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OZET

Son yillarda yapilan galismalar merkezi sinir sisteminin makro-
fajlar1 olan mikroglial hiicrelerin Alzheimer Hastaligi (AH) ve
Parkinson hastalig1 gibi kronik nérodejeneratif hastaliklarin
pato-genezine katkida bulundugunu gostermistir. Kronik
norodejene-rasyon siirecinde aktive duruma gecen mikroglial
hiicreler salgilattiklar1 norotoksik faktorler araciligiyla noronal
hasara yol agmaktadir. Bu faktorler yani sira Tiimor Nekrozis
Faktor (TNF) ailesinden olan TNF-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL) gibi hiicre olim ligandlari da mikroglia
aracilikli norotoksik etkiye aracilik ediyor olabilir. TRAIL'i n
monositer seri hiicrelerinde inf-lamatuvar uyaranlarla indiiklenen
ekspresyonunun bulundugu ve sitotoksik etkilerine aracilik ettigi
saptanmigtir. Bu ¢aligmada N9 fare mikroglial hiicre hatti
hiicrelerinde in vitro bazal ve inflamatuvar uyaranlarla
[lipopolisakkarid (LPS) ve interferon gamma (IFNy)]
indiiklenebilen TRAIL proteini ve mRNA ekspresyonu
arattirildi. Protein ekspresyonu igin immiinpresipitasyon -immu-
noblotting, mRNA ckspresyonu i¢gin Reverse Transcriptase- Poly
-merase Chain Reaction (RT-PCR) yontemleri kullanildi. Calig-
manin sonuglar1 N9 hiicrelerinde bazal TRAIL protein ve mRNA
ekspresyonunun bulundugunu ve bu ekspresyon diizeylerinin
LPS ve IFNy uyarimiyla arttigini gosterdi. Her iki ajanin TRAIL
proteini ve mMRNA ekspresyonunu indiikleyici etkisinin
sinerjistik oldugu bulundu. Bu sonuglar N9 mikroglial hiicre
hattt  hiicrelerinde  bazal ve inflamatuvar uyaranlarla
indiiklenebilir TRAIL protein ve mRNA ekspresyonunun
varligini isaret etmektedir. Inflamatuvar kosullarda aktive olan
mikroglial hiicrelerde artig, gosteren TRAIL bu hiicrelerin hedef
hiicreler iizerine sitotoksik etki olusturmalarina katkida
bulunuyor ve nérodejeneratif siireglerde rol oynuyor olabilir.
Anahtar Sozciikler Alzheimer Hastaligi, Norotoksisite,
Mikrog-lia, TRAIL, N9 hiicre hatt1.

ARASTIRMA

INFLAMATUVAR UYARANLARIN

MIKROGLIAL TRAIL
EKSPRESYONU UZERINE
ETKISI

THE EFFECT OF INFLAMMATORY
STIMULI ON MICROGLIAL TRAIL
EXPRESSION

ABSTRACT

Recent studies showed that microglial cells which are
macrophages of central nervous system, contribute to the
pathogenesis of chronic neurodegenerative disorders such as
Alzheimer's disease (AD) and Parkinson's disease. Microglia
activated in chronic ne-urodegeneration process result in
neuronal injury by secreted ne-urotoxic factors. In addition to
these soluble factors, cell death li-gands such as Tumor Necrosis
Factor (TNF)-related apoptosis-in-ducing ligand (TRAIL) from
TNF  superfamily  might microglia-induced
neurotoxicity. It has been found that monocyte lineage cells

mediate

express basal and inflammatory stimuli-induced TRAIL and this
molecule mediates their cytotoxic effect. In this study, basal and
inflammatory stimuli [lipopolysaccharide (LPS) and interferon
gamma (IFNy)]-induced TRAIL expression has been
investigated in N9 murine microglial cell line in vitro. Immu-
noprecipitation-immunoblotting for protein expression and Re-
verse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) for
mRNA expression have been used. Results of study showed that
basal TRAIL and mRNA exprcssion exist and these expression
levels increase by LPS ve IFNy stimulation in N9 cells it has be-
en found that both agents have synergistic inducing effect on
TRAIL protein and mRNA expression. These results point the
presence of basal and inducible TRAIL protein and mRNA
expression in N9 microglial cell line. TRAIL that is increased on
microglial cells activated in inflammatory conditions might be
involved in cytotoxic effect of these cells on target cells and play
role in neu role generative process.

Key Words: Alzheimer's Disease, Neurotoxicity, Microglia,
TRAIL, N9 cell line.
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GIRiS

Alzheimer Hastaligi (AH), diinyada milyonlarca kisiyi etkileyen
ve demans tablosunun en sik nedeni olan kronik nérodejeneratif bir
hastaliktir.' Hastalik néropatolojik olarak beyin dokusunda amiloid
plaklarm  ve  norofibriler yumaklarin  bulunmasiyla  ka-
rakterizedir.Bu patolojik bulgulara astroglial ve mikroglial akti-
vasyonun eslik etmesi ve plaklarin ¢evresinde akut faz proteinleri,
stokinler, kompleman elemanlar1 ve proteazlar gibi inflamasyon
slirecine katilan bir ¢ok maddenin varliginin saptanmis olmasi
AH'da inflamatuvar siireglerin ve glial aktivasyonun da patoje-nik
slirecin bir pargast oldugunu ya da en azindan hastaligin iler-
lemesine katkida bulundugunu diisiindiirmektedir.'* One siiriilen
patojenik mekanizmalardan biri amiloid peptid ve inflamatuvar
uyaranlarla aktive olan mikroglial hiicrelerden saliman proinfla-
matuvar sitokinlerin ve norotoksinlerin ndronal hasara yol agmasi
ya da siddetlendirmesidir. AH "da inflamatuvar siireclerin katkisini
destekleyen bulgulardan biri de anti-inflamatuvar tedavi yak-
lagimlarinin bu hastalikta kismen yarar gostermesidir.

Mikroglial hiicreler beyin parankimi fagositer hiicreleridir ve
diger dokulardaki makrofajlara benzer bicimde aktive olduklar1 da
fagositoz, antijen sunumu ve cesitli inflamatuvar ve ndrotoksik
faktorlerin salimimi gibi Szellikler gostermektedir.” in vitro deney
kosullarinda mikroglial hiicrelerden salinan nitrik oksid, ok-sidatif
radikaller, inflamatuvar sitokinler gibi maddelerin néron hasarina
yol agtif1 gdsterilmistir.” Fakat mikroglial hiicrelerin diger monosit-
makrofaj soyundun hiicrelere benzer bigimde yiizeylerinde
ekspresse ettikleri hiicre 6liim reseptorii ligandlari aracihigiyla da
hedef hiicre liimiinii tetiklemesi olasidir. Timor Nekrozis Faktor
(TNF) ailesinden olan TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand
(TRAIL) bunlardan birisidir. TRAIL, 32 kDa agirhginda bir
proteindir ve 4 degisik reseptdre baglanabilmektedir.''™ Bu
molekiil, viicudun gesitli patojenlerden ve prekanserdz hiicrelerden
korunmasinda rolii olan monosit, makrofaj, dendritik hiicreler,
natural killer hiicreleri ve sitotoksik T lenfositler gibi hiicrelerde
eksprese edilmektedir ve bu hiicrelerin gosterdigi sitotoksik etkiye
aracilik etmektedir.*®® inflamatuvar uyaranlar monositer hiicrelerde
TRAIL ekspresyonunu arttirmaktadir.® Monositer hiicreler ile aym
kokenden gelisen ve merkezi sinir sisteminin makrofajlar1 olarak
adlandirilan mikroglial hiicrelerin de aktivas-yon sonucunda
TRAIL eksprese ederek, hedef hiicreleri bu yolla apoptotik 6liime
sokmalari olasidir. Insan astrositleri ile yapilan in vitro bir
¢alismada, interlokin-1 ve TNF-a ile indiiksiyon sonucunda TRAIL
mRNA ekspresyonun artmis oldugu gosterilmistir.® Ayrica néron al
ve glial hiicrelerin in vitro kiiltiir ortamina katilan TRAIL'in hiicre
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Deneysel beyin iskemisi

Olimiine yol agtigr bildirilmistir.
modelinde apoptotik noéronlarmn bulundugu bolgelerde TRAIL
ekspresyonu artmis olarak saptanmustir.” Iskemik hasara bagh
apoptotik noéron dliimiine Fas ve TRAIL hiicre 6liim li-gandlarinin

aracilik ettigi diisiiniilmektedir.’ Bu bulgular patolojik

kosullarda TRAIL molekiiliiniin néron 6liimiine aracilik eden me-
kanizmalardan birini olusturdugunu diisiindiirmektedir. Fakat beyin
TRAIL ekspresyonunun hiicresel kaynagi bilinmemektedir. Bir
olasilik TRAIL'in mikkroglia kdkenli olmasidir. Ancak mikroglial
hiicrelerde bazal ve indiiklenebilir TRAIL proteini ve mRNA
ekspresyonunun olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle
bu ¢alismada fare N9 mikroglial hiicre hatt1 hiicrelerinde bazal ve
inflamatuvar uyaranlarla [lipopolisakkarid (LPS) ve interferon
gamma (IFNy)] indiiklenebilir TRAIL protein ekspresyonunun
immunpresipitasyon-immunoblotting yontemiyle. TRAIL mRNA
ekspresyonunun ise Reverse Transcriptase-Poly-merase Chain
Reaction (RT-PCR) yontemiyle arastirilmast amaglanmustir.
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Kimyasallar

LPS (E. coli) Sigma firmasindan: Western-blotting molecular
marker Novex firmasindan, rekombinan fare IFNy, PVDF blot-ting
membran, first strand ¢cDNA sentez kiti ve PCR core kiti Roche
firmasindan: anti-TRAIL antikoru Santa Cruz firmasindan; yagsiz
siit tozu Nestle firmasindan; ECL ki ti Amersham firmasindan:
Kodak X-mat film Kodak firmasindan: RPMI 1640 kiiltiir ortami, L-
glutamin, penisilin ve streptomisin Biochrom KG firmasindan;
kiiltir kaplart Greiner firmasindan saglandi. Pozitif kontrol olarak
Dr. Hideo Yagita (Japonya) tarafindan saglanan fare TRAIL
c¢DNA's1 kullanildi.

N9 Hiicre Kiiltiirii

N9 hiicre hatt1 Ur. Paola Riccardi-Castagnoli (Italya) tarafindan
saglandi. Deneylerde bu hiicre hattinin 20—40 arasindaki pasajlari
kullanildi. N9 hiicreleri kiiltir kaplarma 1 x 10° hiicre/ cm’
yogunlugunda ekildi. Kiltiir ortami olarak % 5 oraninda 1siyla
inaktive edilen ve 0. 45 mm filtreyle siiziilen fetal dana serumu, % 1
oraninda L-glutamin. 100 U/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin
iceren RPMI 1640 ortamu kullanildi. Ekim sonrasi kiiltiirler % 5
karbondioksidli nemli hava igeren 3700C sicaklikta enkiibatore
konuldu.

in Vitro Deneyler

N9 hiicreleri sikisiga yakin bir duruma geldiginde in vitro de-
neylere gecildi. Kiiltiirlere 100 ng/ml konsantrasyonda LPS ve 100
U/ml konsantrasyonda IFNy birlikte ya da ayri ayri eklendi. Bu
maddelerin eklenmedigi kiiltiirler bazal TRAIL ve TRAIL mRNA
ekspresyonunu arastirmak i¢in kullanildi. Ardindan kiiltiirler
karbondioksid enkiibatoriinde 4-48 saat arasinda degisen siireyle
enkiibe edildi. Enkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler kiiltiir
kaplarindan hiicre kaziyicisi ile kaldirildi.

Immiinpresipitasyon-immunoblotting

Degisik sitokinlerle enkiibasyon sonrasinda hiicreler proteaz
inhibitérii bulunan Lysis buffer' ile lize edilerek protein ekstrak-
siyonu gergeklestirildi. Orneklerdeki protein miktart BCA prote-
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in assay ile spektrofotometrik olarak dl¢iildii. Her bir 6rnege 100 mg
anti-TRAIL antikoru eklenerek 2 saat oda sicakliginda bekletildi.
Gamma bind sefaroz ile 2 saat enkiibe edilerek spesifik olarak
TRAIL antikoruna baglanan proteinler elde edildi. Her bir kosul igin
esit miktarda kuyulara yiiklenen proteinler % 12'lik SDS PAGE
elektroforezi ile ayrimlandi ve elektroforetik olarak PVDF
membrana aktarildi. Non-spesifik baglanmalarin dnlenmesi i¢in % 5
yagsiz siit tozu kullamldi. Orneklerdeki TRAIL miktarinm
belirlenmesi i¢in primer antikor olarak rabbit anti-TRAIL antikoru
ile biitiin gece enkiibasyon yapildi. Ardindan ornekler sekonder
antikor olarak anti-tavsan IgG-HRP ile 1 saat enkiibe edildi
Goriintilleme kemiliiminesans esasina dayanan ECL kiti ve Kodak
X-mat film kullanilarak gergeklestirildi.

RT-PCR

TRAIL mRNA'smin gosterilmesi i¢in kiiltiir sonunda toplanan
hiicrelerden Nucleospin RNA izolasyon kitiyle RNA elde edildi.
Daha sonra MMV-Reverse Transkriptazi ve random hexamerler
kullanilarak c-DNA elde edildi. Ardindan G3PDH ve TRAIL'e
0zgiil primerlerle PCR yapildi. G3PDH primerleri ile yapilan PCR
amplifikasyonunun amact RNA  izolasyonunun gergeklesip
gergeklesmediginin belirlenmesi ve TRAIL amplifikasyonunda esit
cDNA kullanilip kullanilmadiginin kontroliidiir. PCR siklusu olarak
baglangi¢ denatiirasyonu 93°C'de 4 dk, denatiirasyon 93°C'de 30 sn;
annealing 57°C'de 30 sn; extansiyon 72°C'de 2 dk olacak sekilde 30
siklus ve son ekstansiyon olarak 72°Cde 5 dk olarak ger¢eklestirildi
PCR iiriinleri ethidium bromide iceren % 2 agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilendi. Pozitif kontrol olarak fare TRAIL cDNA's1 kullanildi.

BULGULAR

Bu ¢alismada elde edilen bulgular N9 fare mikroglial hiicre hatl
hiicrelerinde bazal TRAIL mRNA ekspresyonunun bulundugunu
gosterdi. LPS ve IFNy ile 24 saat uyarilan hiicrelerde bu
ekspresyonun belirgin arttigi saplandi (Sekil 1A). LPS ile indiik-
lenebilir TRAIL mRNA ekspresyonunun zaman iginde degisiminin
incelendigi deneylerde aktivasyon sonrast mRNA ekspresyonunun
hizli bir artis gésterdigi (indiiksiyondan 4 saat sonra) ve 48 saat
sonrasinda transkripsiyonun halen devam ettigi bulundu (Sekil 1B).
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Immiinpresipitasyon-immunoblotting yéntemi N9 hiicrelerinde
bazal TRAIL proteini ekspresyonunun varligini ortaya koydu (Sekil
2). N9 hiicrelerinin birlikte ya da ayr1 ayr1 LPS ve IFNyile 24 saat
aktivasyonunun ardindan yapilan immiinpresipitasyon-
immunoblotting incelemesinde ise TRAIL protein ekspresyonunun
arttigl ve bu artigin her iki maddenin birlikte uygulandigi kosulda

daha belirgin oldugu saptandi.

TARTISMA

Mikroglial hiicreler merkezi sinir sisteminin mononiikleer fa-
gositer hiicreleridir. Fetal yasamin erken evrelerinde beyin dokusuna
yerlesen bu kan kokenli hiicreler erigkin yasamda normalde inaktif
durumlarit siirdiirmektedir.” Inflamatuvar olaylarda aktive olan
mikroglia'nin fagositoz ve antijen sunma O&zellikleri artmakla,
salgiladig1 sitokinler, kemokinler, oksidatif radikaller, nitrik oksid,
arasidonik asid {irinleri ve matriks metalloproteinazlar
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Sekil-1: N9 hiicrelerinde bazal ve inflamatvar uyvaranlarla indiiklenen
TRATL mRNA ekspresyonu
A. LPS ve IFNY indiiksiyonu sonrasinda G3PDIT ve TRAIL mRNA eksp-
resvonu
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Sekil-2: LPS ve IFNY'im N9 hiicrelerinde TRAIL protein ekspresyonunu arturier etkisi. | indiiksiyon vygulanmayan (bazaly, 2 yalmz LPS indiksiyonu
yaptlan, 3 yalmz [FNY indiksiyonu yapilan. 4 LPS ve IFNY'nimn indiiksiyon icin birlikte kullanildigi érneklere it immiinpresipitasyon-immunoblotting

sonuglarini gdstermekiedn
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araciligiyla immiin yanita katilmaktadir. Fakat AH gibi
patolojik  siireglerde mikroglial aktivasyon bu iriinler
araciligryla néron hasarina katilmakta ya da en azindan néron
hasarini arttirmaktadir.' AH'da mikroglial aktivasyon sonucu
gelisen bu siirecin hastaligin patogenezinde primer mi, yoksa
sekonder bir olay m1 oldugu heniiz kesinlik kazanmamigtir. AH
patogenezinden tutulan amiolid-beta  peptidin
mikroglial aktivasyonun gii¢lii uyaricilarindan biri oldugu
bilinmektedir. Sekonder ya da primer olsun yine de mikroglial
aktivasyon siirecini baskilayamaya yonelik tedavi yaklasimlari

sorumlu

AH'da en azindan hastaligin ilerlemesini yavaslatabilir.

Mikroglial hiicrelerin ayni soydan oldugu periferik
mononiikleer fagositer hiicreler yukarida belirtilen salgilanma
iirinleri yanisira immiin yanita yiizeylerinde ekspresse ettikleri
ve inflamasyon kosull arinda ekspresyonu artan TRAIL gibi
hiicre 6liim ligandlart araciligiyla da katilmaktadir. Benzeri bir
mekanizma glial hiicreler i¢in de gecerli olabilir. Ger¢ekten de
astroglial hiicrelerde interlokin-1 ve TNF-o ile indiiksiyon
sonucunda TRAIL mRNA ekspresyonun arttig1 bildirilmistir.’
Fakat mikroglial hiicrelerde TRAIL ekspresyonu ile ilgili bir
caligma yayinlanmamustir. Biz bu c¢alismada mikroglial
hiicrelerde TRAIL e kspresyonunun varligini ilk kez gosterdik.
Calismada kullanllan N9 fare mikroglial hiicreleri primer
mikroglia ile ayn1 fenotipik 6zellikleri gosteren hiicrelerdir ve
bu c¢alismada uygulanan molekiiler biyolojik yontemler igin
fazla sayida hiicre gerekmesi nedeniyle hiicre hatt1 kullanilmasi
avantaj saglamaktadir. Hiicre hattimin bir bagka avantaji
hiicrelerin saf olmasidir. Ancak saydigimiz bu avantajlar
nedeniyle tercih edilen N9 hiicre hattinda yapilan bu deneylerin
primer mikroglia kiiltiirlerinde de tekrarlanmasit uygun
olacaktir.

Bu ¢alismada mikroglial hiicrelerde minimal diizeyde bazal
TRAIL protein ve mRNA ekspresyonu saptandi. Bu durum
monosit  ve saptanan  bulgularla aym
dogrultudadir.® Yine monosit ve makrofajlara benzer bigimde
inflamatuvar uyaranlarin mikroglial TRAIL ekspresyonunu
arttirdigr bulundu.’® Caligmada in vitro mikroglial aktivasyon
icin LPS ve IFNy secilmistir. LPS ozellikle dogal immiin
yanitin glicli  bir uyaricisidir ve mikroglial hiicrelerde
proinflamatuvar aract maddelerin salinmasini indiiklemektedir.
Calismamizda IFNynin LPS'den daha giiclii olarak TRAIL
ekspresyonunu  arttirdigi mo-nositer
hiicrelerinde yapilan iki ¢aligmadan birinde 5 ng/ml dozda
LPS'in TRAIL ekspresyonu iizerine etkisinin olmadig1 saptan-
mis, diger caligmada ise 10-100 ng/ml dozda LPS'in indiikleyici
etkisi gosterilmistir.>® Bu ¢alismada ise 100 ng/ml LPS'in mik-
roglial TRAIL ekspresyonunu indiikleyici etkisi bulundu. Bu
doz mikroglial aktivasyon calismalarinda kullanilan mutad
dozdur. Literatiir bulgulariyla birlikte bu sonuglar LPS'in
TRAIL ekspresyonu iizerine doza bagimli bir etkisine isaret
etmektedir. LPS'in mikroglial TRAIL'in transkripsiyonel
kontrolii ilizerine et-

makrofajlarda

saptandi.  Insan

kisini arastirdigimiz zaman i¢inde degisim analizinde de insan
makrofajlarinda bildirilen sonuglara benzer sonuglar elde edildi.
LPS, uygulandiktan 4 saat kadar sonra TRAIL mRNA
ekspresyonu nda artisa yol agmakta ve bu ekspresyon diizeyi 48.
saate kadar siirmektedir. Bu yoniiyle mikroglial TRAIL
mRNA
¢ok  bazal

ekspresyonunun transkripsiyonel kontrolii  bazal
ckspresyonun  giicli  oldugu

ekspresyonun minimal oldugu ve LPS ile belirgin uyarildig:

monositlerden

periferik makrofajlardakine benzemektedir.

Inflamatuvar uyaranlarla belirgin indiiklenen mikroglial
TRAIL  ekspresyonunun  fonksiyonel
bilinmemektedir. Aktive oldugunda TRAIL ekspresyonu artan
mikroglial hiicreler bu yolla merkezi sinir sisteminde immiin
yanita uyarict ya da baskilayici yonde katkida bulunabilir.
Periferik monositer seri hiicrelerindekine benzer bigimde
mikroglia kaynakli TRAIL,en-fekte hiicrelerin ya da timor
hiicrelerinin apoptoz ile elenmesine katilabilir ya da aktive olmusg
T lenfositlerinde apoptotik hiicre Oliimiinii uyararak immiin
yanitlar1 sinirlayici ozellik gosterebilir. Bir bagka olasilik da
mikroglial TRAIL'in néronal ve oligodend-roglial hiicrelerin
apoptotik Oliimiine yol acarak AH ya da multipl skleroz gibi
norodejeneratif  ve hastalik  siire¢lerini
hizlandirmasidir. Gergekten de ndronal ve glial hiicrelerin kiiltiir
ortamina eklenen TRAIL aracilikli 6liime duyarli oldugu in vitro
caligmalarla gosterilmistir.”'" Fakat mikroglia kaynakli TRAIL'in

anlami heniiz

noroinflamatuvar

benzeri bir sonuca yol ag¢ip agmadigmin saptanmasi igin
fonksiyonel deneylerin yapilacagi mikroglia-néron ve mik-
roglia-oligodendrosit ko-kiiltiir ¢alismalarina gerek vardir. Sonug
olarak bu caligma bazal ve indiiklenebilir mikroglial TRAIL
ekspresyonunun varligini in vitro olarak gésteren ilk ¢alismadir.
Bu ¢aligmay1 tamamlayici fonksiyonel deneylerin sonuglart mik-
roglial hiicrelerde TRAIL ekspresyonunun ndrotoksisiteyle olasi
baglantisini ortaya koyabilir ve bu mekanizmay:1 baskilamaya y6-
nelik girisimler AH'nin tedavisine yeni bir yaklasim getirebilir
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