200
ekspresyonu Treg hiicrelerde artis ile immiinsupresor bir TME (25) ve kotii prognozla
iligkili bulunmustur (24). AML ve ALL fare deneylerinde anti-CD200 antikoru ile IL-
2 ve IFNy iiretiminde artma, Thl sitokin yoniinde kayma, hastalik gelisiminde
yavaglama ortaya c¢ikmistir (154,155). Multiple miyeloma hastalarinda miyeloma
hiicrelerinde CD200 mRNA ekspresyonu azalmis sag kalimla iligkilendirilmis (21),
daha sonra yapilan bir bagka calismada ise miyeloma hiicrelerinde CD200
ekspresyonunun kaybi klinik olarak daha siddetli hastalikla iliskili bulunmustur (156).
Zit sonuglar1 olan bu iki ¢alisma arasinda hastalarin tani aninda veya tedavi aldiktan
sonra ¢alismaya dahil edilmesi, kullanilan CD200 6l¢lim metodlart gibi farkliliklar
bulunmaktadir. Immiinsupresif fenotipi ile immiinoterapiye direngli bir kanser olan
pankreatik adenoduktal karsinomda (PDAC), timér epitel ve stromal hiicrelerinde

yiiksek oranda CD200, MDSC’lerde ise yiiksek oranda CD200R ekspresyonuna
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rastlanmig (143,157), PDAC fare modelinde yapilan ¢alismada CD200/CD200R
sinyali anti-CD200 mAb ile bloke edildiginde MDSC seviyelerinin anlamli olarak
azaldigi, CD4+ T hiicrelerin arttig1 ve timdr biiyiimesinin baskilandigi goriilmiistiir
(157). MDSC’lerin immiinsupresor etkiye sahip immature hiicreler oldugu, arjinaz-1,
iNOS, ROS ve IL-10, IL-13, TGFp gibi sitokinler salgilayarak bir yandan Treg, M2 tip
makrofajlar ve tolerojenik DC gibi immiinsupresor hiicre popiilasyonlarini uyarirken
bir yandan da T ve NK hiicreler aracili antitimdral yanitlart inhibe ettigi
bilinmektedir (158,159). BCC’de CD200 varligi kanser kok hiicrelerinde timor
olusturma kapasitesi ile iliskilendirilmis (145), CD200’iin MAPK/ERK yolaginin
inhibisyonu ile IFNy aracili sitotoksik antitiimoral yanitlar1 azalttigi, NK hiicrelerin
aktivitesini baskiladig1 ve apoptozlarini arttirdigr gosterilmistir (160). SCC’de ise
CD200 molekiiliiniin metastatik kapasiteyle pozitif yonde korele oldugu bulunmustur
(22).

CD200/CD200R yolag: antitiimoral tedavilerde hedef olarak kullanilan immiin
kontrol noktalariyla (PD-1, CTLA-4) benzerlikler tasidigindan kanser tedavisinde
potansiyel bir terapotik hedef olarak arastirilmaktadir. Bir insan anti-CD200
monoklonal antikoru olan Samalizumab, CD200 eksprese eden hiicrelerde
CD200/CD200R aksint bloke etmek i¢in tasarlanmis, KLL ve MM hastalarinda
(sirastyla 23 ve 3 hasta) faz 1 calismalar yapilmistir (161). KLL hastalarinda timér
yiikiinii %65 oraninda azalttig1 ancak bu etkide 6 yillik deney siiresince devamliligin
sadece 1 hastada saglandigi;; MM hastalarmin ise tedaviye yanitsiz olduklari
goriilmistlir. Calismada cilt dokiintiileri, eklem agrisi, bas agrisi, kanama bozukluklari
gibi az ve orta siddetli yan etkiler raporlanmistir. Bu yan etki profili CD200 silinmis
farelerde ve PD-1, CTLA-4 antikor tedavilerinin klinik ¢aligmalarinda goriilen yan
etki profilleriyle benzer nitelikte bulunmustur. CD200/CD200R blokajiyla goriilen
kisa stireli yanitlarin, bu molekiillerin NK ve T hiicreleri disinda TME’de bulunan
MDSC ve TAM gibi hiicreler iizerinde baska mekanizmalarla olusturduklari
etkilerden kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir (162). Ayrica intrinsik bir proteaz
(gama sekretaz) ile koparilan CD200’tn kuyruk pargasinin beta-katenin ile

baglanarak niikleer translokasyonla timor biiylimesini  destekleyebilecek
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transkripsiyonel faktorlerin sentezini arttirabilecegi (163) veya farkli kanser tiplerinde
sentezlenen ekstrinsik proteazlarca (164,165) dolasima sacgilan solubl CD200’lerin
kullanilan antikorla tam olarak bloke edilemeyebilecegi de 6ne siiriilmiistiir (166).

Bir tlimoriin gelisimi ve bilylimesi protiimorojenik olaylar, tiimorii besleyen kan
damarlarinin anjiyogenezi, tiimor iliskili inflamasyon ve T hiicre yanitlar1 gibi pek ¢ok
faktorden etkilenmektedir (151,167). Kontrol altina alinamayan kronik inflamasyon
immiinsupresif, timorojenik bir ortam yaratarak tiimor gelisimi ve metastazda rol
oynamaktadir (168). Immiin sistemin kronik aktivasyonu, inflamatuar bir mikrogevre,
DNA hasar1 ve malign transformasyonla sonuclanmaktadir (167). CD200’{in timdor
iliskili inflamasyonu ve anjiogenezi baskilayarak antitiimdral etkiler gosterebilecegi
diistiniilmektedir (146). Miyeloid hiicreler tiimdr hiicrelerinin migrasyon, invazyon ve
metastazlarinda gorevli yardimcilaridir, TME’de TAMC’lar anjiyogenezi, timor
hiicrelerinin go¢ilinii ve invazyonunu baglatir, metastatik alanlarda antitiimoral
immiiniteyi baskilarlar (168,169). TAMC’lar CD200R eksprese eden major hiicre
serisi oldugundan (147) CD200 aracili TAMC inhibisyonunun tiimér formasyon ve
metastazini inhibe edebilecegi de diisliniilmektedir. CD200+ ve CD200- BI16
melanom hiicreleri kiyaslandiginda CD200+ hiicrelerin uygulandigi deney grubunda
timor formasyonu ve akciger metastazinin anlamli sekilde azaldigi goriilmiistiir
(146). CD200R’nin uyarilmast ile CD200- malign melanomun akcigerlere
metastazinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir. Baska bir c¢aligmada ise
CD200RKO farelerde CD200— B16 melanomda tiimdr biiyiimesinde bir degisiklik
yokken CD200+ tiimdrde artmis biiylime ile birlikte myeloid hiicrelerde, anjiogenezle
iliskili VEGF ve HIF-1a genlerinde artis goriilmiistiir (148). Metastaz yetenegi yliksek
agresif bir kanser modeli olan 4THM fare meme kanseri modelinde CD200’i asir1
ekprese eden transgenik (CD200tg) farelerde IFNy ve IL-10 saliniminda artisla TNFa
ve IL-6 salinmasinda, timor biiylime ve metastazinda azalma; CD200RKO farelerde
ise tiimori infiltre eden sitotoksik T hiicrelerde azalma, TNFa ve IL-6 inflamatuar
sitokinlerde artig ile tiimor metastazinda artis goriilmiistiir (12). Notrofil infiltrasyonu
CD200tg farelerde anlamli sekilde azalmisken CD200RKO farelerde artmistir. EMT6

meme kanseri modelinde ise CD200tg farelerde kontrol grubuna gore artmis tiimoral
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bliyiime goézlenmis, anti-CD200 mAb kullanildiginda tiimér biiyliime ve metastazi
azalmistir (170,171). EMT6 ve 4THM kanser modeli ¢alismalarinda goriilen bu karsit
sonuglar arastirmacilar tarafindan, ‘CD200 yiiksek immiinojenik ve zayif metastaz
yapan tiimorlerde malign potansiyeli arttirtyor iken artmig sistemik inflamasyonla
seyreden agresif tiimorlerde antitiimdral etki olusturabilir’ seklinde yorumlanmistir
(12).

Bir SCC ¢alisgmasinda CD200 ekspresyonunun invaziv SCC dokusuyla bitigik
stromada anlamli sekilde arttigi gosterilmis ve SCC’li dokuda vaskiiler endotel
hiicrelerinin neredeyse tamami CD200°i sentezlerken normal dokuda bu olay
gozlenmemistir (46). Ayni ¢alismada tiimor siipernatant1 ve LPS ile inkiibe edilmis
insan dermal endotel hiicrelerinde artan CD200 ekspresyonu arastirmacilar tarafindan
timor mikrogevresinde bulunan ¢oziilebilir faktdrlerin CD200’1 indiikleyebilecegi
seklinde yorumlanmistir. Ayrica SCC stromasinda normal doku hattina gére anlaml
olarak daha yiiksek CD200R ekspresyonu gozlenmistir. Arastirmacilar tarafindan
endotelyal CD200’tin SCC stromasinda bulunan CD200R+ makrofajlar ile diapedez
sirasinda  etkilesime gecerek proinflamatuar sitokinlerin salinimini  baskiliyor
olabilecegi one siiriilmiistiir. Timor hiicrelerine ek olarak tiimdr vaskiiler yataginin
endotel hiicreleri de CD200 eksprese etmektedir. Endotelyal CD200’iin immiin
sistem hiicreleri ile endotel hiicreleri araasindaki etkilesimde ve immiin hiicre
fonksiyonlarinin smirlanmasinda rol oynayabilecegi (46,47), CD200R+ myeloid
hiicrelerin timor alanina infiltrasyonunu etkileyerek tiimdr biiyiime ve gelisimini
diizenliyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiimor hiicrelerinin metastaz i¢in, antitiimdral
yanitlart olusturacak immiin hiicrelerin ise tiimdér dokusuna ulagmak i¢in endotel
hiicrelerini ge¢meleri gerekmektedir (172). Bu nedenle bu c¢alismada SCC tiimor
hiicrelerinin antitlimoral immiin yanitlar1 baskilamak, timoriin dolagimda yayilimini
arttirmak i¢in endotelyal CD200 ekspresyonlarini arttirtyor olabilecegi diisiiniilmiistiir

(46).
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2.8. Endotel Fonksiyonu, Oksidatif Stres ve inflamasyon

Vaskiiler relaksasyon i¢in olduk¢a 6nemli bir molekiil olan NO’nun kesfiyle
damar duvart ve kan arasinda secici gegirgen basit bir katman oldugu diisiiniilen
endotel tabakanin aslinda kompleks fonksiyonlar1 olan biiyiik bir endokrin organ
oldugu anlasilmistir (31,173). Endotelyal tabaka kalpten en kiiciik kapiller damarlara
kadar tiim dolasim sistemini kaplar, olduke¢a farkli ve benzersiz pek ¢ok fonksiyona
sahiptir. Endotel hiicreleri fonksiyonlarini bulundurduklar: yiizey reseptorleri ile hiicre-
hiicre, hiicre-matriks etkilesimlerini saglayan baglantt proteinleri/reseptorleri
araciligiyla gerceklestirmektedir (174). Saglikli bir endotelyal tabaka farkli hiicrelerin
adezyonunu, trombosit adezyonu ve agregasyonunu, diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu, vaskiiler tonusu ve inflamasyonu diizenleyen pek ¢ok farkli iiriin
sentezlemektedir (30): NO, prostasiklin (PGI2), C-tip natriiiretik peptid, endotel
kaynakli hiperpolarizan faktor (EDHF) gibi vazodilatdr ajanlar ile endotelin,
anjiyotensin 2, tromboksan A2 (TxA2) gibi vazokonstriktér ajanlar bunlardan
bazilaridir (31,32). Vaskiiler endotelde bulunan NO, L-arjininden NO sentaz (NOS)
enzimi araciliiyla sentezlenmektedir (175). NOS enziminin yapisal NOS’lar olan
endotelyal (¢)NOS ve ndronal (n)NOS ile indiiklenebilir form olan (i)NOS olmak
iizere 3 temel izoformu bulunmaktadir (176). eNOS enziminin endotel hiicrelerinin
mekanik uyarilmasi, shear stres, asetilkolin (ACh) veya bradikinin tarafindan uyarildig:
bilinmektedir (177-179). Endotelde eNOS araciligiyla sentezlenen NO parakrin etki
ile komsu vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMC) solubl guanilatsiklaz (sGC)
aktivasonunu artirarak siklik guanozin monofosfat (cGMP) iiretiminde artisa,
vaskiiler diiz kaslarda relaksasyona ve bdylece vazodilatasyona neden olmaktadir
(180). Nitrik oksidin vazodilator etkisine ek olarak antioksidan etkilere sahip oldugu
ve inflamasyonu, platelet agregasyonunu, 16kosit adezyonunu inhibe ettigi de
bilinmektedir (33). Saglikli bir vaskiiler yatakta fonksiyonel bir endotel tabaka
vazodilatasyonla vazokonstriksiyon, proliferasyonla antiproliferasyon, koagiilasyonla
antikoagiilasyon, inflamasyonla antiinflamasyon arasindaki dengeyi diizenlemektedir

(181). NO sentezinde veya biyoyararlaniminda azalma endotel disfonksiyonunun basta
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gelen sebepleridir (35) ve disfonksiyonel bir endotel tabaka endotel bagiml
vazodilatasyonda bozulma ile karakterize olup inflamasyonu, lipoproteinlerin
oksidasyonunu, platelet agregasyonunu ve trombiis formasyonunu tetikleyerek
ateroskleroz gelisimine zemin hazirlamaktadir (35,181). Ayrica endotel disfonksiyonu
hipertansiyon, diyabet, hiperkolesterolemi gibi pek ¢ok durumun patogenezinde
onemli rol oynamakta (35,42) ve giiniimiizde kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde
prediktor bir faktor olarak degerlendirilmektedir (182). RA ve psdriazis gibi kronik
inflamatuar hastaliklarda artmis inflamasyonun endotel disfonksiyonuna neden olarak
erken ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastalik gelisme riskini arttirdig1 gosterilmistir
(183-186). Endotel disfonksiyonunu dnleyen veya ortadan kaldiran tedavi yontemleri
koroner ve serebrovaskiiler olaylar1 azaltabilme potansiyeli tasidigindan endotel tabaka
onemli bir tedavi hedefi haline gelmistir.

Temelde NO biyoyararlanimini azaltarak endotel disfonksiyonuna katki
sagladig: bilinen oksidatif stres, sliperoksit anyonu (Oz"), hidroksil radikalleri (OH"),
hidrojen peroksit (H202) ve peroksinitrit (ONOO") gibi serbest radikaller ile siiperoksit
dismutaz (SOD), rediikte glutatyon (GSH), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) gibi antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir (187). Patolojik kosullar altinda nikotinamid adenin dintikleotit
fosfat (NADPH) oksidaz, ksantinoksidaz (XO), siklooksijenaz (COX) gibi ROS iireten
enzimlerin aktivasyonunun artmasi veya bozulmus mitokondriyal elektron transportu
sonucu artan ROS {iretimi ve azalan ROS siipiiriicii antioksidan sistemlerin zemininde
oksidatif stres ortaya c¢ikmaktadir (188,189). Uzamis oksidatif stres farkl
mekanizmalar {lizerinden NO biyoyararlaniminda azalmaya neden olmaktadir. ROS,
eNOS ekspresyonunu direkt olarak inhibe edebilecegi gibi (190), eNOS’ta uncouplinge
de neden olabilmektedir (188,191). Ayrica NO biyoyararlanimini belirleyen temel
reaksiyon O - iyonlarmin NO ile reaksiyona girerek ONOO~’ya doniisiimiidiir ve O -
artisinin  bu reaksiyonu arttirarak NO biyoyararlaniminda azalma ile endotel
disfonksiyonuna neden oldugu da bilinmektedir (188,192). O ~radikalleri, SOD enzimi
araciligiyla daha az reaktif bir molekiil olan H202’ye indirgenmekte ve bu sayede NO

biyoyararlanimini azaltan reaksiyona kayma azalmaktadir (42). SOD inkiibasyonu ile
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tavsan aort halkalarinda indiikklenmis O>" salinimimin yol agtig1 endotel
disfonksiyonunun iyilestigi (193), hipertansif sican renal arteriollerinde ise yine benzer
sekilde asetilkolinle gevseme yanitlarinin diizeldigi gézlenmistir (194). ROS artiginin
NF-kB yolagmi aktive eczlerek, inflamatuar adezyon molekiillerini, sitokin ve
kemokinleri arttirdigi da bilinmektedir (41,195,196). Sitokinler inflamatuar
hiicrelerden , salinan major sinyal rrzlolekiilleri olup ¢ok gesitli fonksiyonlara
sahiptirler. Proinflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6, TNFa ve IFNy) ve anti-inflamatuar
sitokinler (IL-4, IL-10, IL-13 ve TGFp ) olmak tzere 2 grupfa siniflandirilirlar (197).
TNFa inflamasyonun en erken salinan ve en onemli sitokinlerinden biri olup
homeostazda ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde oOnemli rol oynamaktadir.
Kesfinden bu yana yaklagik 40 yilda kligikte inflamatuar hastaliklarin (RA,
inflamatuar bagirsak hastaliklari, psoriyazis gibi) tedavisinde bir hedef molekiil
haline gelmistir (198-200). TNFa, NF-kB araciligiyla diger inflamatuar sitokinlerin
salimmasini, adezyon molekiillerinin aktivasyonunu, iNOS ekspresyonunu uyarmakta
ve endotel hiicrelerinin de dahil oldugu (201) immiin sistem hiicrelerinde aktivasyona
sebep olmaktadir (202,203). TNFa nin inflamasyondaki major rolleri diislintildiigiinde
caligmalarin TNFo’nin biyolojik ajanlarla bloke edilmesinin olusturacag: etkiler
lizerine yogunlagmig olmasi sasirtict bir durum degildir. Yapilan calismalarda
infliximab gibi monoklonal antikorlarla TNFo blokajinin IL-1B, IL-6, IFNy
gibi inflamatuar sitokinlerin, akut-faz proteinlerinin, adezyon molekiillerinin ve
iNOS’un ekspresyonunu baskiladigr gosterilmistir (204,205). TNFo’'nin  kan
damarlarinda en 6nemli ROS kaynagi olan NADPH oksidaz (206) aracilifiyla
oksidatif stresi arttirdigi, eNOS ekspresyonunu inhibe ettigi ve NO biyoyaralanimini
azaltarak endotel fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu bilinmektedir
(38,207,208). Tip 2 diyabetik farelerde yapilan bir ¢caligmada TNFa, NF- kB, NADPH
oksidaz ve Oy seviyelerinde artig ile koroner arterde endotel bagimli gevseme
yanitlarinda kontrol grubuna gore anlamli azalma gozlenirken anti-TNFa (2E2 mAb)
inkiibasyonuyla ONOO", O  ve NF-kB seviyelerinde azalma ve koroner arter
halkalarinda endotel fonksiyonlarinda anlamli diizelme gozlenmistir (209). Picchi ve

ark. (38) metabolik sendromda TNFa’ nin roliinii arastirmak i¢in prediyabetik obez
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farelerde koroner arterlerde ¢alismis, TNFa artisi ile NADPH oksidaz ve Oz
seviyelerinde artis ve endotel bagimli gevseme yanitlarinda anlamli azalma
gozlemlemis, anti-TNFa (2E2 mAb) inkiibasyonuyla koroner arterlerde endotel
fonksiyonlarinda diizelme saptamislardir. Insan koroner arter endotel hiicrelerinde
TNFa inkiibasyonunun eNOS ekspresyonunu baskiladigl; insan aortik endotel
hiicrelerinde ise eNOS ekspresyonunu baskilarken iNOS ekspresyonunu arttirdigi
gozlenmigtir (210,211). Ayrica klinik c¢aligmalarda saglikli goniillilerde TNFa
inflizyonu ile endotel fonksiyonlarinda bozulma gozlenirken (37); RA, sistemik
vaskiilit ve Crohn hastalarinda infliximab ile tedavinin endotel fonksiyonlarini

diizelttigi gézlenmistir (212-215).

2.9. CD200 ve Endotel

CD200 venlerin, veniillerin, arteriollerin ve kapillerin endotel hiicrelerinde
onemli oranda eksprese edilirken biiylik artelerin endotel hiicrelerinde ¢ok daha az
miktarda bulunmaktadir (8,47). Farkli vaskiiler yataklarda (arterler, venler, kapiller)
endotel hiicrelerinin yapi, fonksiyon, ekspresyon paternleri ve sinyal yolaklar
acisindan farkli 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (216,217). Arterlerde venlere
kiyasla endotelyal CD200 ekspresyonunun daha az olmasinin, artmis shear stres ve
intraluminal basincin CD200 mRNA ekspresyonunu azaltmasindan kaynaklaniyor
olabilecegi diisiiniilmistiir (47,218). Ayrica farkli miktarlarda endotelyal CD200
ekspresyonu CD200’lin damar endotellerindeki spesifik rollerine isaret ediyor da
olabilir (219). Insan umblikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) ve insan aortik
makrovaskiiler endotel hiicreleri (HAEC) kullanilarak yapilan bir ¢caligmada LPS ile
uyarildiktan sonra endotel hiicrelerinde CD200 ekspresyonunda artis gozlenmis,
bunun olasilikla endotelden salinan IL-1 gibi inflamatuar sinyaller aracilt oldugu ileri
stirlilmiistiir (47). Yapilan bir calismada TNFa ve LPS’nin C/EBP transkripsiyonunu
indiikleyerek CD200 mRNA ekspresyonunu arttirabilecegi gosterilmistir (59). Ayrica
endotelyal CD200’iin muhtemelen makrofaj adezyon molekiillerinin inhibisyonu ile
inflamasyon esnasinda artan diapedezi engelleyerek makrofaj fonksiyonlarimi ve T

lenfositlerin adezyon ve migrasyonunu inhibe edebilecegi de diisiiniilmektedir
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(16,47). Iskemik inme sonrasi ortaya cikan inflamasyonun mikroglial hiicrelerin
aktivasyonu ve periferik immiin hiicrelerin iskemik beyin dokusuna gociiyle
karakterize oldugu ve bunun CD200/CD200R aracili inhibitér mekanizmalarla
dengelenmeye calisildigr ileri siiriilmektedir (220-222). Endotelyal CD200’iin
iskemik inmede immiin regiilasyondaki roliinii arastirmak i¢in; sadece endotelyal
CD200’1in bloke edildigi fare modeli olan ‘CD200CKO’ ile calisilmisg, orta serebral
arterin gegici okliizyonu ile CD200CKO farelerde kontrol grubuna kiyasla daha
bliylik enfarkt alan1 ve daha ¢ok norodavranigsal bozukluk goriilmiistiir (48). Ancak
bu c¢alisgmada doku mikroglialarinda CD200R ekspresyonunun minimal oldugu
bildirilmistir. Bu bulgularin 1518inda arastirmacilar, néroinflamasyonda CD200’iin
antiinflamatuar etkilerinin mikroglia aracili degil endotelyal CD200 ile periferik
CD200R+ immiin hiicrelerin iletisimi aracili gergeklestiriyor olabilecegini
sOylemislerdir.

Yara iyilesmesinde endotelyal dokunun myeloid hiicrelerle etkilesiminin
onemli rol oynadigi bilinmektedir (223,224). Cohen ve ark. (225) yaptiklar1 deneylerde
kan-omurilik bariyeri endotel hiicrelerinin normalde CD200 ekprese etmedigini, akut
omurilik hasar1 sonrasi lezyon alaninin ortasinda olusan yeni endotel hiicrelerinde
CD200 ekspresyonuna rastlandigini ve inflamatuar M1 makrofajlarda daha ¢ok olmak
tizere hem M1 hem antiinflamatuar M2 makrofajlarda artmig CD200R ekspresyonunun
ortaya ¢iktigini saptamislardir. Lezyonda bulunan yeni CD200+ endotel hiicrelerinin
CD200R+ doku mikroglialar1 ve dokuya infiltre olan makrofajlarla etkilesime girerek
ortami proinflamatuar fenotipten anti-inflamatuar fenotipe degistirdigi hipotezinde
bulunmuslardir. Aragtirmacilarin makrofajlarda LPS ile indiiklenen TNFa ve IL-1B
sentezinde CD200 ligandinin veya endotel hiicrelerinin yoklugunda gozledikleri artis,
CD200/CD200R etkilesiminin endotel ile makrofajlar arasinda inflamasyon
baskilayic1 bir iletisim kurdugunu desteklemistir.

CD200/CD200R etkilesiminin immiinoregiilatdr rolleri yapilan ¢aligmalarla bir
miktar aydinlatilmig olsa da bu etkilesimin aktivasyonu sonrasi devam eden yolaklar
ve ortaya ¢ikan sonuglarin altinda yatan mekanizmalar heniiz netlige kavugsmamustir.

Endotel hiicrelerinde de eksprese edilen CD200’iin endotel fonksiyonlarina etkisi ve
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bu etkide TNFoa aracili inflamasyon ile oksidatif stresin rolii daha Once
calisilmamistir. Bu ¢alismanin amaci, CD200 ligand silinmis farelerden elde edilen
damarlarda endotel yanitlarinin kontrol grubuna kiyasla degisip degismedigini
saptamak, degismis ise bu yanitlarda oksidatif stres ve TNFa’nin roliiniin olup
olmadigini belirlemek ve ¢ok az bilinen CD200-endotel etkilesimi hakkinda literatiire

katki sunmaktir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Tezde Kullamlan Kimyasallar

3.1.1.Hayvanlarda Anestezi Olusturmak I¢cin Kullamlan Maddeler
Ketamin (Ketasol rp-Richter Pharma, Avusturya), Ksilazin (Xylazinbio
%?2 50 ml, Bioveta, Cek Cumhuriyeti)

3.1.2.Myografta In Vitro Deney Ortamu Olusturmak Icin Gerekli Krebs
Soliisyonunu Hazirlamada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Sodyum klorid (27810.295 VWR Prolabo Chemicals, Belcika),
Potasyum klorid (1049361000 Emsure, Almanya), Sodyum hidrojen karbonat
(9691031000 Isolab Chemicals, Almanya), Potasyum fosfat (04243 Sigma
Aldrich ABD), Magnezyum siilfat (11596 Alfa Aesar, Almanya), Kalsiyum
klorid dihidrat (9090261 Isolab Chemicals, Almanya), D-Glukoz (9270130500
Isolab Chemicals, Almanya)

3.1.3. Torasik Aort Endotel Dokusunda Kasilma ve Gevseme Yanitlarim

Uyarmak I¢in Gerekli Kimyasal Maddeler

R-(-)-Phe hidroklorid (P6126-5G Sigma, Almanya), ACh klorid (L02168
Alfa Aesar, Almanya), SNP Dihidrat (13451-100, Sigma Aldrich, Polonya)

3.1.4.Hayvanlarda Endotel Disfonksiyonunu Diizeltip Diizeltmedigi Test
Edilen Kimyasal Maddeler
Infliximab (Remsima, Celltrion Healthcare, Tiirkiye), SOD (MP

Biomedicals, Fransa)

3.2. Tezde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

3.2.1. izole Torasik Aort Dokusunu Asmak i¢in Kullanilan Cihaz

24

Diseksiyon mikroskobu (Cail Zeiss- 455043-0000 Stemi 2000-C, Almanya)
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3.2.2.Torasik Aort Dokusunda Fonksiyonel Yamtlar1 Elde Etmek I¢in

izole Dokularin Asildig: Diizenek

Mulvany-Halpern Tel Myograf (Danish MyoTechnology, Danimarka)

3.2.3. Torasik Aort Dokusunda Elde Edilen Fonksiyonel Yanitlar
Kaydetmek i¢cin Kullanilan Diizenek

Bilgisayar bilgi igletim sistemi MP35 BIOPAC (Commat Ltd., Ankara/
Tiirkiye), Izometrik gii¢ transduseri (Danish MyoTechnology, Danimarka)

3.3. Deneysel Model

Bu calisma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etik
Komitesi’nden onay almarak yapilmistir (onay tarithi: 21.11.2022).
Calismamizda yaklagik 18-30 gr agirliginda, 10-30 haftalik toplam 24 adet
erkek/disi fare kullanilmistir. Kobaydan temin edilen kontrol Balb/c fareler ile
Prof. Dr. Reginald Gorczynski’den Prof. Dr. Nuray Erin’e 2015 tarihinde
hediye edilen ve gerekli oldukgca Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde iiretilen CD200 ligand silinmis Balb/c
fareler (CD200KO) kullanilmistir. Her biri 12 adet fareden olusan Kontrol
grubu ve CD200KO grubu olmak iizere 2 ayr1 deney grubu olusturulmustur
(n=12 her bir grup icin). Calismada kullanilan infliximab ve SOD dozlar
literatiire uygun olarak secilmistir (226-228). Biitiin deneyler boyunca
kullanilan kimyasallar giinliik olarak taze hazirlanmig ve distile suda ¢oziilerek

deneylere hazir hale getirilmistir. Sekil 3.

3.4. In Vitro Fonksiyonel Analizler

Calismamizda 12 adet kontrol, 12 adet CD200KO erkek/disi fare kullanildi.
Kontrol ve CD200KO fareler ketamin-ksilazin anestezisi altinda servikal dislokasyon
metodu ile Otenazi edilerek torasik aortlari ¢ikarilip, etraf dokulardan dikkatle

temizlendi. Elde edilen arter halkalar1 2-3 mm uzunlugunda kesildikten sonra her bir
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aort halkas1 taze Krebs soliisyonu (mM: NaCl 118, KCI 5, NaHCOs3 25, KH2PO4 1.0,
MgSO4 1.2, CaCl2 2.5 ve glikoz 11.2) ile dolu 5 ml’lik myograf haznelerine
yerlestirildi. in vitro fonksiyonel ¢alismalar1 gergeklestirmek igin aort halkalar: 2 adet
tungsten teli (40 mm genislikli) ile damar endoteli zedelenmeden dikkatlice asildi ve
0.75 g optimal bir dinlenme gerginligi uygulanip dokular pH 7.4 olacak sekilde %95
02 ve %5 COz ile gazlanmasi saglanarak 37°C’de 60 dakika siire boyunca dinlenmeye
birakildi. izometrik gerilim bir bilgisayar-tabanli veri toplama sistemine (Biopac
MP35, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) bagl bir izometrik gii¢ transduser: (Danish
MyoTechnology, Danimarka) ile deneyler boyunca 6l¢iildii ve kaydedildi. Dinlenme
stiresi igerisinde krebs soliisyonu 15 dakikada bir degistirildi ve daha sonra deneylere
baslandi.

Gevseme calismalari i¢in damar seritleri 10 uM fenilefrin ile kasildi. Fenilefrin
ile indiiklenen kasilma platoya ulastiginda, endotel bagimli vazodilatér ajan olan
asetilkolinin kiimiilatif sekilde artan konsantrasyonlari (I nM-10 uM) banyoya
eklenerek asetilkolin konsantrasyon-gevseme yanit1 egrisi elde edildi. Endotelden
bagimsiz gevseme yanitlarini incelemek icin, fenilefrin ile indiiklenen kasilma platoya
ulagtiginda, endotelden bagimsiz vazodilatér ajan olan sodyum nitroprussid’in
kiimiilatif sekilde artan konsantrasyonlari (0.1 nM-10 pM) banyoya eklenerek
konsantrasyon-gevseme yaniti egrisi elde edildi. Daha sonra aortik diiz kas yanitlarini
degerlendirmek i¢in artan konsantrasyonlarda (10 nM-10 uM) fenilefrin eklenerek
konsantrasyon-kasilma yanit egrisi elde edildi. Tiim bu deneyler kontrol ve CD200KO
gruplarinda ayr1 ayr1 gergeklestirildi.
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Sekil 3. Fare torasik aortundan izole edilen damar dokusunun hazirlanis1 ve
izole organ banyosunun goriintiisii

Deneylerin devaminda CD200KO gruptan elde edilen aort halkalarina
monoklonal TNFa antikoru Infliximab 100 pM konsantrasyonda inkiibe edilerek 30
dakika boyunca beklendi ve ACh doz-yanit protokolii tekrarlandi. Ayrica CD200KO
grupta antioksidan enzim olan SOD inkiibasyonu (150 U/ml-30 dakika boyunca)
gergeklestirildi ve ACh gevseme yanitlar1 yeniden kaydedildi. Gruplar arasinda fark

bulunup bulunmadigi istatistiksel analizlerle saptandi.

3.5. Istatistiksel Analizler

Tiim degerler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Gevseme yanitlari
(ACh ve SNP) Phe ile elde edilen kasilmaya karsit % gevseme yaniti olarak
hesaplandi. Fenilefrin ile elde edilen kasilma verileri 80 Mm KCl yanitlarinin ytizdesi
olarak ifade edildi. Sonuglarin istatiksel analizi uygunluguna gore tek yonliit ANOVA
analiz yontemi veya student t-test kullanilarak yapildi. Elde edilen verilerde 0.05

altinda bulunan p degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. izole Torasik Aort Dokusunda NO Aracih Endotele Bagimh
Gevseme Yamtlarmin CD200KO ve Kontrol Gruplarinda

Karsilastirilmasi

CD200 ligand silinmesinin endotele bagimli gevseme yanitlari iizerine etkisini
degerlendirmek icin torasik aort halkalar1 10 pM Phe ile kasilmis ve daha sonra ACh
kiimiilatif sekilde artan konsantrasyonlarda (1 nM-10 pM) eklenerek ACh
konsantrasyon-gevseme yaniti egrisi elde edilmistir. CD200KO farelerin torasik aort
halkalarinda endotele bagli gevseme yanitlarinin kontrol grubuna kiyasla anlamli

olarak bozuldugu goriilmiistiir. Sekil 4.1.
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Sekil 4.1. Fare torasik aort halkalarinda ACh ile indiiklenen NO aracili endotele bagl
gevseme yanitlart. Tiim degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *P<0.05
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4.2. Infliximab Inkiibasyonunun izole Torasik Aort Dokusunda NO

Aracili Endotele Bagimh Gevseme Yanitlarina Etkisi

Monoklonal TNFo antikoru olan infliximab ile inkiibasyonun CD200KO
farelerde ACh ile olusan gevseme yanitlarinda anlamli diizelme sagladigi goriilmiistiir.

Sekil 4.2.
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Sekil 4.2. Infliximab inkiibasyonunun CD200KO farelerin izole torasik aort
halkalarinda ACh ile indiiklenen endotele bagli gevseme yanitlari lizerine etkisi. Tim
degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. *P<0.05 Kontrol ve CD200KO,
#%¥P<(.05 ise CD200KO ve Inf+CD200KO gruplari arasindaki fark: ifade etmektedir.

4.3. SOD Inkiibasyonunun Izole Torasik Aort Dokusunda ACh ile

Olusan Gevseme Yamtlar1 Uzerine Etkisi
CD200KO farelerden alinan torasik aort dokusunun antioksidan bir enzim olan
SOD ile 30 dakika inkiibasyonunun NO aracili endotel bagimli gevseme yanitlarinda

anlamli diizelme sagladig1 goriilmistiir. Sekil 4.3.
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Sekil 4.3. SOD inkiibasyonunun CD200KO farelerin izole torasik aort halkalarinda NO
aracilt endotel bagimlhi gevseme yanitlari tlizerine etkisi. Tiim degerler ortalama +
standart hata olarak verilmistir. *P<0.05 Kontrol ve CD200KO, **P<0.05 ise
CD200KO ve SOD+CD200KO gruplar1 arasindaki farki ifade etmektedir.

4.4. izole Torasik Aort Dokusunda Endotelden Bagimsiz Gevseme

Yanitlarinin CD200KO ve Kontrol Gruplarinda Karsilastirilmasi
CD200 ligand silinmesinin endotelden bagimsiz gevseme yanitlar1 {izerine

etkisini degerlendirmek icin torasik aort halkalar1 10 uM Phe ile kasilmis ve daha sonra

SNP konsantrasyon-yanit egrileri elde edilmistir. SNP ile endotelden bagimsiz

gevseme yanitlarinda gruplar arasinda anlamli bir farklilik gériilmemistir. Sekil 4.4.
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Sekil 4.4. Fare torasik aort halkalarinda SNP ile indiiklenen endotelden bagimsiz
gevseme yanitlari. Tiim degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.5. izole Fare Torasik Aort Dokusunda CD200KO ve Kontrol
Gruplarinda Phe ile Indiiklenen Kasilma Yanitlarinin
Karsilastirilmasi

Aortik diiz kas yanitlarin1 degerlendirmek i¢in torasik aort halkalarina fenilefrin
artan konsantrasyonlarda (10 nM-10 uM) eklenerek konsantrasyon-kasilma yanit egrisi

elde edilmistir. CD200 ligandi silinmis fareler ile kontrol grubu arasinda fenilefrinle

indiiklenen kasilma yanitlarinda anlamli bir farklilik gériilmemistir. Sekil 4.5.
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Sekil 4.5. Fare torasik aort halkalarinda Phe ile indiiklenen kasilma yanitlari. Tim
degerler ortalama + standart hata olarak verilmigtir.
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5. TARTISMA

Tez projesine konu olan bu c¢alisma endotel hiicrelerinde eksprese edilen
CD200’1in endotel fonksiyonlarina etkisini ve bu etkide TNFa aracili inflamasyon ile
oksidatif stresin roliinii arastiran ilk calismadir. Bu amagla bu ¢alismada, CD200 ligand
silinmis farelerden elde edilen damarlarda endotel fonksiyonlarinin degisip
degismedigi, infliximab ve SOD inkiibasyonlarinin bu fonksiyonlar1 etkileyip
etkilemedigi degerlendirilmistir.

CD200’lin inflamasyon ve oksidatif stres {iizerine olas1 baskilayici rolleri
yapilan caligmalarda gosterilmis oldugundan endotel fonksiyonlarina potansiyel
etkilerini arastirmak i¢in bu ¢alismada oncelikle CD200 ligandinin silinmesinin izole
fare torasik aort dokusunda endotel bagimli gevseme yanitlarina etkisi ¢aligilmistir. Bu
amagcla fenilefrin ile kasilmis olan dokulara endotel bagimli gevsetici bir ajan olan
ACh giderek artan konsantrasyonlarda uygulanmis ve CD200KO farelerin torasik aort
dokusunda endotel bagimli gevseme yanitlarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamli olarak bozuldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte ACh’e bagli gevseme
yanitlarinda olugsan bu bozulmanin infliximab ve SOD inkiibasyonlar1 ile anlamli
olarak diizeldigi saptanmustir.

Daha onceki ¢alismalarda CD200KO farelerde ¢esitli uyaranlarla TNFa, IL-1p,
IL-6 ve iNOS seviyelerinde ciddi artis gdzlenmis (16,119), CD200Fc uygulandiginda
NF-kB transkripsiyonunda azalma ile proinflamatuar sitokinlerin saliniminin inhibe
oldugu goriilmiistiir (120). Gergekten de farelerde postoperatif kognitif bozuklugun
incelendigi bir ¢alismada CD200/CD200R aktivasyonunun kognitif bozulmay1, TNFa,
IL-1B, IL-6 sitokinlerini ve mikroglial néroinflamasyonu PI3K/Akt/NF-kB aksi
izerinden inhibe ettigi gosterilmistir (87). Bunlara ek olarak RA fare deney modelinde
yapilan bir calismada CD200Fc uygulamasinin TNFa, IFNy, IL-1f sitokinlerinde
TNFRFc ile goriilen inhibisyonla benzer oranda azalma sagladig1 goriilmiis, CD200’{in
RA tedavisinde potansiyel bir terapotik ajan olabilecegi distiniilmiistiir (129).
TNFo’'nin eNOS ekspresyonunu inhibe ettigi ve NO biyoyaralanimin1 azaltarak

endotel fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu da bilinmektedir (38,207,210). Bu
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bilgiler beraber degerlendirildiginde CD200’tin TNFa’y1 baskilayarak endotel
fonksiyonlarini koruyucu etki gosterebilecegi diisiiniilebilir ve bizim c¢alismamizda
CD200 ligand silinmesinin fare torasik aort dokusunda ACh bagimli endotelyal
gevsemeleri  bozdugu  gosterilmis, CD200 eksikliginde goriilen endotel
fonksiyonlarindaki bozulmanin mekanizmasini aydinlatmak i¢in infliximab varliginda
ACh yanitlar1 tekrar degerlendirildiginde endotel bagimli gevseme yanitlarinda
anlamli diizelme goriilmiistiir. Bu sonu¢ CD200’iin TNFa’y1 baskilayarak endotel
fonksiyonlarin1 koruyucu etki gosterebilecegini telkin etmektedir.

Mekanizmay1 aydinlatmak i¢in ayrica, endotelden bagimsiz gevseme yanitlari
iizerine CD200’iin etkisine bakilmig, fenilefrin ile kasilan izole torasik aort
dokularinda endotelden bagimsiz gevsetici bir ajan olan SNP ile olusan gevseme
yanitlarinin her iki grupta da benzer oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar CD200 ligand
silinmesinin izole torasik aort dokusunda temelde endotel bagimli gevseme yanitlarini
bozduguna isaret etmistir.

Daha oOnceki bir¢ok g¢alismada siiperoksitlerin artisinin NO biyoyaralanimini
azaltarak endotel disfonksiyonuna yol actig1 gosterilmistir (188,190). Ayrica TNFo’ nin
da NADPH oksidaz ve iNOS araciligityla oksidatif stresi arttirdigi bilinmektedir
(38,209,229). Bunlara ek olarak Parkinson fare deney modelinde mikroglial kiiltiirde
CD200R blokajinin p38 MAPK aktivasyonu ile NADPH oksidaz aracili ROS {iretimini
arttirdign  gozlenmistir (230). Bu bilgiler beraber degerlendirilerek CD200’{in
oksidatif stresi baskilayarak endotel fonksiyonlarini koruyucu etki gosterebilecegi de
diisiiniilmiis, bu durumu degerlendirmek icin SOD inkiibasyonunun endotel bagiml
gevseme yanitlarina etkisi incelenmistir. CD200KO farelerin izole torasik aort
halkalarmin 30 dakika siire ile SOD inkiibasyonu ACh ile olugan gevseme yanitlarinda
anlamli diizelme saglamistir.

Tim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde CD200 ligand silinmesinin
torasik aort dokusunda endotele bagli gevseme yanitlarint bozdugunu ve bunun
infliximab ve SOD inkiibasyonlariyla anlamli olarak iyilestigini gostermektedir. Bu
caligmada infliximab ve SOD kullanilarak CD200’{in literatiirde belirtilen olast TNFa

ve oksidatif stresi baskilayici etkileri bir kez daha gdzlenmis ve buna ek olarak bu
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etkilerin endotel dokuda NO aracili gevseme yanitlarinin diizenlenmesinde etkili
olabilecegi gosterilmistir. Calismadan elde edilen veriler fare torasik aortunda CD200
eksikliginde inflamasyonla iligkili endotel bagimli gevseme yanitlarinin bozulmasinin
TNFa ve siiperoksit araciligiyla tetiklendigini telkin etmekte ve CD200’{in
antiinflamatuar, antioksidan etkileri ile endotel disfonksiyonuna kars1 koruyucu yeni
bir roliine isaret etmektedir.

Eksojen veya endojen uyaranlara yanit olarak ortaya ¢ikan inflamasyon temelde
hiicre hasarina kars1 koruyucu etkiler olusturmakta (43), ancak kontrol edilemeyen asir1
inflamasyon doku hasar1 ve kronik hastaliklara yol agmaktadir. inflamasyonun kritik
asamalarindan biri notrofiller, monositler, lenfositler gibi inflamatuar hiicrelerin
uyaranin geldigi alana gecisidir. Bu hiicrelerin dokuya infiltrasyonu endotele
marjinasyon, yuvarlanma ve adezyonlarini, endotel boyunca transmigrasyonlarini ve
kemotaktik uyarana dogru ilerlemelerini kapsayan bir siiretir. Inflamasyon alanina
geldiklerinde aktive inflamatuar hiicrelerden pek ¢cok enzim (proteazlar, lipazlar gibi),
sitokin, NO ve ROS dahil olmak iizere ¢esitli mediatorler salinmakta ve bu da
oksidatif strese ve doku hasarina neden olabilmektedir. NF-kB proinflamatuar
sitokinlerin, kemokinlerin, inflamatuar enzimlerin, adezyon molekiillerinin
ekspresyonlarin1 diizenlemekte, ayn1 zamanda hiicre farklilasmasi, proliferasyon ve
hiicre 6liimiinde de rol almaktadir (231,232). NF-«kB’yi uyaran stimuluslardan biri de
oksidatif strestir ve H2O2> NF-xB’yi aktive ederken, antioksidanlar bu aktivasyonu
baskilamaktadir (44). ROS aracili NF-xB artistnin TNFa dahil inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu arttirdigi, bununla birlikte inflamatuar sitokinlerin de NF-
kB aracilifiyla ROS {iretimini arttirdig1 bilinmektedir (41,202,233). Psoriazis deney
modelinde ciltte CD200 ve reseptoriinde azalma ile birlikte TNFa, IL-6, IL-1
sitokinlerinde artig saptanmis, in vitro CD200 uygulamasi ile makrofajlarda CD200R
ekspresyonu artarken inflamatuar sitokinlerde azalma gozlenmistir (234). Western
blot analizleri CD200’iin inflamatuar makrofajlar iizerinde etkisini NF-xB sinyal
yolagini inhibe ederek gosterdigine isaret etmistir. Ayrica CD200KO farelerde
osteoblastlarin osteoklastlara farklilagsmasinda azalmanin NF-kB ve MAPK yolaklari

aracilifiyla oldugu gozlenmistir (235). Bununla birlikte endotel hiicrelerinde CD200
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ekspresyonunun LPS, TNFa ve IFNy ile NF-«kB, IRF-1, STAT-1 aracilifiyla
indiiklenebildigi de gosterilmistir (60). Meningokok enfeksiyonu fare modelinde yine
makrofajlarda CD200 indiiksiyonunun NF-«kB sinyali araciligiyla oldugu goriilmiis
(236), benzer durum kemik iligi mezenkimal hiicrelerinde CD200 ekspresyonunda da
gozlenmigstir (237). Zit olarak Anti-TNFa kullanan RA hastalarinda periferik kan
CD4+ T hiicrelerinde CD200 ekspresyonunda artis saptanmistir (132). Yine baska bir
RA caligmasinda hastalarin periferik kan mononiikleer hiicreleri arasinda CD200
veya CD200R eksprese eden hiicrelerin orani kontrol grubuna goére anlamli olarak
azalmigken; sinovyumda lokalize CD200+ hiicreler kontrol grubuna gore artmus,
infliximab ve metotreksat (MTX) tedavisi ile periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
CD200, CD200R ekspresyonlarinda artig saptanmig, bu artisin hastalik klinik
skorlarinda iyilesme ile korele oldugu gézlenmistir (11). Ayni ¢calismada izole edilen
CD4+ T hiicrelerine CD200Fc uygulamasinin CD4+ T hiicrelerin proliferasyonunu
baskiladig1, apoptozlari ise arttirdigi goriilmiistiir. Kontrol grubunda CD200Fc ile
bu etkilerin goriilmiiyor olusu CD200’iin proliferasyon ve apoptoz lizerine etkilerini
romatoid artritte asir1 aktive olan PI3K ve ERK yolaklarini Dok2 fosforilasyonu
aracili baskilamasindan kaynaklanabilecegine isaret etmistir. RA hastalariyla yapilan
daha oOnceki calismalarda go6zlenen inflamatuar sitokinler ile indiiklenen CD200
ekspresyonuna zit gériinen bu durumu Chakera ve ark. (132) hastalik seyrinde daha
yilksek TNFa seviyelerine sahip olan RA hastalarinin anti-TNFa tedavisi aliyor
olmasi ile iligkilendirmis ve CD4+ T hiicrelerde CD200 ekspresyon seviyelerinin RA
hastalarinda anti-TNFa ile tedaviye uygunluk agisindan bir belirte¢ olabileceginden
bahsetmislerdir. Ancak, spontan abortus fare modelinde CD200 ekspresyonunun
TNFa ve IFNy ile inhibe oldugunu gosteren bir ¢calismada mevcuttur (93). Ayrica
CD200-CD200R  etkilesiminin klasik inflamatuar makrofajlarin  aktivasyon
yolaklarindan olan MAPK (p38, ERK, JNK) sinyal yolaklarini inhibe ettigini (15);
CD200 ekspresyonununsa ERK ile indiiklendigini gdsteren c¢alismalar da
bulunmaktadir (238). Bu veriler birlikte degerlendirildiginde CD200’iin TNFa dahil
inflamatuar sitokinleri baskilayici roller iistlendigi literatiirde pek c¢ok calismayla

desteklenmisken (14,16,20,120), inflamatuar sitokinlerin CD200 ekspresyonu iizerine
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etkisi konusunda ¢eliskili sonuglar mevcuttur (60,93). Bu calismada infliksimab ile
CD200KO farelerde endotel fonksiyonlarinda goriilen diizelme literatiirdeki mevcut
‘CD200’tin TNFa’y1 baskiladigr’ bilgisini destekliyor gibi goziikkmektedir. Daha 6nce
yapilan caligmalarda bu durumun MAPK (p38, ERK, JNK) veya PI3K/Akt/NFkB
aksinin inhibisyonu iizerinden gerceklestigi (11,15,87) gosterilmis olsa da CD200 ve
TNFa iligkisinin altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in yapilacak ileri
caligmalara gereksinim vardir.

TNFa ayn1 zamanda tiimor progresyonu ve biiylimesinde de énemli bir sitokin
oldugundan (28,239,240) endotel disfonksiyonundaki rolleri goz Oniinde
bulunduruldugunda tiimoéral inflamasyonun, endotel fonksiyonlarini etkileyebilecegi
de disiiniilmiistir. Bu konuda yapilan bir ¢aligmada metastatik meme kanseri
modelinde metastatik olmayan gruba gore artan TNFa’nin NADPH oksidaz aracilt
stiperoksit ile endotel fonksiyonlarini bozdugu gosterilmistir (228). Anjiyogenezin
tiimor biiylime ve gelisimindeki dnemi ve disfonksiyonel endotel tabakanin tiimoral
patolojik anjiyogenezde rol oynadigi bilinmektedir (23,241,242). Anjiyogenez var
olan damarlardaki endotel hiicrelerin ¢ogalmasi ve neovaskiiler formasyonu olarak
tanimlanmakta, proangiogenik faktorler olan VEGF, FGF ile uyarilmaktadir (243,244).
Anjiyogenik damarlar timoral dokuya besin ve oksijen iletmenin diginda mitojenik
biiylime faktorleri ve anti-apopitotik sinyalleri de iletmektedir (245). Ayrica TME’de
patolojik anjiyogenezin tiimorii besleyen damarlarda morfolojik ve fonksiyonel
bozulmalara neden oldugu da bilinmektedir (246). Vaskiiler gecirgenlikte artis kanser
hiicrelerinin ekstravazasyonunu ve metastazi kolaylastirirken endotel fonksiyonlarinin
bozulmasi nedeniyle anti-timoral immiin hiicrelerin ve tedavilerin tlimér dokusuna
erisimi de kisitlanmaktadir. Bu bilgiler birlikte degerlendirildiginde CD200
eksikliginde goriilen endotel disfonksiyonunun tiimorii besleyen damarlarda
anjiyogenezi destekleyerek tiimor bliyime ve metastazina sebep olabilecegi
diisiiniilebilir. Bununla uyumlu olarak melanom tiimoér modelinde CD200RKO
farelerde VEGF artis1 ile anjiyogenezde artis (148), bir bagka calismada ise (247)
CD200KO farelerde kontrol grubuna gore daha siddetli okiiler neovaskiilerizasyon

saptanmugtir. Oksijen iligkili retinopati deney modelinde ise CD200Fc’nin intravitreal
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enjeksiyonu VEGF-A, COX-2, IL-6, monosit kemoatraktan faktér (MCP)-1, TNFa
salinimini inhibe etmis ve mikroglial aktivasyonu baskilamistir (248). Zit olarak,
proliferatif diyabetik retinopatide (PDR) iskemi ve kronik inflamasyon kaynakli
VEGEF aracili neovaskiilerizasyonda CD200’iin etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada,
endotel kaynakli CD200’{in arttig1 ve bu artisin VEGF’de ve inflamatuar sitokinlerde
artisla korele oldugu goriilmiistiir (249). Bu durum aragtirmacilar tarafindan PDR’de
VEGF salinimini diizenlemek i¢in endotelyal CD200 diizeylerinin arttig1, bu artisla
inflamatuar yanitlarin ve anjiyogenezin baskilandig: seklinde yorumlanmaistir.

Literatiir verileri degerlendirildiginde timor ve CD200 konusunda birbirine zit
sonuclar1 olan pek ¢ok calismanin mevcut oldugu goriilmektedir. CD200-CD200R
etkilesiminin bir yandan inflamatuar sitokinlerin sentezini ve T hiicre aracili
antitimoral yanitlar1 baskilayarak, timore kars1 inflamatuar yanitlar1 inhibe edip pro-
tiimorojenik etki gosterebilecegi diistintiliirken (24,25,135,153) diger yandan uzamis
kronik inflamasyon ve kronik anjiyogenez ile seyreden agresif tiimorlerde tiimoriin
sebep oldugu inflamasyonu baskilayarak progresyonu ve metastazi azaltan anti-
tiimorojenik bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (12,146). Gergekten de Erin ve
ark. (12) agresif bir kanser modeli olan 4THM’de CD200tg farelerde tiimor biiylime
ve metastazinda azalma, CD200RKO farelerde ise TNFa ve IL-6 inflamatuar
sitokinlerde artig ile tlimoOr metastazinda artis gozlemlemislerdir. Benzer hiicre
dizilerinde yapilan bagka bir ¢aligmada metastatik grupta artan TNFoa’nin NADPH
oksidaz aracili siiperoksit ile endotel fonksiyonlarin1 bozdugu gosterilmistir (228). Bu
verilerle birlikte degerlendirildiginde bizim c¢alismamizin sonuglart CD200KO
farelerde olasilikla inflamasyon aracili bozulmus olan endotel fonksiyonlarinin bahsi
gecen agresif timorlerde anjiyogeneze, tiimor biiylime ve gelisimine sebep olabilecegi
hipotezini desteklemektedir.

Literatiirde CD200 ekspresyonunun p53 ile indiiklendigini ve apoptotik
inflamasyonu baskiladigin1 gosteren calismalar da mevcuttur (250). Dogal hiicre
dongiisiiniin bir sonucu olarak hiicreler devamli apoptoza ugramakta, apoptotik
hiicrelerden salinan antijenlerin inflamatuar bir yanit olusturmasi ise bu hiicreler

tarafindan aktif bir sekilde immiinoregiilator sinyallerin salinimi ile baskilanmaktadir
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(251). Apoptoza ugrayan DC’lerde CD200 ekspresyonunun arttigi, CD200 geninde
bulunan p53 yanit elementleri araciligryla pS3 ve kaspaz bagimli yolaklarin CD200
ekspresyonunu  diizenleyebilecegi, CD200’iin apoptozda immiin toleransin
saglanmasinda rol oynayabilecegi gosterilmistir (250). Apoptotik hiicrelerde bulunan
CD200’tin  otoimmiin  hastaliklarin  olusumunu  Onledigi  disiliniilmektedir.
HUVEC’lerin diyabetik hastalardan alinan serum ile inkiibasyonuyla yapilan bir
calismada TNFa artis1 ile eNOS seviyelerinde azalma ve apoptoz saptanmis, anti-
TNFa antikoru ile bu etkiler tersine donmiistiir (252). Yiiksek doz TNFa maruziyetinin
endotel disfonksiyonuna ve apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Ayrica asirt TNFa
ve ROS maruziyetinin vaskiiler endotel hiicrelerde JNK/p38 MAPK ve kaspazlar
aracilt apoptozu indiikledigi de bilinmekte ve bu durum endotel fonksiyonlarinda
bozulmaya neden olmaktadir (253-255). Bununla uyumlu olarak bu g¢alismada da
CD200KO farelerin endotelinde olasilikla oksidatif stres ve inflamasyona bagli olarak
endotelyal gevseme yanitlarinin bozuldugu gosterilmistir. Her ne kadar bu ¢alismada
apoptoz degerlendirilmemis olsa da bozulan yanitlarin infliximab ve SOD ile
diizelmesi CD200’tin TNFa ve oksidatif stresi baskilayarak endotel hiicrelerini
apoptozdan koruyucu fonksiyon gdsterebilecegini de telkin etmektedir.
CD200 ekspresyonunun venlerin, veniillerin, arteriollerin ve kapillerin endotel
hiicrelerinde daha ytiksek, arterlerde ¢ogunlukla daha diisiik oldugu gozlenmistir
(8,47). Bununla birlikte endotelyal CD200 ekspresyonlarmin LPS, TNFa ve IFNy ile
NF-«B, IRF-1 ve STAT-1 aracili indiiklenebildigi de bilinmektedir (60). Her ne kadar
CD200’iin damar endotelinde ekspresyonu konusunda ¢eliskili sonuglar mevcut olsa
da, arteryal CD200 ekspresyonlarinin kisitli oldugunu gosteren ¢alismalarin aksine
sadece endotelyal CD200’iin bloke edildigi fare deney modelinde orta serebral arterin
gecici okllizyonu ile kontrol grubuna kiyasla daha biiyiik enfarkt alan1 ve daha ¢ok
ndrodavranissal bozukluk goriilmiis olmasi gorece biiyiik arteryal yapilarda da CD200
ekspresyonu olduguna isaret etmistir (48).

Miyokard infarktiisii ve iskemik inme dahil olmak {izere aterosklerotik vaskiiler
hastaliklar diinyada morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenleri arasinda yer

almaktadir (256). Son 20 yilda yapilan pek cok klinik ve preklinik ¢aligma
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aterosklerozun diisiik dereceli kronik inflamasyonla seyreden bir hastalik oldugunu
gostermis (257) ve RA, psoriatik artrit, ankilozan spondilit, sistemik lupus eritematozus
(SLE), inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi kronik inflamatuar hastaliklarda
aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan riskin arttigi goézlenmistir (258—
260). Guiniimiizde hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi, obezite, sigara gibi bilinen
risk faktorlerine ek olarak bazi inflamatuar biyomarkerlar da kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH) i¢in risk belirtegleri olarak degerlendirilmektedir (261,262). KVH
risk faktorlerinin temelde sistemik inflamasyon ve oksidatif stres araciligiyla NO
biyoyararlaniminda azalma ile vaskiiler gecirgenlikte artisa sebep olarak subendotelyal
matrikste lipid birikimi, oksidasyonu ve agregasyonuna yol actig1 bilinmektedir (263).
Inflamasyonda I&kositlerden salinan TNFo. ve IL-1B, NF-kB yolag1 araciligiyla endotel
hiicrelerinde proinflamatuar-protrombotik fenotipte aktivasyona neden olmakta
(264,265), aktive endotelden T hiicreler, monositler, makrofajlar ve diger 10kositlerin
dolagim trafiginde gorevli olan hiicre yiizey proteinlerinin selektinler, [CAM, VCAM
ve integrinlerin salimimi artmaktadir (265). Ayrica subendotele gecen okside lipid
partikiilleri de endotelden MCP-1 salinimini arttirarak dolagimdaki monositleri olay
yerine ¢agirip ateroskleroz onciisii olan kopiik hiicrelerinin olusumunu baglatmaktadir.
ICAM ve VCAM ile benzer sekilde bir endotel hiicre yiizey proteini olan CD200’{in
de ateroskleroza zemin hazirlayan bu inflamasyon-endotel-immiin hiicre trafiginde rol
oynuyor olabilecegi diisiiniilebilir. Bunu destekler sekilde CD200KO farelerde EAU
deney modelinde retinada mikroglia ve infiltre makrofajlarda artis gézlenmis (90), ayn1
modelde CD200R agonistinin kullanilmasiyla retinal makrofaj aktivasyonu ve
infiltrasyonu baskilanmistir (92). CD200R bloke edilerek yapilan bir baska EAU
caligmasinda benzer sekilde makrofaj aktivasyonunda artis gozlenirken dokuya infiltre
makrofajlarda artis saptanmamustir (128). Ek olarak bu ¢alismada endotelyal CD200
ekspresyonlarinda artis olmasi endotel tabakanin CD200R+ hiicrelerin dokuya gegisi
ve dolagim trafigindeki olasi rollerine dikkat ¢ekmistir. Diger yandan daha once
yapilan ¢alismalarda RA hastalarinda kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite de artis
gozlenmis, hastalik seyrindeki sistemik inflamasyon, endotel disfonksiyonu aracili

ateroskleroz ile iliskilendirilmistir (266). Anti-TNFa tedavisinin kardiyovaskiiler
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olaylar acisindan potansiyel faydalar1 konusunda celiskili sonuglar mevcut olsa da
(267,268), bir calismada ozellikle RA ilk 6 ayda kontrol altina alinabildiginde
kardiyovaskiiler sonlanimlar agisindan koruyucu etkileri olabilecegi gézlenmis (269),
Ljung ve ark. (270) meta-analizlerinde anti-TNFa tedavisine iyi klinik yanit veren RA
hastalarinda akut koroner sendrom risklerinin azaldigin1 gostermislerdir. Bizim
calismamizdaysa CD200KO farelerin torasik aortlarinda bozulan endotel bagiml
gevseme yanitlarimin infliximab ile diizeldigi goriilmiistiir. Bu bilgiler beraber
degerlendirildiginde CD200’tin TNFa’y1 baskilayarak endotel fonksiyonlarini
koruyucu ve dolayisiyla kardiyovaskiiler olaylara karsi onleyici potansiyel bir etki
gosterebilecegini telkin etmekle birlikte bu konuda ileri arastirmalara gereksinim
vardir.

Bizim g¢alismamizda fare torasik aort dokusunda endotel bagimli gevseme
yanitlarinin CD200KO grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak bozuldugu, deney
diizenegine infliximab ve SOD eklenmesiyle bu yanitlarin anlamh olarak diizeldigi
gosterilmistir. Dolayisiyla CD200KO grupta endotel fonksiyonlarinin bozulmasina
aracilik eden mekanizmanin bu grupta artan oksidatif stres ve inflamasyon olabilecegi
diisiiniilmiigtiir. Bununla birlikte CD200’iin inflamasyon ve oksidatif stresi
baskilayarak endotel fonksiyonlari diizeltmesine aracilik eden mekanizmalar tam
olarak bilinmemekte ve bu konuda yapilacak ileri arastirmalara gereksinim

bulunmaktadir.
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6. SONUC

Bu calisma CD200’{in endotel fonksiyonu iizerine etkisini ve bu etkide TNFa
ile oksidatif stresin roliinii arastiran literatiirde mevcut ilk ¢alismadir. NO endotel
fonksiyonlarimin korunmasinda en 6nemli faktér oldugundan ¢esitli KVH, kanser,
otoimmiin hastaliklar gibi kronik inflamasyonla seyreden patolojik kosullar altinda
bozulan endotel fonksiyonlarmi diizeltmeye yonelik tedavi stratejilerinin onemi
oldukca biiyiiktiir. Bu c¢alismanin sonucglari géz Oniine alindiginda CD200KO
farelerde azalmis olan NO aracili yanitlardaki diizelmenin TNFa ve ROS’un
baskilanmasi ile iliskili oldugu ileri siiriilebilmekte fakat altta yatan mekanizmalarin

tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in ileri ¢calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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7. OZET

Bu ¢alisma; CD200 ligand silinmig farelerden elde edilen damarlarda endotel
bagimli gevseme yanitlarinin degisip degismedigini ve oksidatif stres ile TNFa nin
bu fonksiyonlar etkileyip etkilemedigini degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Bu amagla ¢alismada CD200KO ve kontrol grubu olmak iizere iki grup farenin
torasik aort dokusunda endotel-bagimli, endotel-bagimsiz gevseme yanitlar sirasiyla
asetilkolin ve sodyum nitropurissid ile degerlendirildi. Ayrica endotel bagiml
gevsemelerde TNFa ve siiperoksit radikallerinin roliinii aragtirmak i¢in CD200KO
grupta deneyler infliximab ve SOD varliginda tekrarlandi.

Her iki grupta endotel bagimsiz gevseme yanitlarinda anlamli bir fark
gozlenmezken, CD200 ligandr silinen farelerde endotel bagimli gevseme yanitlarinin
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak bozuldugu saptanmistir. Ayrica bu grupta
torasik aort dokusunda azalan gevseme yanitlarinin infliximab ve SOD inkiibasyonuyla
anlamli olarak diizeldigi goriilmiistiir.

Bu c¢alismanin sonuglari géz oniine alindiginda CD200KO farelerin endotel
bagimli gevseme yanitlarindaki bozulmanin TNFa ve ROS ile iligkili oldugu ileri
stiriilebilmekte fakat altta yatan mekanizmanin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in ileri
caligmalara gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: CD200, Endotel Disfonksiyonu, Inﬂamasyon, Oksidatif Stres
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8. ABSTRACT

The aim of this study is to determine whether endothelium-dependent relaxation
responses are altered in CD200KO mice and to evaluate whether oxidative stress and
TNFa affect these functions.

Endothelium-dependent and endothelium-independent relaxation responses in
the thoracic aortic tissue of two groups of mice were evaluated by acetylcholine and
sodium nitroprusside, respectively. In addition, experiments were repeated in the
CD200KO group in the presence of infliximab and SOD to investigate the role of TNFa
and superoxide radicals in endothelium-dependent relaxations.

While there was no difference in endothelium-independent relaxation responses
in both groups, endothelium-dependent relaxation responses were significantly
impaired in CD200KO group compared to the control group. In this group, decreased
relaxation responses in thoracic aortic tissue were significantly improved with
infliximab and SOD incubations.

Considering the results of this study, it can be suggested that the impairment in
endothelium-dependent relaxation responses in CD200KO mice is related to the TNFa
and ROS, but further studies are required to fully elucidate the underlying mechanism.

Key words: CD200, Endothelial Dysfunction, Inflammation, Oxidative Stress
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