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İNFLAMATUVAR UYARANLARIN 

MİKROGLİAL TRAIL 

EKSPRESYONU ÜZERİNE 

ETKİSİ 

THE EFFECT OF INFLAMMATORY 
STIMULI ON MICROGLIAL TRAIL 

EXPRESSION 

ÖZET 
Son yıllarda yapılan çalışmalar merkezi sinir sisteminin makro-
fajları olan mikroglial hücrelerin Alzheimer Hastalığı (AH) ve 
Parkinson hastalığı gibi kronik nörodejeneratif hastalıkların 
pato-genezine katkıda bulunduğunu göstermiştir. Kronik 
nörodejene-rasyon sürecinde aktive duruma geçen mikroglial 
hücreler salgılattıkları nörotoksik faktörler aracılığıyla nöronal 
hasara yol açmaktadır. Bu faktörler yanı sıra Tümör Nekrozis 
Faktör (TNF) ailesinden olan TNF-related apoptosis-inducing 
ligand (TRAIL) gibi hücre ölüm ligandları da mikroglia 
aracılıklı nörotoksik etkiye aracılık ediyor olabilir. TRAIL'i n 
monositer seri hücrelerinde inf-lamatuvar uyaranlarla indüklenen 
ekspresyonunun bulunduğu ve sitotoksik etkilerine aracılık ettiği 
saptanmıştır. Bu çalışmada N9 fare mikroglial hücre hattı 
hücrelerinde in vitro bazal ve inflamatuvar uyaranlarla 
[lipopolisakkarid (LPS) ve interferon gamma (IFNy)] 
indüklenebilen TRAIL proteini ve mRNA ekspresyonu 
arattırıldı. Protein ekspresyonu için immünpresipitasyon -immu-
noblotting, mRNA ckspresyonu için Reverse Transcriptase- Poly 
-merase Chain Reaction (RT-PCR) yöntemleri kullanıldı. Çalış-
manın sonuçları N9 hücrelerinde bazal TRAIL protein ve mRNA 
ekspresyonunun bulunduğunu ve bu ekspresyon düzeylerinin 
LPS ve IFNy uyarımıyla arttığını gösterdi. Her iki ajanın TRAIL 
proteini ve mRNA ekspresyonunu indükleyici etkisinin 
sinerjistik olduğu bulundu. Bu sonuçlar N9 mikroglial hücre 
hattı hücrelerinde bazal ve inflamatuvar uyaranlarla 
indüklenebilir TRAIL protein ve mRNA ekspresyonunun 
varlığını işaret etmektedir. İnflamatuvar koşullarda aktive olan 
mikroglial hücrelerde artış, gösteren TRAIL bu hücrelerin hedef 
hücreler üzerine sitotoksik etki oluşturmalarına katkıda 
bulunuyor ve nörodejeneratif süreçlerde rol oynuyor olabilir. 
Anahtar Sözcükler Alzheimer Hastalığı, Nörotoksisite, 
Mikrog-lia, TRAIL, N9 hücre hattı. 

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 resu1t 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 mediate microglia-induced 
neurotoxicity. It has been found that monocyte lineage cells 
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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GİRİŞ 
Alzheimer Hastalığı (AH), dünyada milyonlarca kişiyi etkileyen 

ve demans tablosunun en sık nedeni olan kronik nörodejeneratif bir 
hastalıktır.1 Hastalık nöropatolojik olarak beyin dokusunda amiloid 
plakların ve nörofibriler yumakların bulunmasıyla ka-
rakterizedir.Bu patolojik bulgulara astroglial ve mikroglial akti-
vasyonun eşlik etmesi ve plakların çevresinde akut faz proteinleri, 
stokinler, kompleman elemanları ve proteazlar gibi inflamasyon 
sürecine katılan bir çok maddenin varlığının saptanmış olması 
AH'da inflamatuvar süreçlerin ve glial aktivasyonun da patoje-nik 
sürecin bir parçası olduğunu ya da en azından hastalığın iler-
lemesine katkıda bulunduğunu düşündürmektedir.1.2 Öne sürülen 
patojenik mekanizmalardan biri amiloid peptid ve inflamatuvar 
uyaranlarla aktive olan mikroglial hücrelerden salınan proinfla-
matuvar sitokinlerin ve nörotoksinlerin nöronal  hasara yol açması 
ya da şiddetlendirmesidir. AH "da inflamatuvar süreçlerin katkısını 
destekleyen bulgulardan biri de anti-inflamatuvar tedavi yak-
laşımlarının bu hastalıkta kısmen yarar göstermesidir. 

Mikroglial hücreler beyin parankimi fagositer hücreleridir ve 
diğer dokulardaki makrofajlara benzer biçimde aktive oldukları da 
fagositoz, antijen sunumu ve çeşitli inflamatuvar ve nörotoksik 
faktörlerin salınımı gibi özellikler göstermektedir.2 İn vitro deney 
koşullarında mikroglial hücrelerden salınan nitrik oksid, ok-sidatif 
radikaller, inflamatuvar sitokinler gibi maddelerin nöron hasarına 
yol açtığı gösterilmiştir.2 Fakat mikroglial hücrelerin diğer monosit-
makrofaj soyundun hücrelere benzer biçimde yüzeylerinde 
ekspresse ettikleri hücre ölüm reseptörü ligandları aracılığıyla da 
hedef hücre ölümünü tetiklemesi olasıdır. Tümör Nekrozis Faktör 
(TNF) ailesinden olan TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand 
(TRAIL) bunlardan birisidir. TRAIL, 32 kDa ağırlığında bir 
proteindir ve 4 değişik reseptöre bağlanabilmektedir.11-14 Bu 
molekül, vücudun çeşitli patojenlerden ve prekanseröz hücrelerden 
korunmasında rolü olan monosit, makrofaj, dendritik hücreler, 
natural killer hücreleri ve sitotoksik T lenfositler gibi hücrelerde 
eksprese edilmektedir ve bu hücrelerin gösterdiği sitotoksik etkiye 
aracılık etmektedir.4-6.8 İnflamatuvar uyaranlar monositer hücrelerde 
TRAIL ekspresyonunu arttırmaktadır.6 Monositer hücreler ile aynı 
kökenden gelişen ve merkezi sinir sisteminin makrofajları olarak 
adlandırılan mikroglial hücrelerin de aktivas-yon sonucunda 
TRAIL eksprese ederek, hedef hücreleri bu yolla apoptotik ölüme 
sokmaları olasıdır. İnsan astrositleri ile yapılan in vitro bir 
çalışmada, interlökin-1 ve TNF-α ile indüksiyon sonucunda TRAIL 
mRNA ekspresyonun artmış olduğu gösterilmiştir.3 Ayrıca nöron al 
ve glial hücrelerin in vitro kültür ortamına katılan TRAIL'in hücre 
ölümüne yol açtığı bildirilmiştir.9.10 Deneysel beyin iskemisi 
modelinde apoptotik nöronların bulunduğu bölgelerde TRAIL 
ekspresyonu artmış olarak saptanmıştır.7 İskemik hasara bağlı 
apoptotik nöron ölümüne Fas ve TRAIL hücre ölüm li-gandlarının 
aracılık ettiği düşünülmektedir.9 Bu bulgular patolojik 

koşullarda TRAIL molekülünün nöron ölümüne aracılık eden me-
kanizmalardan birini oluşturduğunu düşündürmektedir. Fakat beyin 
TRAIL ekspresyonunun hücresel kaynağı bilinmemektedir. Bir 
olasılık TRAIL'in mikkroglia kökenli olmasıdır. Ancak mikroglial 
hücrelerde bazal ve indüklenebilir TRAIL proteini ve mRNA 
ekspresyonunun olup olmadığı henüz bilinmemektedir. Bu nedenle 
bu çalışmada fare N9 mikroglial hücre hattı hücrelerinde bazal ve 
inflamatuvar uyaranlarla [lipopolisakkarid (LPS) ve interferon 
gamma (IFNy)] indüklenebilir TRAIL protein ekspresyonunun 
immunpresipitasyon-immunoblotting yöntemiyle. TRA1L mRNA 
ekspresyonunun ise Reverse Transcriptase-Poly-merase Chain 
Reaction (RT-PCR) yöntemiyle araştırılması amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve 
YÖNTEM 
Kimyasallar 
LPS (E. coli) Sigma firmasından: Western-blotting molecular 

marker Novex firmasından, rekombinan fare IFNy, PVDF blot-ting 
membran, first strand cDNA sentez kiti ve PCR core kiti Roche 
firmasından: anti-TRAIL antikoru Santa Cruz firmasından; yağsız 
süt tozu Nestle firmasından; ECL ki ti Amersham firmasından: 
Kodak X-mat film Kodak firmasından: RPMI 1640 kültür ortamı, L-
glutamin, penisilin ve streptomisin Biochrom KG firmasından; 
kültür kapları Greiner firmasından sağlandı. Pozitif kontrol olarak 
Dr. Hideo Yagita (Japonya) tarafından sağlanan fare TRAIL 
cDNA'sı kullanıldı. 

N9 Hücre Kültürü 
N9 hücre hattı Ur. Paola Riccardi-Castagnoli (İtalya) tarafından 

sağlandı. Deneylerde bu hücre hattının 20—40 arasındaki pasajları 
kullanıldı. N9 hücreleri kültür kaplarına l x 105 hücre/ cm2 
yoğunluğunda ekildi. Kültür ortamı olarak % 5 oranında ısıyla              
inaktive edilen ve 0. 45 mm filtreyle süzülen fetal dana serumu, % l 
oranında L-glutamin. 100 U/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin 
içeren RPMI 1640 ortamı kullanıldı. Ekim sonrası kültürler % 5 
karbondioksidli nemli hava içeren 37∞C sıcaklıkta enkübatöre 
konuldu. 

İn Vitro Deneyler 
N9 hücreleri sıkışığa yakın bir duruma geldiğinde in vitro de-

neylere geçildi. Kültürlere 100 ng/ml konsantrasyonda LPS ve 100 
U/ml konsantrasyonda IFNy birlikte ya da ayrı ayrı eklendi. Bu 
maddelerin eklenmediği kültürler bazal TRAIL ve TRAIL mRNA 
ekspresyonunu araştırmak için kullanıldı. Ardından kültürler 
karbondioksid enkübatöründe 4-48 saat arasında değişen süreyle 
enkübe edildi. Enkübasyon süresinin sonunda hücreler kültür 
kaplarından hücre kazıyıcısı ile kaldırıldı. 

İmmünpresipitasyon-immunoblotting 
Değişik sitokinlerle enkübasyon sonrasında hücreler proteaz 

inhibitörü bulunan Lysis buffer'ı ile lize edilerek protein ekstrak-
siyonu gerçekleştirildi. Örneklerdeki protein miktarı BCA prote-   
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in assay ile spektrofotometrik olarak ölçüldü. Her bir örneğe 100 mg 
anti-TRAIL antikoru eklenerek 2 saat oda sıcaklığında bekletildi. 
Gamma bind sefaroz ile 2 saat enkübe edilerek spesifik olarak 
TRAIL antikoruna bağlanan proteinler elde edildi. Her bir koşul için 
eşit miktarda kuyulara yüklenen proteinler % 12'lik SDS PAGE 
elektroforezi ile ayrımlandı ve elektroforetik olarak PVDF 
membrana aktarıldı. Non-spesifik bağlanmaların önlenmesi için % 5 
yağsız süt tozu kullanıldı. Örneklerdeki TRAIL miktarının 
belirlenmesi için primer antikor olarak rabbit anti-TRAIL antikoru 
ile bütün gece enkübasyon yapıldı. Ardından örnekler sekonder 
antikor olarak anti-tavşan IgG-HRP ile l saat enkübe edildi 
Görüntüleme kemilüminesans esasına dayanan ECL kiti ve Kodak 
X-mat film kullanılarak gerçekleştirildi. 

RT-PCR 
TRAIL mRNA'sının gösterilmesi için kültür sonunda toplanan 

hücrelerden Nucleospin RNA izolasyon kitiyle RNA elde edildi. 
Daha sonra MMV-Reverse Transkriptazı ve random hexamerler 
kullanılarak c-DNA elde edildi. Ardından G3PDH ve TRAIL'e 
özgül primerlerle PCR yapıldı. G3PDH primerleri ile yapılan PCR 
amplifikasyonunun amacı RNA izolasyonunun gerçekleşip 
gerçekleşmediğinin belirlenmesi ve TRAIL amplifikasyonunda eşit 
cDNA kullanılıp kullanılmadığının kontrolüdür. PCR siklusu olarak 
başlangıç denatürasyonu 93oC'de 4 dk, denatürasyon 93°C'de 30 sn; 
annealing 57°C'de 30 sn; extansiyon 72°C'de 2 dk olacak şekilde 30 
siklus ve son ekstansiyon olarak 72°Cde 5 dk olarak gerçekleştirildi 
PCR ürünleri ethidium bromide içeren % 2 agaroz jelde yürütülerek 
görüntülendi. Pozitif kontrol olarak fare TRAIL cDNA'sı kullanıldı. 

BULGULAR 
Bu çalışmada elde edilen bulgular N9 fare mikroglial hücre hatlı 

hücrelerinde bazal TRAIL mRNA ekspresyonunun bulunduğunu 
gösterdi. LPS ve IFNγ ile 24 saat uyarılan hücrelerde bu 
ekspresyonun belirgin arttığı saplandı (Şekil lA). LPS ile indük-
lenebilir TRAIL mRNA ekspresyonunun zaman içinde değişiminin 
incelendiği deneylerde aktivasyon sonrası mRNA ekspresyonunun 
hızlı bir artış gösterdiği (indüksiyondan 4 saat sonra) ve 48 saat 
sonrasında transkripsiyonun halen devam ettiği bulundu (Şekil 1B). 

İmmünpresipitasyon-immunoblotting yöntemi N9 hücrelerinde 
bazal TRAIL proteini ekspresyonunun varlığını ortaya koydu (Şekil 
2). N9 hücrelerinin birlikte ya da ayrı ayrı LPS ve IFNγile 24 saat 
aktivasyonunun ardından yapılan immünpresipitasyon-
immunoblotting incelemesinde ise TRAIL protein ekspresyonunun 
arttığı ve bu artışın her iki maddenin birlikte uygulandığı koşulda 
daha belirgin olduğu saptandı. 

TARTIŞMA 
Mikroglial hücreler merkezi sinir sisteminin mononükleer fa-

gositer hücreleridir. Fetal yaşamın erken evrelerinde beyin dokusuna 
yerleşen bu kan kökenli hücreler erişkin yaşamda normalde inaktif 
durumlarını sürdürmektedir.2 İnflamatuvar olaylarda aktive olan 
mikroglia'nın fagositoz ve antijen sunma özellikleri artmakla, 
salgıladığı sitokinler, kemokinler, oksidatif radikaller, nitrik oksid, 
arasidonik asid ürünleri ve matriks metalloproteinazlar 

 



aracılığıyla immün yanıta katılmaktadır. Fakat AH gibi 
patolojik süreçlerde mikroglial aktivasyon bu ürünler 
aracılığıyla nöron hasarına katılmakta ya da en azından nöron 
hasarını arttırmaktadır.1 AH'da mikroglial aktivasyon sonucu 
gelişen bu sürecin hastalığın patogenezinde primer mi, yoksa 
sekonder bir olay mı olduğu henüz kesinlik kazanmamıştır. AH 
patogenezinden sorumlu tutulan amiolid-beta peptidin 
mikroglial aktivasyonun güçlü uyarıcılarından biri olduğu 
bilinmektedir. Sekonder ya da primer olsun yine de mikroglial 
aktivasyon sürecini baskılayamaya yönelik tedavi yaklaşımları 
AH'da en azından hastalığın ilerlemesini yavaşlatabilir. 

Mikroglial hücrelerin aynı soydan olduğu periferik 
mononükleer fagositer hücreler yukarıda belirtilen salgılanma 
ürünleri yanısıra immün yanıta yüzeylerinde ekspresse ettikleri 
ve inflamasyon koşull arında ekspresyonu artan TRAIL gibi 
hücre ölüm ligandları aracılığıyla da katılmaktadır. Benzeri bir 
mekanizma glial hücreler için de geçerli olabilir. Gerçekten de 
astroglial hücrelerde interlökın-l ve TNF-α ile indüksiyon 
sonucunda TRAIL mRNA ekspresyonun arttığı bildirilmiştir.3 
Fakat mikroglial hücrelerde TRAIL ekspresyonu ile ilgili bir 
çalışma yayınlanmamıştır. Biz bu çalışmada mikroglial 
hücrelerde TRAIL e kspresyonunun varlığını ilk kez gösterdik. 
Çalışmada kullanılan N9 fare mikroglial hücreleri primer 
mikroglia ile aynı fenotipik özellikleri gösteren hücrelerdir ve 
bu çalışmada uygulanan moleküler biyolojik yöntemler için 
fazla sayıda hücre gerekmesi nedeniyle hücre hattı kullanılması 
avantaj sağlamaktadır. Hücre hattının bir başka avantajı 
hücrelerin saf olmasıdır. Ancak saydığımız bu avantajları 
nedeniyle tercih edilen N9 hücre hattında yapılan bu deneylerin 
primer mikroglia kültürlerinde de tekrarlanması uygun 
olacaktır. 

Bu çalışmada mikroglial hücrelerde minimal düzeyde bazal 
TRAIL protein ve mRNA ekspresyonu saptandı. Bu durum 
monosit ve makrofajlarda saptanan bulgularla aynı 
doğrultudadır.6 Yine monosit ve makrofajlara benzer biçimde 
inflamatuvar uyaranların mikroglial TRAIL ekspresyonunu 
arttırdığı bulundu.5.6 Çalışmada in vitro mikroglial aktivasyon 
için LPS ve IFNγ seçilmiştir. LPS özellikle doğal immün 
yanıtın güçlü bir uyarıcısıdır ve mikroglial hücrelerde 
proinflamatuvar aracı maddelerin salınmasını indüklemektedir. 
Çalışmamızda IFNγnın LPS'den daha güçlü olarak TRAIL 
ekspresyonunu arttırdığı saptandı. İnsan mo-nositer 
hücrelerinde yapılan iki çalışmadan birinde 5 ng/ml dozda 
LPS'in TRAIL ekspresyonu üzerine etkisinin olmadığı saptan-
mış, diğer çalışmada ise 10-100 ng/ml dozda LPS'in indükleyici 
etkisi gösterilmiştir.5.6 Bu çalışmada ise 100 ng/ml LPS'in mik-
roglial TRAIL ekspresyonunu indükleyici etkisi bulundu. Bu 
doz mikroglial aktivasyon çalışmalarında kullanılan mutad 
dozdur. Literatür bulgularıyla birlikte bu sonuçlar LPS'in 
TRAIL ekspresyonu üzerine doza bağımlı bir etkisine işaret 
etmektedir. LPS'in mikroglial TRAIL'in transkripsiyonel 
kontrolü üzerine et- 

kisini araştırdığımız zaman içinde değişim analizinde de insan 
makrofajlarında bildirilen sonuçlara benzer sonuçlar elde edildi. 
LPS, uygulandıktan 4 saat kadar sonra TRAIL mRNA 
ekspresyonu nda artışa yol açmakta ve bu ekspresyon düzeyi 48. 
saate kadar sürmektedir. Bu yönüyle mikroglial TRAIL 
ekspresyonunun transkripsiyonel kontrolü bazal mRNA 
ekspresyonun güçlü olduğu monositlerden çok bazal 
ekspresyonun minimal olduğu ve LPS ile belirgin uyarıldığı 
periferik makrofajlardakine benzemektedir. 

İnflamatuvar uyaranlarla belirgin indüklenen mikroglial 
TRAIL ekspresyonunun fonksiyonel anlamı henüz 
bilinmemektedir. Aktive olduğunda TRAIL ekspresyonu artan 
mikroglial hücreler bu yolla merkezi sinir sisteminde immün 
yanıta uyarıcı ya da baskılayıcı yönde katkıda bulunabilir. 
Periferik monositer seri hücrelerindekine benzer biçimde 
mikroglia kaynaklı TRAIL,en-fekte hücrelerin ya da tümör 
hücrelerinin apoptoz ile elenmesine katılabilir ya da aktive olmuş 
T lenfositlerinde apoptotik hücre ölümünü uyararak immün 
yanıtları sınırlayıcı özellik gösterebilir. Bir başka olasılık da 
mikroglial TRAIL'in nöronal ve oligodend-roglial hücrelerin 
apoptotik ölümüne yol açarak AH ya da multipl skleroz gibi 
nörodejeneratif ve nöroinflamatuvar hastalık süreçlerini 
hızlandırmasıdır. Gerçekten de nöronal ve glial hücrelerin kültür 
ortamına eklenen TRAIL aracılıklı ölüme duyarlı olduğu in vitro 
çalışmalarla gösterilmiştir.9.10 Fakat mikroglia kaynaklı TRAIL'in 
benzeri bir sonuca yol açıp açmadığının saptanması için 
fonksiyonel deneylerin yapılacağı mikroglia-nöron ve mik-
roglia-oligodendrosit ko-kültür çalışmalarına gerek vardır. Sonuç 
olarak bu çalışma bazal ve indüklenebilir mikroglial TRAIL 
ekspresyonunun varlığını in vitro olarak gösteren ilk çalışmadır. 
Bu çalışmayı tamamlayıcı fonksiyonel deneylerin sonuçları mik-
roglial hücrelerde TRAIL ekspresyonunun nörotoksisiteyle olası 
bağlantısını ortaya koyabilir ve bu mekanizmayı baskılamaya yö-
nelik girişimler AH'nın tedavisine yeni bir yaklaşım getirebilir 
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