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OZET

DNA TOPOiZOMERAZ IIB’NIN LPS iLE INDUKLENMIS HMC3
HUCRELERINDE NOROINFLAMASYONA ETKISI

Tip 1l topoizomerazlarin bir izoformu olan DNA topoizomeraz IIf (topo IIf), gelismekte
olan beynin post-mitotik noronal hiicrelerinde bol miktarda ifade edilir. Topo IIf
aktivitesinin, ndrit biiylimesi ve akson rehberligi gibi kritik noral farklilagsma olaylarinda

rol aldig1 bilinmektedir.

Topo IIB’nin noérodejenerasyon ile iligskisi kanitlanmistir fakat nodrodejenerasyon
noroinflamasyon iligskisi hala aydinlatilmas1 gereken bir alandir. Topo IIB’nin
noroinflamasyon ile iliskisi ilk olarak topo IIf susturulmus ve ndral indiiklenmis
mezenkimal kok hiicrelerin mikroarray analizinde néroinflamasyonla ilgkili genlerin

ekspresyonun artmast ile iddia edilmistir.

Bu c¢alismada topo IIf’nin asir1 ifade edildigi insan mikroglia kolon 3 (HMC3)
hiicrelerinde Lipopolisakkarit (LPS) ve interferon gamma (IFNy) ile mikroglia aracili
noroinflmasyon modeli olusturularak topo II8 ve noroinflamasyon iligkisinin

aydinlatilmas1 yolunda 6nciil data olusturulmasi amaglandi.

LPS ve IFNy ile olusurulan modelde akis sitometrisi araciliyla mikroglialarin M1 ve M2
polarizasyon durumu karsilastirildi ve sonu¢ olarak topo IIf’nin asir1 ifade edilmesi
durumunda aktif mikroglia femtipleri ile iligkili belirteglerin ifadesinin degistigi
gorilmistiir. Ulasilan bu sonuglar onciil data olarak ele alinip mekanizmanin daha

ayrintili bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA Topoizomeraz 118, HMC3, Mikroglia, Norodejenerasyon,
Noroinflamasyon



ABSTRACT

EFFECT OF DNA TOPOISOMERASE IIB ON NEUROINFLAMATION
IN LPS-INDUCED HMCS CELLS

DNA Topoisomerase IIf (topo IIB), an isoform of type Il topoisomerases, is
abundantly expressed in post-mitotic neuronal cells of the developing brain. Topo 1If3
activity is known to be involved in critical neural differentiation events such as neurite

outgrowth and axon guidance.

The relationship of topo II3 with neurodegeneration has been proven, but the
relationship between neurodegeneration and neuroinflammation is still an area that needs
to be clarified. The association of topo IIB with neuroinflammation was first suggested
by increased expression of neuroinflammation-related genes in microarray analysis of

topo IIp silenced and neural-induced mesenchymal stem cells.

In this study, it was aimed to create preliminary data for elucidating the relationship
between topo IIB and neuroinflammation by creating a microglia-mediated
neuroinflammation model with Lipopolysaccharide (LPS) and Interferon gamma (IFNy9

in Human microglia colon 3 (HMC3) cells where topo IIf is overexpressed.

In the model created with LPS and IFNy, the M1 and M2 polarization status of
microglia were compared by means of flow cytometry, and as a result, it was observed
that the expression of markers associated with active microglia phenotypes changed when
topo 118 was overexpressed. These results should be considered preliminary data and the

mechanism should be investigated in further studies.

Keywords: DNA Topoisomerase IIB, HMC3, Microglia, Neurodegeneration,

Neuroinflammation
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1. GIRIS

Diinya niifiisunun artmasina paralel olarak yasli insan niifusu hizli bir bigimde
artmaktadir. Yaslanan niifus ile birlikte norodejeneratif hastaliklarin agir yiikii de acil
¢Oziime ulastirilmasi gereken bir konu haline gelmektedir. Fakat ndrodejeneratif
hastaliklarin karmasik mekanizmasi bunu engellemektedir. Norodejenerasyon birgok
sistemle iliskili bir patolojidir. Ozellikle sinir sisteminin bagisiklik mekanizmas: olan
noroinflamasyon ile heniiz tam olarak agiklanamayan bir iliskisi bulunmaktadir. Var olan
kanitlar néroinflamasyonun, bazi norodejeneratif bozukluklarda gozlenen ortak bir
0zellik olan ndronal dejenerasyonun ilerlemesinde yer alan ¢ok 6nemli bir siire¢ oldugunu
gostermektedir. (Glass ve ark., 2010; Lucin ve Wyss-Coray, 2009). Norodejeneratif
hastaliklarin ~ etiyolojisi, semptomlar1 ve ilerlemesi farkliliklar gosterse de
noroinflamasyon bu hastaliklarda ortak bir siiregtir. Beyin veya omurilikte olusan
enfeksiyon, travma, iskemi, yaralanma, toksinler ve protein agregasyonlar1 gibi patolojik
uyaranlar glial hiicreleri aktive ederek noéroinflamasyona sebep olur. Beyinde
noroinflamasyon, yiiksek proinflamatuar sitokin seviyeleri, makrofaj (mikroglia)
aktivasyonu, periferik 16kosit infiltrasyonu ve sinir dokusunda hasar olarak kendini

gosterir (Estes ve McAllister, 2014; Woodburn ve ark., 2021).

Beyindeki yerlesik astrositlerin ve mikroglialarin aracilik ettigi aktif inflamatuar
yanitin varligi bir siiredir bilinmektedir. Fakat bu konuda net kanitlar McGeer ve ¢alisma
arkadaslarinin, substantia nigra'da aktive edilmis mikroglial hiicrelerin ve infiltre
lenfositlerin varligini tanimlamast ile gelisti (McGeer vd. 1988). Giderek artan kanitlar,
beyindeki yerlesik makrofaj benzeri bagisiklik hiicreleri olan mikroglia'nin aracilik ettigi
noroinflamasyonun, Parkinson hastaligt gibi diger norodejeneratif hastaliklarin

patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.

DNA topoizomeraz enzim ailesi ¢ift zincirli DNA’nin topolojik stresin giderilmesi
dolayisiyla DNA replikasyonu, transkripsiyon, rekombinasyon, kromozom yogunlagmasi
ve ayrilmasi, DNA tamiri gibi ¢esitli hayati 6neme sahip genetik siireclerde etkin rol alir.

Tip Il topoizomerazlarin memeli hiicrelerinde iki izoformu (topo llo. ve topo IIB)



bulunmaktadir. Topo Ilo mitotik siireclerde gorev alir ve ¢ogalan dokularda ve bdliinen
hiicrelerde bulunurken, topo IIf ise 6zellikle farklilagsmis dokularda olmak tizere biitiin
dokularda bulunur. Topo II’nin beyin gelisimi, akson ve norit gelisimi, kortikogenez ve
Ozellikle noron gelisimi gibi ¢ok dnemli asamalarda aktif rolii oldugu bilinmektedir. Topo
[IB’nin néron gelisimi ve iletimi i¢cin Onemli genlerin transkripsiyonu ile dogrudan
baglantisi oldugunu ve dolayli olarak TOP2B'deki mutasyonlar veya topo IIf ekspresyon
seviyelerindeki  degisikliklerin  norodejeneratif bozukluklara yol agabilecegini
gostermektedir (Terzioglu-Usak ve ark., 2017). Yine ayni grubun bir diger ¢alismasi ile
noral farklilasmaya indiiklenmis mezenkimal kok hiicrelerde topo IIf nin susturulmasi,
inflamasyon ile iliskili genlerin ekspresyonlarinin anlamli miktarda arttig1 goriilmiistiir
(Isik ve ark., 2015, Yayinlanmamis Data). Topo IIB ve ndroinflamasyon iliskisinin
gosterilmesi noroinflamasyonun kontrol edilmesi ve noéroinflamasyon iligkili

norodejenerasyona karsi koruyucu bir strateji gelistirilmesine dncii olabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DNA Topoizomerazlar

Cift zincirli DNA tersiyer yapisi nedeniyle topolojik strese egilimlidir. Topolojik
stres replikasyonu ve transkripsiyonu engelleyebilecek bir siiper helikal gerilim olusturur

(Lin ve ark., 2013; Schoeffler ve Berger, 2005 ve Tsutsui ve ark., 2001a).

DNA topoizomerazlar DNA’nin primer yapisinda degisiklik yapmadan kendisini
fosfat omurgasina kovalent olarak ekleyip dogrudan tersiyer yapisini etki ederek
DNA’nin topolojisini degistirebilen niikleazlardir (Sano ve ark., 2008; Schoeffler ve
Berger, 2005). DNA sarmalinda gecici g¢entiklere sebep olurlar ve bu sekilde DNA

sarmallarinin veya ¢ift sarmallarin birbirinden ge¢mesini saglarlar (Wang JC., 2002).

DNA topoizomerazlarin, DNA replikasyonu, transkripsiyon, rekombinasyon,
kromozom yogunlasmasi / dekondensasyonu ve kardes kromatid ayrimi gibi gesitli

genetik islemlerde siiper katlanma problemlerinin ¢oziilmesinde 6nemli rolleri vardir.

2.1.1. Tip 2 DNA Topoizomerazlar

Tip I topoizomerazlar DNA sarmalimt tek zincir {izerinden kirarken, tip 2
topoizomerazlar Sekil 1’de goriildiigii tizere iki zincire de baglanarak gegici bir kirilma
yapar (Wang JC., 2002). Tip Il DNA topoizomerazlar (EC 5.99.1.3), genomik DNA'daki
topolojik degisiklikleri ATP bagimli bir sekilde katalize eden niikleazlardir (Austin ve
ark., 2018; Heng ve Le, 2010). Bu niikleaz aktivitesi, transkripsiyon da dahil olmak iizere
bir dizi hiicresel siire¢ i¢in gereklidir. Tip II topoizomerazlarin omurgalilarda DNA
topoizomeraz Ila (topo lla, 170-kDa) ve DNA topoizomeraz IIf (topo IIp, 180-kDa)
olmak tiizere iki izoformu vardir (Sekil 2). Bu iki izoform farkli genlerden kodlanir fakat
amino asit dizilerinde %72’lik bir benzerlik tasirlar (Austin ve ark. 1993; Tsutsui ve ark.

2001).



Sekil 1: Tip 2 topoizomerazlarin ¢calisma prensibi (Wang JC., 2002)

Bu iki izoform, N-terminal ATPaz ve merkezi ¢ekirdek bolgeleri agisindan oldukga
homologdur, ancak C-terminal bakimindan biiyiik farkliliklar gosterir. N-terminal alani
ATPaz fonksiyonuna sahiptir ve tiirler arasinda en ¢ok korunmus olan bolgedir. Merkezi
bolge de yliksek oranda korunmustur ve aktif bolge DNA kirilmasi ve yeniden birlesme
aktivitesine sahiptir. C-terminal alani, iki izoformun hem in vitro hem de in vivo
farklilagmada rol oynayabilecegini diigiindiirmektedir. C-terminal alani izoformlar
arasinda en az homolojiye sahip olan bolgedir ve niikleer lokalizasyon sinyallerinin ve
sumolasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, asetilasyon dahil olmak iizere birgok post

translasyonel modifikasyonun yeridir.
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Sekil 2 : Okaryotik Top 11, 2 izoform halinde bulunur: SDS-PAGE jellerinde a (170-kDa) ve p (180-
kDa) (Fred Drake ve ark., 1987).



2.1.2. Topoizomeraz 1163

Insan TOPIIB geni 3. Kromozomun p24 kolunda bulunur ve protein dizisi 1621

aminoasitten olusur.

Beynin farkli bolgelerindeki topo IIf izoformunun protein ve aktivite seviyelerinde
yasa bagli degisiklikler bildirilmistir. Topo IIf seviyesi tiim beyinde ve ayrica serebellum,

serebral korteks ve orta beyin dahil olmak {izere 3 spesifik bolgede analiz edilmistir.

Topo IIB'nin aktivitesi "Geng" sigan beyninde en yiiksek, "Yetiskin" beyninde orta
ve "Yash" beyninde en diisliktlir. Topo IIB'nin protein seviyesi, enzimatik aktivitesi ile
Iyi bir korelasyon gostermektedir; bu da topo IIf'nin enzimatik aktivitesinin ve protein
seviyesinin geng¢ beyinde yiiksek oldugunu ve bu seviyelerin yas arttikga azaldigini
gostermektedir (Kondapi ve ark., 2004; Heng ve Le, 2010).

DNA topo IIf'nin subseliiler konumu kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Aktivitesi
hiicre dongiisii boyunca sabittir. Mevcut fikir birligi, interfaz sirasinda topo IIf'nin
niikleerde bulundugu, mitoz sirasinda ise agirlikli olarak sitozolik bir konuma sahip
oldugu yoniindedir (Chaly ve ark., 1996; Heng ve Le, 2010). Ek olarak, embriyonik
asamada, beyindeki topo IIf niikleoplazmik bir enzimdir. TOP2B agirlikli olarak
niikleerdir; topo Ila ve topo IIf'nin C-terminal alani niikleer lokalizasyon sinyalleri igerir

(sekil 3) ve her iki izoform da niikleer ihrag sinyallerine sahiptir.
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Sekil 3: insan topo IIf'nin domainlerinin sematik gosterimi.N-Terminal ATPaz alami kirmiz,
Merkezi ¢ekirdek kirilma-birlesme alam yesil ve C-terminal alam mavi ile gosterilmistir (Austin ve
ark., 2018).



In vitro olarak benzer katalitik 6zellikleri olmasina ragmen Tip Ilo izoformu mitotik
stireclerde cok dnemlidir, sadece ¢ogalan dokularda ve boliinen hiicrelerde ifade edilir ve
temel olarak kromozom ayrimi i¢in gereklidir. Béliinen hiicrelerde GoM fazinda enzim
seviyesi artar. Tip IIp izoformu ise olgunlasan beyindeki post-mitotik néronal hiicrelerde

ve farklilagsmis hiicrelerde artis gosterir. (Kawano ve ark., 2010; Lyu ve ark., 2006).

Benzer sonuglar ile topo 113’ nin hiicre canliligi i¢in elzem olmadigi canlilarda daha

spesifik siireglerde rol oynadigi gosterilmistir.

Tiim viicut hiicrelerinde topo IIf ifade edilmeyen (knock-out) farelerle yapilan
deneyler sonucu perinatal 6liim gerceklesmesi (Yang ve ark., 2000) ve sadece beyin
hiicrelerinde topo IIf ifade edilmeyen farelerde ise beyin gelisimi esnasinda
kortikogenezde hasar meydana gelmesi (Lyu ve ark., 2006), topo 1I’nin beyin gelisimi
ve noral farklilagmadaki 6nemini ortaya koymaktadir. Ayrica topo IIf eksik (null) fare
embriyolarinda beyin gelisimi harig hiicre farklilagmasi ve organ gelisimi normal devam
etmistir. Bundan yola ¢ikarak topo IIf’nin néronal genlerin transkripsiyonuna spesifik
oldugunu soyleyebiliriz (Heng, X. ve Le, W.-D. 2010). Bu konuda yapilan ¢aligmalarda
topo IIf’nin post-mitotik noronlarda ve hiicrelerde belirli genlerin ekspresyonunu
etkileyerek genetik ifadenin diizenlenmesinde ¢ok onemli rolii oldugunu gostermistir

(Lyu ve ark., 2006).

Norit biiylimesi, akson rehberligi ve noral gé¢ gibi asamalar noral ag olusumu ve
gelismesinde esas noktalardir. Ayrica akson rehberligi ve biiylime biiyiime konisi
tarafindan kontrol edilir. Topo IIf’nin katalitik olarak engellendigi bir calisma ile
serebellar graniil noronlart (CGNs), dorsal kok gangliyonlar1 (DRGs) ve kortikal
noronlarda (CNs) ndrit biiylimesi ve biiyiime konisi olusumunun da onemli Olciide
engellendigi sonucuna varilmistir (Nur-E-Kamal 2007). Topo IIp’siz farelerde néron
aksonlarinin omirilik ve kaslara ulasamadigin1 (Yang ve ark.2000) topo IIf’siz
embriyolardan elde edilen kortikal ndronlarin kontrol grubuna gore daha kisa norit
olusturdugu (Heng ve Le., 2010) goriilmiistiir. Benzer sekilde topo IIf gen ifadesi
susturulmus Mezenkimal Kok Hiicreleri (MKH)’ nin yonlendirilmis noral farklilagmasi
ile elde edilen néronlarin aksonlariin normalden daha kisa oldugu gosterilmistir (Isik ve
ark. 2015) Yapilan caligmalar topo I ifadesinin noral ag olusumunun agamalarinda ne
derece onemli oldugu kanitlar niteliktedir. Tiim bu ¢alismalar g6z 6niinde bulundurularak

topo IIB nin néron gelisimi ve iletimi i¢in 6nemli genlerin transkripsiyonu ile dogrudan



baglantisi oldugunu ve dolayli olarak TOP2B'deki mutasyonlar veya topo IIf ekspresyon
seviyelerindeki  degisiklikler —norodejeneratif bozukluklara yol acabilecegini

gostermektedir (Terzioglu-Usak ve ark., 2017).

TOP2B geni, beyin gelisimi ve ndral farklilasmada anahtar role sahip bir gendir.
Topo IIf’nin, Alzheimer hastalig1 (AH) ve Parkinson hastaligi (PH) gibi nérodejeneratif
hastaliklarin patogenezine katkida bulunabilecek bir rolii oldugu da gosterilmistir.
Dolayistyla, TOP2B'deki mutasyonlar veya topo IIf ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerin ndrogelisimsel veya norodejeneratif bozukluklara yol agabilecegini

diistindiirmektedir.

Tip II topoizomerazin susturulmasi, topo Ilo ve topo IIf'nin islevini arastirmak i¢in
yararli bir yontem olmustur. Veriler, topo Ila devre dis1 birakildiginda topo IIf min
kromozom yogunlagmasi sirasinda topo Ila nin islevinin yerine gecebilecegini, ancak

kromozom ayrigmasinin gerceklesmedigini gostermektedir.

TOP2B eksikligi olan farelerde, diyafram kasindaki motor ndronlarin kusurlu
innervasyonu (Yang ve ark., 2000), serebral kortikal néronlarin anormal gogii ve serebral
korteksin anormal laminasyonu (Yang ve ark., 2000; Lyu ve Wang 2003) gibi ndral
gelisim kusurlar1 gozlenmektedir. Arastirmalar gostermistir ki embriyonik kok hiicre
kaynakli noronlarda, topo II8’nin yoklugu hiicre dliimiiyle sonuglanir (Tiwari ve ark.,
2012). TOP2B nakavt farelerde retinasi kusurlu laminer yap1 ve norit biiyiimesi gosterir.
Ayrica retina kalinligin1 azaltir ve daha sonra apoptotik hiicre 6liimiiniin artmasina neden

olur (Li ve ark., 2014).
2.2. Noroinflamasyon

Noroinflamasyon immiinojenik uyaranlar tarafindan tetiklenir. Bagisiklik
sisteminin homeostaziye yonelik tehditleri ortadan kaldirmak amaciyla verdigi tepkinin
biyokimyasal basamaklar1 ile sonuglanir. (Leng ve Edison, 2021; Woodburn ve ark.,

2021)

Cogunlukla Beyin veya omurilikte olusan enfeksiyon, travma, iskemi, yaralanma,
toksinler ve protein agregasyonlar1 gibi patolojik uyaranlar glial hiicreleri aktive ederek
noroinflamasyon olarak adlandirilan immunolojik reaksiyonlara neden olmaktadir. Her
ne kadar norodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi, semptomlar1 ve ilerlemesi farkliliklar

gosterse de noroinflamasyon bu hastaliklarda ortak bir siiregtir. Noroinflamasyonun,
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norodejenerasyonun nedeni veya sonucu olabilecegi i¢in, norodejeneratif hastaliklara

nasil katkida bulundugu hala tartisma konusudur.

Beyinde, noroinflamasyon, yiliksek proinflamatuar sitokin seviyeleri, makrofaj
(mikroglia) aktivasyonu, periferik 16kosit infiltrasyonu ve sinir dokusunda hasar olarak
kendini gosterir (Estes ve McAllister, 2014; Woodburn ve ark., 2021). Bu iltihaplanmaya
sitokinlerin, kemokinlerin, reaktif oksijen tiirlerinin ve ikincil habercilerin iiretimi
aracilik eder. Bu aracilar, yerlesik MSS glia (mikroglia ve astrositler), endotelyal hiicreler
ve periferal olarak tiiretilmis bagisiklik hiicreleri tarafindan tretilir (DiSabato ve ark.,
2016). Bu noroinflamatuar yanitlarin immiin, fizyolojik, biyokimyasal ve psikolojik

sonuglar1 vardir.

Merkezi sinir sistemi, ndronlar ve ndroglial hiicrelerden olusur. Noroglial hiicreler
ayrica astrositleri, oligodendrositleri , mikroglia ve ependimal hiicreleri igerir. Ozellikle
mikroglia, yetiskin beynindeki glial hiicre popiilasyonunun yaklasik %10-15"ini olusturur
(Nayak ve ark., 2014; Subhramanyam ve ark., 2019). Beyin parankiminde bulunurlar ve
beynin yerlesik bagisiklik hiicreleri olarak gosterilirler. Noroektodermden tiiretilen
noronlar ve diger noroglial hiicrelerden farkli olarak, mikroglia, embriyonik yolk
kesesinden ilkel makrofajlar olarak koken alir ve dolasim sistemi yoluyla MSS'ye

Katilirlar. Subhramanyam ve ark., 2019.

Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri arasinda mikroglia, ndroinflamasyonda birincil
oyunculardir. Mikroglial aktivasyon, merkezi sinir sisteminin yerlesik makrofajlart
olarak, fizyolojik ve ndroprotektif kilit bir role sahiptir (Orihuela vd. 2016). AH, PH ve
multiple skleroz (MS) da dahil olmak {izere ¢oklu norodejeneratif hastaliklarin

patolojisinde rol oynar (Graeber vd. 2011).

Ayrica, noroinflamasyonun derecesi, birincil uyaran veya hakaretin baglamina,

stiresine ve seyrine baglidir.

Bagisiklik sistemi, patojenlere ve tiimdrlere karsi korumayi tesvik etmede ve hasarli
dokularin onariminda faydali olabilecek bir siire¢ olan iltihabin diizenlenmesinde temel
bir rol oynar, ancak ayni zamanda kronik olarak indiiklendiginde zararli olabilir

(Takeuchi ve Akira, 2010; Gonzalez ve ark., 2014).

Akut noéroinflamasyon koruyucu bir rol oynamasina ragmen, kronik

noroinflmasyon sinir dokusuna zararl olarak kabul edilmektedir (Russo vd. 2018).
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Sekil 4: Noroinflamasyonun olumlu ve olumsuz yonleri (DiSabato ve ark., 2016) orijinal gorselden
Tiirkcelestirilmistir.

Asin Mikroglial
Aktivasyon

AB plaklar1 ve a-siniiklein gibi ndrodejeneratif hastaliklarin patolojisi ile iligkili
baz1 yanlig katlanmis veya anormal kiimelenmis proteinler, immiin sistemin Toll benzeri
reseptorler (TLR'ler) ad1 verilen reseptorleri yoluyla inflamatuar tepkileri indiikleyebilir
veya diizenleyebilir (Roodveldt vd. 2013, Stewart vd. 2010), boylece her iki islem

arasinda molekiiler bir baglanti saglayabilirler (Timmerman vd. 2018).

Merkezi sinir sisteminin inflamasyonu olan ndroinflamasyon, bir¢ok farkli
patolojik durumun belirgin bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir (Glass ve ark., 2010).
Bu baglamda, birka¢ kanit dizisi, ndroinflamasyonun, birka¢ ndérodejeneratif bozuklukta
gozlenen ortak bir 6zellik olan néronal dejenerasyonun ilerlemesinde yer alan cok 6nemli

bir siire¢ oldugunu kuvvetle onerir (Glass ve ark., 2010; Lucin ve Wyss-Coray, 2009).
2.3. Mikroglia

Noronlar ve diger noroglial hiicrelerden farkli olarak, mikroglialar, embriyonik
yolk kesesinden ilkel makrofajlar olarak {iretilir ve dolasim sistemi yoluyla beynine go¢

ederek Merkezi sinir sistemine katilirlar (Ginhoux ve ark., 2010; Subhramanyam ve ark.,
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2019) ve bu ilkel hematopoietik progenitdrler embriyogenez sirasinda beyni kolonize
ederler ve MSS’nin mikro-ortaminin etkisi altinda yuvarlak bir amoeboid morfolojisine
farklilagir (Ling ve ark., 1980), dogum sonrasi gelisim sirasinda, dinlenme evresini
gosteren dallanmis bir morfoloji kazanmaya baslarlar (Kaur ve ark., 1985; Kaur ve
Ling,1991) ve embriyonun ve gelismis beynin yerlesik bagisiklik hiicreleri olan
mikroglialar haline gelirler (Ginhoux ve ark., 2010; Pinto ve Fernandes, 2020; Yona ve
ark., 2013).

MSS'in yerlesik bagisiklik hiicreleri ve makrofajlar1 olan mikroglialar, beyin
hiicrelerinin %15'ini (Cardona ve ark., 2006) ayni1 zamanda glial hiicrelerin %10'unu
(Perry ve ark., 2010; Soulet ve Rivest 2008) olusturur (Pinto ve Fernandes, 2020).
Yaralanma sonrasi monositik hiicrelerin periferik kandan MSS’ye alindigi ve burada
mikroglial hiicrelere farklilastigina dair kanitlar vardir (Mildner ve digerleri, 2007).). Bu
nedenle, mikroglia beyinde yerlesik makrofajlardir, ancak patolojik kosullarda kan

dolagimindan gelen monositlerle birlikte popiilasyonlari artar (Arcuri ve ark., 2017).

Merkezi sinir sisteminin yerlesik bagisiklik hiicreleri olan mikroglialar, doku
homeostazinin korunmasinda 6nemli bir rol oynar.ve normal kosullarda beyin gelisimine

katkida bulunur (Subhramanyam ve ark., 2019).

Fizyolojik kosullar altinda dallanmis mikroglialar sinapslar ve aksonlar dahil olmak
tizere noronal ag yapilartyla gegici temas kurarak beyin mikrogevresini siirekli arastiran,
hasar sinyallerini algilayan homeostatik bir fenotip sergilerler (Nimmerjahn ve digerleri,
2005). Norogenez, sinaptik budama gibi rollerle ndral sag kalimi ve sinaptik plastisisteyi
korur. Bu amagla belirli yiizey molekiillerini ifade ederler, astrosit ve néron fonksiyonunu

etkileyen ¢oziilebilir faktorler salgilarlar (Kettenmann ve digerleri, 2011).

Bununla birlikte doku go6zetimi, Hiicre artiklarmin birikmis proteinlerin ve
patojenlerin uzaklastirilmas1 ve yaralanmaya yanit gibi klasik olarak bagisiklikla iliskili

rolleri yerine getirirler (Hanisch ve Kettenmann, 2007; Nimmerjahn ve digerleri, 2005).

Mikroglialar beyin homeostazindaki degisikliklere ¢ok duyarlidir. Yaralanma ve
hasar durumunda mikroglialarin kemotaksis yoluyla bulunduklar1 yerden merkezi sinir
sisteminin lezyonlu bolgesine gd¢ ederler ve bagisiklik tepkisini baslatmak icin

aktiflesirler.
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Mikroglia kaynakli norotoksisite, mikroglialarin aracilik ettigi inflamasyonun
merkezi sinir sisteminde ndronal yapilarin veya islevlerin kaybina neden olmasiyla ortaya
¢ikar ve inme, omurilik yaralanmasi, sepsis, AH), PH, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS),
Frontotemporal Demans (FD) ve Lewy Cisimcikli Demans (LCD) gibi norodejeneratif

hastaliklar ve hatta psikiyatrik hastaliklarla iligkilidir.

Birka¢c deneysel ¢alisma noronal hiicre Oliimiiniin bir inflamatuar siireci
indiikleyebilecegini ve inflamasyonun kendi basina hiicre dliimiine yol agabilecegini
gostermistir (Ransohoff, R. M., 2016; Batista ve ark., 2019). Noronal hasar veya baska
bir hasar oldugunda, uyaranin tipine ve biiyiikliigline bagli olarak, mikroglialar,
sitotoksisiteyi artiran proinflamatuar faktorleri ve yara iyilesmesine ve doku onarimina
yardimct olan anti-inflamatuar noroprotektif faktorleri salgilamak igin aktive olurlar

(Subhramanyam ve ark., 2019).

Mikroglial aktivasyona morfolojik ve molekiiler degisikliklerler eslik eder.
Hiicreler sekil 5° te goriildiigii gibi dallanmig dinlenme formundan ¢ikintilarini azalttig
ara bir form olan daha az dallanmis forma ve sonunda tam bir ¢cubuk ve amoeboid sekle
veya tamamen aktif hale doniisen siireclerinde kismen geri ¢ekilir (Stence ve ark., 2001;

Orr ve ark., 2009; Pinto ve Fernandes, 2020).

Ramified Withdrawal Transitional Motile Locomotory
(R-stage) (W-stage) (T-stage) (M-stage) (L-stage)
Activation
signal

;‘ \‘ 3 \
h s
I&/ '& \
Retraction of extant branches
. Motility (protrusion & retraction)
Time ——p Locomotion

Sekil 5: Aktiflesen mikroglianin kemotaksis yoluyla gé¢ edebilmesi icin yaptig1 morfolojik
degisimler (Stence ve ark., 2001).

‘,'

Aktif mikroglia genel olarak M1 tipi (klasik/ pro-inflamatuar aktivasyon) ve M2
tipi (alternatif /anti-inflamatuar aktivasyon) olmak iizere iki fonksiyonel polarizasyon

durumuna siniflandirilirlar ve Sekil 6’da goriildiigii tizere farkli fonsiyonlara sahip olurlar

11



(Aguzzi vd. 2013, Jha vd. 2016). M1 fenotipi, mikroglia’nin inflamatuar ve ndrotoksik
roliine aracilik etmede kritik bir rol oynar ve asir1 aktivasyon halinde néronlar iizerinde
zararl bir etkiye sahiptir (Kigerl vd. 2009, Liao vd. 2012). M1 mikroglia, timdr nekroz
faktorti (TNF)-a, interlokin (IL)-18 ve nitrik oksit (NO)’i i¢ine alan molekiilleri ifade

eder.

Morfolojik doniisiimlerine paralel olarak, aktive olmus mikroglia, iyonize kalsiyum
baglayici adaptor molekiil-1 (Iba-1), major histo-uyumluluk kompleksi antijen sinif 11
(MHC-II) ve CD11b ve CD68 gibi mikroglial fagositik belirteglerin yiiksek ekspresyonu
ile karakteristik bir genetik profil ifade eder (Lynch M. A., 2009; Hendrickx ve ark., 2017,
Pinto ve Fernandes, 2020;).

Diger yandan, M2 fenotipinin daha noroprotektif bir fonksiyonu oldugu
diistiniilmektedir ve IL-4, IL-10 ve CD206’nin ekspresyonu ile karakterize edilmektedir.
Biriken kanitlar M2 mikroglia’nin noéroinflamasyonu baskiladigini, homeostazisi
korudugunu ve anti-inflamatuar sitokinler ve doku onarici sitoaktif faktorler iireterek sinir
dokularin1 korudugunu gostermektedir (Colton 2009). Dahasi, M2 fenotipi ayrica
norodejeneratif hastaliklara karsi noroprotektif bir rol de oynayabilir. Bu nedenle,
polarize mikroglia’nin M1 fenotipinden M2 fenotipine kaydirilmasi, nérodejeneratif ve

noroinflamatuar bozukluklarin tedavisi i¢in fonksiyonel bir yaklagim olabilir.
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AKTIF MIKROGLIA POLARIZASYONU
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IL-17 \
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Sekil 6: Aktif mikroglianin iki farkl polarize hali olan M1 ve M2 fenotiglerinin gosterimi (Jurga ve
ark., 2020). (Orijinal gorselden Tiirkgelestirilmistir)

Asirt mikroglial aktivasyon, ¢evreleyen saglikli sinir dokusuna zarar verir ve 6li

veya 0lmekte olan noronlar tarafindan salgilanan faktorler sirayla mikroglia'nin kronik

aktivasyonunu siddetlendirerek ilerleyici néron kaybina neden olur.

Mikroglial fonksiyonlar, mikroglial hiicrelerin in vitro kemirgen kiiltiirleri
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kullanilarak kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir. Bununla birlikte, kemirgen
mikroglia, insan mikroglia ile karsilastirildiginda 6nemli biyokimyasal ve farmakolojik
farkliliklar gostermektedir. Ayrica, insan primer mikroglia hiicrelerinin kullanildig:
deneysel caligmalar, primer kaynaklarin kisitli kullanilabilirligi nedeniyle oldukca
sinirlidir. Bu baglamda, insan mikroglial hiicre hatti, HMC3 (insan mikroglial 3. klonu),
bu smirlamalarin agilmasini saglamakta ve degerli bir deneysel model olarak kabul

edilmektedir (Russo vd. 2018).



2.4. HMCS3 hiicre hatt1

Mikroglial fonksiyonlar, 1-2 giinliik yenidogan hayvanlarin beyin kortekslerinden
tiiretilen sigan primer kiiltiirleri (Lin ve ark., 2017) ya da 6liimsiizlestirilmis murin hiicre
hatlar1 (Figuera-Losada ve ark., 2014) gibi mikroglial hiicrelerin kemirgen kiiltiirleri

kullanilarak ayrintili bir sekilde karakterize edilmistir.

Kemirgen mikrogliast ile, insan mikrogliast karsilastirildiginda  6nemli
biyokimyasal ve farmakolojik farkliliklar gostermektedir. Ayrica, insan primer mikroglia
hiicrelerinin fetal doku, hasta biyopsisi, beyin tiimorii ile alinan normal doku veya 6lim
sonrasi beyin dokusu gibi kaynaklarin kisith kullanilabilirligi ve etik kaygilar nedeniyle

oldukca kisitli kaynak profili vardir.

Bu nedenle mikroglia aracili ndroinflamasyon modellerinin olusturulmasi ve
mikroglial fonksiyonlari arastirilmasi agisindan insan mikroglia Hiicre hatt1 olan HMC3
(insan mikroglial kolon 3) hiicre hattinin kullanilmasi bu sinirlarin asilmasi bakimindan

onemli bir deneysel model olarak kabul edilmektedir (Russo vd. 2018).

Farkli laboratuvarlarda yetiskin beyin dokusundan mikroglial hiicre hatlar1 elde
edilmis (Garcia-Mesa ve ark., 2017; Nagai ve ark., 200) ve bu hiicre hatlar1 SV40’a
bagimli olarak dliimsiizlestirilmistir (Janabi ve ark., 1995). HMC3 hiicre hatt1 da bu hiicre

hatlar1 iginde bulunmaktadir.

Hiicrelerin ¢ok diisiik yogunlukta biiyiyememesi (Sekil 7) nedeniyle klon bilgisi
tam olarak dogrulanamasa da oliimsiizlestirilmis hiicrelerin birka¢ klonu izole edildi
(Janabi ve ark., 1995) Ayrica birincil MSS kiiltiirlerinin parankimal mikroglia ile sinirl
olmadig1 ve bu kiiltiirlerde muhtemelen kiiltiir heterojenligine katkida bulunan diger

miyeloid popiilasyonlarinin bulunabilecegi belirtilmelidir.

HMCS3 hiicre hatt1 ilk olarak Prof. Tardieu'nun laboratuvarinda 8 ila 12 haftalik
insan embriyolarinin omuriligi ve kortikal alanindan alinan primer hiicrelerinin dairesel

calkalama yoluyla izole edilmesiyle elde edildi.

HMC3, 2016 yilinda American Type Culture Collection (ATCC®) tarafindan
dogrulanmistir ve  ATCC® tarafindan HMC3 (ATCC®CRL-3304)ad1 altinda ticari
olarak dagitilmaktadir (Sekil 7).
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ATCC Number CRL-3304
Desgration  MMCE Clooe 3

DATCC* DATCC®

w Dewaily g Devesy

Sekil 7: HMC3 hiicrelerinin ATCC tarafindan yaymlanan hiicre morfolojisini gosteren kiiltiir
goriintiisii

Dinlenme halindeki HMC3 hiicreleri, mikroglia/makrofaj belirteci IBA1 i¢in giiglii
pozitif, endotoksin reseptorii CD 14 i¢in pozitif, ancak astrosit belirteci GFAP i¢in negatif
olarak belirlenmistir (Janabi ve ark.,1995). Aktiflestirilmis mikroglia belirtecleri; MHCII,
CD68 ve CD11b, dinlenme halindeki HMC3 hiicrelerinde negatif iken IFN-gamma (10
ng/ml, 24 saat) ile aktivasyondan sonra yukari regiile olduklar1 belirlenmistir (ATCC).

Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlarmin, primer kiiltiirlere gére LPS' ye daha az yanit

verdigi bildirilmistir. (Janabi ve ark., 1995; Sébire ve ark., 1993).
2.5. Noroinflamasyon Modeli

Mikroglia aracili noroinflamasyon modellerinde en yaygin kullanilan uyarici olan
LPS, Gram- negatif bakterilerin dig membraninda bulun ve dogustan gelen immiin yaniti
baslatan bir endotoksin olan Lipid A'y1 igeren lipopolisakkarittir (Raetz ve Whitfield,
2002).

Sekil 8 de sematize edildigi gibi LPS, mikroglia iizerinde bulunan toll benzeri
reseptor 4'e (TLR4) baglanarak etki eder ve daha sonra enflamatuar faktorlerin tiretimi

i¢cin gerekli genlerin transkripsiyonu baglatan hiicre i¢i proteinleri aktive eder (Batista ve

ark., 2019).

LPS genellikle disaridan gelen tehdit olan bakteriyel bir enfeksiyonu yani eksojen
bir uyaricilari temsil etmek i¢in kullanilir. Ancak inme ve norodejeneratif hastaliklar gibi

bircok steril hastaliklarda mikroglia, hiicre hasarindan salinan maddeler ve pro-

15



inflamatuar sitokinler IFN-y ve TNF-a gibi diger endojen uyaranlar tarafindan aktive
edilir (Brow ve Vilalta, 2015). Dolayisiyla, bunlar cesitli mikroglia aracili

noroinflamasyon modellerinde de kullanilmistir

LPS

monomer | ps transfer
° to TLR4-MD2

( | LBP TLR4-MD2
Gram-negative ° dimerization

bacteria cD14 v " ww
GCAHOVO0IRNOICORNICEVROTOND 0000\ 00000060000, PR -2 22 R 1 -]
TLR4

0006008008000 06009000000000000000000000900000( DOOOVPOO00200 000000000

% W

NFkB/MAPK
l signaling

TRIF

l

IRF3§ ——o»y T
activation

Proinflammatory
cytokines

Sekil 8: LPS arasicii Noroinflamasyonun baslatilmasinin sematik gosterimi (Mazgaeen ve Gurung,
2020)

Mikroglia sadece disaridan gelen tehditler tarafindan degil, ayni zamanda hiicre
stresi, hiicre hasar1 ve hiicre 6liimii gibi endojen tehditler tarafindan da aktive edilir (Brow
ve Vilalta, 2015). Hasarli1 ve 6li hiicrelerden salinan sitoplazmik maddelere ve diger
hiicreler tarafindan iiretilen sitokinlere yanit vererek aktive olurlar. Makrofaj ve mikroglia
aktivasyonu i¢in IFN-y o6nemli bir sitokindir. IFN-y, periferik sinir hasari sirasinda
omuriligin dorsal oynuzunda (Sonekatsu ve ark., 2016), yasli beyinlerde, travmatik beyin
hasarin1 takiben, Alzheimer, Parkinson ve vaskiiler demans gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin erken asamalarinda (Guevara ve ark., 2020) yukar1 dogru diizenlenir. Bu
yiiksek IFN-y seviyelerine maruz kalan mikroglia daha sonra reaktif bir forma doniiserek
diger proinflamatuar sitokinleri iiretir (Takeuchi ve ark., 2006; Mount ve ark., 2007). Bu
nedenle, noroinflamatuar c¢aligmalarda LPS'nin yam1 swa IFN-y da mikroglia
aktivasyonunun bir uyaricist olarak kullanilmaktadir. LPS spesifik bir digsal tehdidi, yani

enfeksiyonu temsil ederken, IFN-y daha genel ve endojen bir yaniti temsil eder.
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2.6. Amag

Daha 6nceden de bahsedildigi gibi nérodejenerasyon ve néroinflamasyon birbirinin
tamamlayicis1 olan fakat néroinflamasyonun, nérodejenerasyonun nedeni veya sonucu
olabilecegi i¢in, norodejeneratif hastaliklara nasil katkida bulundugu hala tartisma ve

arastirma konusudur.

Topo IIf’nin néron gelisimi ve iletimi i¢in énemli genlerin transkripsiyonu ile
dogrudan baglantis1 oldugunu ve dolayli olarak TOP2B'deki mutasyonlar veya topo I8
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler nérodejeneratif bozukluklara yol agabilecegi

gosterilmistir (Terzioglu-Usak ve ark., 2017).

Daha 6nceden Prof Dr. Sevim Isik ve ekibi tarafindan yapilan noral indiiklenmis
mezenkimal kok hiicrelerde topo 1B nin susturulmasi ilen yapilan ¢aligmada inflamasyon
ile iligkili genlerin ekspresyonlarinin anlamli miktarda artmasina yol agtig1 goriilmiistiir
(Isik ve ark., 2015, Yayinlanmamis Data). Yine aym ekip tarafindan yapilan calismalar
topo IIB’nin Nurrl ekspresyonu iizerinde diizenleyici bir etkisi oldugunu gostermistir
(Terzioglu ve ark. 2017, Zaim ve Isik 2018). Nurrl proteinin Parkinson hastaliginda
noroinflamasyona karsi ndroprotektif rolii oldugunu bilinmektedir. Bu durumda, topo
IIB, Nurrl tzerinden Ozellikle Parkinson hastaliginda olmak tiizere noérodejeneratif

patolojilerde ndroinflamasyona karsi noroprotektif bir rol alabilir.

Bu calismalar ve literatiirden anlasildig: {izere topo IIB’nin ndron gelisimi ve
Norodejenerasyon ile dogrudan iligkisi kanitlara dayanmaktadir fakkat ndérodenerasyon
ile noroinflamasyonun iliskisi g6z Onilinde bulundurularak topo 1IB’nin
noroinflamasyonda ve Ozellikle noéroinflamasyonun birincil hiicreleri  olan

mikroglialardaki foksiyonunu arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu caligmada, topo IIf’nin varliginin arttirilmasimin, beynin daimi bagisiklik
hiicreleri olan mikroglia aracili néroinflamasyon durumunda, pro-inflamatuar M1 ve anti-
inflamatuar M2 fenotipi doniisiimlerinde, 6zellikle M1 fenotipinden M2 fenotipine

geciste olast modiilator roliiniin arastirilmasi amaglanmustir.

Topo 1IB’nin mikroglia fenotipleri iizerinde etkin bir roliinlin olmas1 durumunda

noroinflamasyonun TOP2B aracil1 diizenlenmesi iyi bir tedavi stratejisi olabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HMC(C3 Hiicre Hattimin Kiiltiirii
3.1.1. HMC3 Hiicre Hattinin Temin edilmesi

HMC3 hiicre hattit ATCC (American Type Culture Collection) firmasindan satin
alind1 ve uzun stireli kullanim i¢in s1v1 azot tankinda saklandi. Hiicreler besiyerine %20
FBS (Fetal Bovine serum, Thermo Fisher, 102701006) ile ekildi. Hiicre yogunlugu %70
ve lizeri oldugunda %0.25 Trypsin/EDTA (Thermo Fisher, 25200056) ¢6zeltisi ile kiiltiir
kab1 zemininden kaldirildi. Hiicreler tekrar pasajlanacak yogunluga erisince HMC3 hiicre
stogu olusturmak i¢in %90 FBS ve %10 DMSO (Dimethyl Sulfoxide, GENAXXON,
M6323.0100) i¢inde ¢oziilerek sivi azot tankinda stoklandi.

3.1.2. HMC3 Hiicre Hattinin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Hiicreleri uzun siireli koruma amaciyla dondurmak i¢in, kiiltiirden alinan hiicreler
0,5-1X 106 hiicre/ml yogunlukta FBS i¢inde yeniden siispanse edilmistir. Cryovial tiipler
buz iizerine yerlestirildi ve her tiipe 900 pl hiicre ¢ozeltisi eklendi. Ardindan kristalize
olmasini 6nlemek i¢in 100 pl DMSO damla damla ve karistirilarak eklendi. Hiicre
canliligin korunmasi i¢in agsamali olarak dondurmak amaciyla 6nce -20 °C'de 1-2 saat,
ardindan -80 °C'de bir gece birakildi. Ertesi giin, hiicreler uzun stireli kullanim igin siv1

nitrojen tankinda -196 °C'de saklandi.

Hiicre ¢6zmek icin 6nceden 37°C lik su banyosunda isitilmig MEM (Minimum
Essential Medium, Capricorn, MEM.XA) den 10 ml 15 ml’lik santrifiij tiiptine alind1.
Nitrojen tankindan alinan cryovial tiipler hizlica 37 °C lik su banyosunda en fazla 2
dakika olacak sekilde eritildi. Coziilen hiicreler 6nceden 1sitilmis 10 ml MEM i¢inde oda
sicakliginda 1800 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek yikandi Siipernatant pellet
dagitilmadan dikkatlice atild1 ve kalan DMSO’nun uzaklastirildigindan emin olmak i¢in
ayni islem tekrar edildi. Yapilan yikamalardan sonra pellet %10 FBS, %1 Sodyum piriivat
(Capricorn, NPY.B), %1 L-glutamin (Capricorn, GLN.B) ve 0,1 mg/ml primosin
(Invivogen, ant-pm-2) iceren 5 ml MEM iginde CO2 dolasimina izin vereb 25 cm? lik
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ventilli flaska ekildi ve 37 °C, %5 CO2 ortamina sahip inkiibatorde inkiibe edildi. Olii
hiicreleri uzaklastirmak i¢in 24 saatte bir medium yenileme yapildi. Hiicre yogunlugu

mikroskop altinda kontrol edilerek %80 yogunluga ulasinca ¢alismaya baslanildi.
3.1.3. HMC3 Hiicre Kiiltiirii Sartlar1 Optimizasyonu

Hiicreler besiyeri sartlar1 ve hiicre yogunlugunu optimize etmek amaciyla kiiltiirde
biiyiitmeye devam edildi. Hiicrelerin kiiltiir sartlar1t DMEM (Capricorn, DMEM.HXA) ve
%10 oraninda fetal sigir serumu (FBS), 0,1 mg/ml primosin i¢eren besiyerinde baslatildi.
Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda hiicrelerin biiylime hizina ve morfolojisine
gére HMC3 hiicrelerinin besiyeri MEM: FBS oran1 %10 olarak belirlendi. Ayrica HMC3
hiicrelerinin ekim yogunlugu, ger¢ek zamanli hiicre analiz cihazi (Real Time Cell
Analyzer: RTCA; Xcelligence, Roche) kullanilarak yapilan optimizasyon c¢aligmalart ile
2x10* /em? olarak belirlendi. Kiiltiire 37°C, %5 CO> inkiibasyon sartlarinda devam edildi.
HMC3 hiicrelerine haftada iki kere pasaj yapildi ve diger giinler besiyeri yari yariya

yenilenerek taze tutuldu.
3.1.4. HMC3 Hiicre Kiiltiiri

Cozdiiriilen hiicrelerin ekilmesinin ardindan hiicre yogunlugu yaklasik %70-75'e
ulastiginda, hiicreler pasajlandi. Pasaj Oncesinde; complete MEM, PBS (Phosphate
Buffered Saline, Capricorn, PBS.1A) ve Tripsin/EDTA soliisyonu 37 °C su banyosunda
isitildi.  Flasktaki eski besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler kalsiyum ve magnezyum
icermeyen 3 ml PBS ile yikandi. Daha sonra PBS uzaklastirild: ve hiicreler 1 ml %0,25
Tripsin/EDTA soliisyonu ile 37 °C'de 1-2 dakika inkiibe ederek yiizeyden kaldirildi.
Hiicrelerin ayrilmasi mikroskop altinda goriintiilendi ve enzimin aktivitesi FBS igeren 3
ml medium eklenerek durduruldu. Medium eklenmis tripsinli hiicreler 15 ml'lik bir
santrifiij tiipline aktarilarak oda sicakliginda 1800 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre peleti yaklagik 1 ml besiyeri i¢inde pipetaj yapilarak
stispanse edildi. Hiicre canliligi Trypan Blue (Sigma; kat. no: T8154) boyamasi ile
membran biitlinliigii bozulan 6lii hiicrelerin boyanarak diglanmasi ve boyanmayan parlak
canli hiicrelerin sayilmasi ile thoma laminda yapildi. Daha sonra hiicreler 2x104
hiicre/cm2 %5 FBS, %1 Sodyum piriivat, %1 L-glutamin ve 0,1 mg/ml primosin igeren
5 ml MEM iginde 25 cm? lik yeni flaska ekildi. Flask 37 °C, %5 CO; sartlarinda CO;
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inkiibatoriinde inkiibe edildi. Her 24 saaatte bir medium yenilendi. HMC3 hiicreleri

haftada 3 kez ayni sartlarda pasajlandi.

3.2. Topo IIB Plazmid izolasyonu ve Teyidi

PEGFP-topo IIp plazmidi, C-terminaline kaynagmig gelismis yesil floresan protein
(EGFP) sekansi ile tam uzunlukta sigan topo IIf'y1 kodlar. Topo IIf genini iceren pEGFP-
N1 plazmidi, Okayama Universitesi Tip Fakiiltesi (Japonya)'nden Prof. Ken Tsutsui

tarafindan hediye edilmistir.
3.2.1. Siv1 luria broth (LB) besiyerinin ve LB agarin hazirlanmasi

Tablo 1’ de miktarlar1 verilen toz LB distile su ile iyice ¢oziindiiriiltiikten sonra
cozelti stvi programda (121°C, 20 dakika) otoklavlandi. Dokunulabilecek sicakliga
geldiginde 50 pl kanamisin antibiyotigi eklendi ve 4°C’de sakland1

Tablo 1: Sivi luria broth (LB) besiyerinin hazirlanmasi

Final konsantrasyon

LB besiyeri(toz) 10g 25 g/L
dH20 400 ml e kadar
Toplam 400 ml

Tablo 2’ de miktarlar1 verilen toz LB agar distile su ile iyice ¢oziindiiriiltiikten sonra
cozelti stv1 programda (121°C, 20 dakika) otoklavlandi. Dokunulabilecek sicakliga
geldiginde 50 pl kanamisin antibiyotigi eklendi ve 100 mm’lik petrilere petri basina 20
ml olacak miktarda koyuldu ve katilaginca ters cevrilip 4°C’de saklandi. Otoklav

asamasindan sonra tiim islemler laminar kabinde (Niive, MN 120) yapildi.

Tablo 2: LB agarin hazirlanmasi

Final konsantrasyon

LB agar besiyeri(toz) 3,79 37 g/L
dH20 100 ml e kadar
Toplam 100 ml
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Gliserol stok kanamisin antibiyotigi iceren agara tek diigiirme teknigi ile ekildi.
37°C’ de 16 saat inkiibe edildi ardindan olusan kolonilerden segilerek %1 kanamisin
iceren 5 ml LB’ye ekildi ve 24 saat 37°C calkalamali inkiibatorde biiytitiildii. 24 saat
sonra EGFP-N1 plazmidi, CompactPreb Plazmid Maxi Kit (Qiagen,128663) ile lireticinin
talimatlar takip edilerek izole edildi. izole edilen plazmid DNA’sinin konsantrasyonu
LVis plate ile Multimod Mikroplate okuyucu (BMG LABTECH, FlouOstar Omega)
kullanilarak olg¢iildii.

3.2.1. Topo I3 Plazmit Kesimi

Transfeksiyondan once, topo II} gen ekinin teyidi i¢in plazmit DNA ‘nin kesimi
Tablo 3 ve tablo 4‘te yer alan kosullara gore gergeklestirilmis ve farkli enzim

kombinasyonlar1 kullanilmistir.

Plazmidin uygun enzimler ile FastDigest BamHI (Thermo Scientific, FD0054),
FastDigest Xhol(,Thermo Scientific, FD0694), FastDigest Smal (Thermo Scientific,
FDO0663) kesimi koloni PCR yontemi kullanilarak yapildi. Kesim reaksiyonu sonuglari
%1 °lik agaroz jelde kontrol edilmistir

Tablo 3: Enzim Kesim Kombinasyonu 1:

Plazmid DNA (500ng) 1.6 ul
10X FastDigest™ Green Buffer 1 ul
FastDigest Xhol 0.5l 37°C, 5 dakika
FastDigest Smal 0.5l
Niikleaz Free Su 6.4 ul
Toplam 10 pl

Tablo 4: Enzim Kesim Kombinasyonu 2:

Plazmid DNA (500ng) 1.6 ul
10X FastDigest™ Green Buffer 1 ul
FastDigest Xhol 0.5 ul 37°C, 5 dakika
FastDigest BamHI 0.5 ul
Niikleaz Free Su 6.4 ul
Toplam 10 pl
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3.3. HMC3 Hiicre Hattinda Topo IIp Geninin Asir1 ifade Edilmesi

3.3.1. PEI Transfeksiyonu

HMC3 hiicre hattinin TOP2B geni iceren plazmit ile transfeksiyonu daha once
HUVEC, U87 ve SH-SY5Y memeli hiicre hatlarinda yapilan transfeksiyon optimizasyon
denemelerinde belirlenen degerler olan 5000 ng/ul plasmid ve 1:1, 1:2, 1:3 oranlarinda

PEI kullanilarak yapildi. Transfeksiyondan 12 saat sonra besiyerleri yenilendi.

Hiicrelerin 24, 48 ve 72. saatte floresan mikrokobunda hiicre goriintiileri ¢ekildi.

Elde edilen goriintiilere gore transfeksiyon verimi hesaplandi.

3.3.2. Lipofectamine LTX Transfeksiyonu

Lipofectamine LTX Kkiti (Invitrogen™ 15338100) tiretici firmanin talimatlarina
gore farkli konsantrasyonlart kullanildi. Hiicrelerin 24. ve 48. saatte floresan
mikrokobunda hiicre goriintiileri ¢ekildi. Elde edilen goriintiilere gore transfeksiyon

verimi hesaplandi.

3.3.3. NEON Transfeksiyon

Cihaz ile transfeksiyon protokole uygun olarak planlandi, hiicrelerin transfeksiyona
hazirlig1 yogunlugun %70 ve {istii olmasina gore belirlendi ve transfeksiyon i¢in hiicreler
toplandi ve sayildi 1x106 hiicre 100 pul R Buffer ile ¢oziildii hiicre sayisina gore 10 pg
TOPO 28 plazmiti tiipe eklendi ve NEON pipet ile 100 pl’lik neon tipe 100 pl mix
cekilerek istasyona yerlestirildi. Farkli hiicreler i¢in firma tarafindan verilen Oneriler
referans alinarak 3 farkli elektroporasyon protokol olusturuldu (Tablo 5). 24 saat sonra
besiyeri yenilendi.

Tablo 5: Neon Transfeksiyon ile denenen elektroporasyon protokolleri

Voltaj (V) Darbe Arahg (ms) Darbe sayisi
Protokol 1 1200 V 20 3
Protokol 2 1300 V 20 2
Protokol 3 1100 V 50 1
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HMCS3 hiicrelerine pEGFP-Topo IIf plazmid transfeksiyonu, GFP ekspresyonu i¢in

floresan mikroskobu altinda kontrol edildi. Transfeksiyon verimi hesaplandi.

3.3.4. 4D NucleofectorTM System (Lonza)

HMC3 hiicreleri Topo IIf geni ile transfekte etmek i¢in 4D NucleofectorTM sistemi
(Lonza) kullanildi. Hiicreler Trisin-EDTA soliisyonu ile toplandi tyrpsini inaktive etmek
icin FBS eklendi. Supernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre peleti niikleofektor
soliisyonu toplam 20 pl soliisyon icinde yeniden siispanse edildi. Her 20 pl ¢ozeltiye
kontrol 1 pg pmaxGFP plazmidi ve 4, 6, 8, 10 ug topo IIf plazmidi eklendi ve 20 pl’lik
niikleokiivetler i¢ine aktarildi. HMC3 hiicrelerine yakin olan HepG2 hiicrelerine ait olan
program uygulandi. Niikleofeksiyondan sonra, hiicreler 500 pl 6nceden 1sitilmis %10
FBS igeren MEM iginde yeniden siispanse edildi ve 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi ve
onceden 1sitilmis MEM ve %10 FBS iceren kuyucuklu plakalara ekildi. Transfeksiyon

floresan mikroskop altinda kontrol edildi

3.3.5. Lipofectamine 3000 ile Transfeksiyon

HMC3 hiicreleri ekimi yapildiktan sonra hiicre yogunlugunun yaklasik %70-%90’a
ulagmas1 beklenildi. Hiicreler uygun yogunluga ulastiginda Uretici firmanm talimatlart
takip edilerek Lipofectamine 3000 (Invitrogen katalog no: L3000-008) ile transfekte
edildi. Uretici firmanin protokoliine gére Lipofectamine™ 3000 Reagent: optimem iginde
diliie edildi, bagka bir tiip iginde P3000™ Reagent1 Topo IIf plazmit DNA’s1 ile birlikte
optimem i¢inde diliie edildi. Daha sonra DNA ve reagentlar1 iceren tiipler iyice
kanigtirilarak birlestirildi. Karisim 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibe edilen DNA-lipid kompleksi besiyeri tazelenen hiicrelerin {izerine damla damla

birakildi. Hiicreler 24 saat i¢cinde floresan mikroskop ile takip edildi.

3.4. HMC3 Hiicre Hattinda Topo IIB Asir1 ifade Eden Hiicrelerin Ayristiriimasi

Lipofectamine 3000 ile transfeksiyondan yaklasik 36 saat sonra transfekte edilen
yaklasik 5x10° hiicre %0,25 Tripsin/EDTA soliisyonu ile 37 °C'de 1-2 dakika inkiibe
ederek ylizeyden kaldirildi. Hiicrelerin ayrilmasi mikroskop altinda goriintiilendi ve

enzimin aktivitesi FBS i¢ceren medium eklenerek durduruldu. Medium eklenmis tripsinli
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hiicreler 15 ml'lik bir santrifijj tiipline aktarilarak oda sicakliginda 1800 rpm'de 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre pellet %2 FBS igeren PBS i¢inde
pipetaj yapilarak siispanse edildi. Medipol Universitesi REMER biinyesindeki BD

Influx™ Cell Sorter cihazi ile ayrigtirildi.

3.5. In vitro Noroinflamasyon modeli olusturma optimizasyonlari

3.5.1. LPS

LPS(Lipopolisakkarit) (Sigma-Aldrich, L4391-1MG) iiretici firmanin talimatlarina
gore 1 ml steril PBS eklenerek ¢oziildii ve 100 ul’lik alikotlar halinde -20°C’de saklandi.
Daha sonra istenilen konsantrasyonlar1 hazirlamak i¢in seri dilisyon yapildi. Alikotlarin

konsantrasyonu 1mg/ml’ den istenilen konsantrasyonlara ¢ekildi.

Literatiirden en yaygin kullanilan farkli konsantrasyonlarin toksisite seviyesi
degerlendirildi. Bunun i¢in baglangigta 0.01 pg/ml, 0.05 pg/ml, 0.1 pg/ml, 0.25 pg/ml,
0.5 pug/ml, 0.75 ug/ml, 1 pg/ml ve 2 pg/ml oranlardaki lipopolisakkarit konsantrasyonlari
denendi. Farkl lipopolisakkarit konsantrasyonlari1 24 ve 48 saat boyunca uygularak MTT
analizi (BOSTER, MTT Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay Kit Cat No:AR1156)
ile yapildi. Absorbans o6l¢iimii Multimod Mikroplate okuyucu (BMG LABTECH,
FlouOstar Omega) ile 570 nm’de alindi.,

35.2. IFNy

Human IFN-gamma Protein (Gibco, PHC4031) PBS ile diliie edilerek farkli
konsantrasyonlara getirildi. Kullanima hazir konsantrasyonlar alikotlanarak uzun siireli
kullanim i¢in -80°C’de saklandi. Diisiik konsantrasyonlarda hazirlanan alikotlar ise kisa

stireli kullanim igin -20°C’de muhafaza edilmektedir.

3.5.3. ATP

ATP Solution (100 mM, 025 ml) (Thermo Fisher, R0441) alikotlanarak {iretici

firmanin talimatlarina goére -20°C’de muhafaza edildi.
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3.5.4. HMC3 Hiicre Hattina LPS, IFN-y, ATP Uygulama

HMC3 hiicre hattina néroinflamasyon modeli olusturmak i¢in LPS, IFN-y ve ATP
farkl1 konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda uygulanmistir. Noroinflamasyon

optimizasyonlart 12 kuyulu plakalarda 1.5 ml besiyeri/kuyu olarak yapildi.

Ilk olarak literatiirde en ¢ok uygulan ve hiicreler igin toksik olmayan doz olan 0,1
ug/ml ve 1 pg/ml LPS 24 ve 48 saat olarak uygulandi. Buna ek olarak 0,1 mg/ml, 0,5
mg/ml, 1 mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml LPS 48 saat uygulama yapildi. Uygulama en az 24

saat once ekimi yapilmis tutunmus hiicrelerde mediuma eklenerek uygulandi.

Daha sonra LPS ve IFN-y’nin farkli kombinasyonlari uygulandi.1 pg/ml LPS+10
ng IFN-y ve 1 pg/ml LPS+50 ng IFN-y 24 ve 48 saat olarak uygulandi.

ATTC’ onerisi olan 10 ng/ml IFN-y ve ek olarak 50 ng/ml IFN-y 24 saatligine
uygulandi. Son olarak LPS’nin olusturdugu mitokondrial disfonksiyonun etkisini
azaltmak ve noroinflamasyonu desteklemek icin 50 uM ATP kullanildi. LPS’nin
kullanildigt HMC3 gruplar1 LPS uygulanmadan dnce ATP ile 10 dakika 37°C sicaklikta
inkiibe edildi.

3.6. inflamasyon Belirteclerinin Immiino Floresan Boyama ile Gosterimi

24 kuyulu plakadan HMC3 hiicrelerinin medimu uzaklastirildi. Daha sonra
hiicrelerin sabitlenmesi i¢in %4 PFA/PBS ile oda sicakliginda 10 dakika boyunca
calkalamali olarak inkiibe edildi. %4 PFA/PBS uzaklastirildiktan sonra, her biri 5 dakika
olmak iizere lic kez 1XPBS ile yikandi. Oda sicakliginda 30 dakika boyunca %0,3
PBS/Triton X (PBS-Tx) iginde %10 NGS (Normal Goat Serum, Cell Signaling, 5425) ve
%10 NHS (Normal Horse Serumu, Sigma-Aldrich, HO146-10ML) ile bloke edildi. Bloke
edilen hiicreler 30°C’de 2 saat boyunca hedeflenen proteine 6zgii primer antikorlarin %3
normal at serumu iceren %0,3 PBS-Tx soliisyonu i¢inde seyreltilerek inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresince kuyularin {istii parafilm ile kapatildi. Inkiibasyon
sonrasinda kuyular %0,3 PBS-Tx ile ¢alkalamali olarak her biri 5 dakikalik olan 3
yikamaya maruz birakildi. Ardindan hiicreler 30°C'de 1 saat siireyle primer antikora
uygun hosta sahip Alexa Fluor etiketli sekonder antikorlarla muamele edilmistir. Plakalar
parafilm ile kapatild1 ve sekonder antikorlar 1518a duyarli oldugu i¢in aliiminyum folyo

ile kaplandi. Sekonder antikorla inkiibasyon sonrasi hiicreler 1 XPBS ile her biri 5 dakika

25



olmak fiizere ii¢ kez ¢alkalamali olarak yikandi. Ardindan hiicreler 1:15.000 oraninda
1XPBS DAPI (NEOFROXX, 1322MGO005) ile oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edilmistir. DAPI buz iizerinde ve karanlikta seyreltildi. Yikama adimlari sirastyla 1X PBS
ve distile su ile her biri 5 dakika siireyle li¢ kez calkalamal1 olarak yapildi. Hiicrelerin
tizerine Prolong Gold Antifade Kit (Invitrogen) muamele edilerek coversliplerle
kapatildi. Hiicreler floresan mikroskobu (Zeiss, Axio Observer 3) altinda gézlemlendi ve
fotografland1. Primer antikor olarak INOS (1:400, Cell Signaling, D6B6S). Sekonder
antikor: Anti-rabbit IgG Alexa Fluor Conjugate 488 Conjugate (1:500, Cell Signaling,
4412)

3.7. inflamasyon Belirteclerinin Akis Sitometrisi ile Analizi
3.7.1. Hiicrelerin akis sitometri icin hazirlanmasi

3.7.1.1. Hiicre Yiizeyi/Yiizey Marker:1 Boyama

Staining sollisyonu hazirlanmasi: Ticari olarak satin alin BSA stok sollisyonu
(MACS Buffer, 130091376) 1:20 oranda yine ticari bir soliisyon olan Rinsing soliisyonu
(MACS Buffer, 1300091222) ile diliie edilir. 4°C’de muhafaza edilir.

Hiicreler 50 ul/cm? %0,25 Tripsin/EDTA soliisyonu ile 37 °C'de 1-2 dakika inkiibe
ederek yiizeyden kaldirildi. Hiicrelerin ayrilmasi mikroskop altinda goriintiilendi ve
enzimin aktivitesi FBS iceren 1 ml medium eklenerek durduruldu. Medium eklenmis
tripsinli hiicreler 1,5 ml'lik santrifiij tiipiine aktarilarak oda sicakliginda 500 RCF’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve hiicre peleti 1 ml Staining sollisyonu
(%5 BSA stok soliisyonu (MACS Buffer, 130091376) igeren Rinsing Soliisyon (MACS
Buffer ,1300091222)) i¢inde pipetaj yapilarak siispanse edildi. Stispanse edilen hiicreler
tekrar 500 RCF’de 5 dakika santrifiij edilerek yikandi. Pellet 80 pl staining soliisyonu
icinde ¢oziildii ve boyama i¢in yiizey markerlar1 eklendi. Antikor eklenen hiicre
soliisyonu hafif¢e vortekslenerek homojenize edildi ve 4°C sicaklikta 30 dakika
karanlikta inkiibasyona birakildi. Boyanan hiicrelere 1 ml staining soliisyonu eklenerek
500 RCF’te 5 dakika boyunca santrifiijlenerek baglanmayan boyalarin uzaklastirilmasi
amaciyla yikandi. Pellet 100 pl staining soliisyonunda ¢6ziildii ve CytoFlex cihazinda

(Beckman Coulter, B5-R3-V0) okutuldu. Datalar Cytexpert yazilimi ile analiz edildi.
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Kullanilan antikorlar ve miktarlart; 5 ul CD16 (Beckman Coulter, B49215), 2.5 ul
CD86 (Beckman Coulter, B30648), 5 ul CD206 (Beckman Coulter, IM2741), 5 ul CD45
(Beckman Coulter, A07782), 1:800 CD11b (Biolegend, 101208).

3.7.1.2. Hiicre ici boyama

Hiicre i¢i boyama ticari bir boyama kiti olan Fixation/Permeablization Kit (BD
Cytofix/Cytoperm™, 554714) kullanilarak yapildi. BD Perm/Wash™ Buffer

kullanilmadan 6nce 10x’ten 1x e distile su ile dilie edildi.
Takip edilen boyama protokolii;

Hiicreler 50 ul/cm?%0,25 Tripsin/EDTA soliisyonu ile 37 °C'de 1-2 dakika inkiibe
ederek yiizeyden kaldirildi. Hiicrelerin ayrilmasi mikroskop altinda goriintiilendi ve
enzimin aktivitesi FBS igeren 1 ml medium eklenerek durduruldu. Medium eklenmis
tripsinli hiicreler 1,5 ml'lik santrifiij tiipiine aktarilarak oda sicakliginda 500 RCF’te 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildt ve hiicre peleti 200 pl
Fixation/Permeabilization soliisyonu ile pipetaj yapilarak ¢oziildii ve 4°C sicaklikta 20
dakika boyunca inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler 2 kez 6nceden distile su ile 1:20
oranda diliie edilmis 1 ml 1x BD Perm/Wash™ Buffer ile yikandi. Bu asamada hiicrelerin
iizerine 1 ml perm/wash soliisyonu eklenir ve 400 RCF’te 5 dakika santrifiij edilir. Ikinci
yikamadan sonra pellet 50 pl perm/wash soliisyonu ile ¢6ziildii ve iizerine birincil antikor
eklendi kisaca vortex yapilarak antikor homojenize edildi ve 30 dakika boyunca 4°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 2 kez 1X perm/wash soliisyonu ile yikandh.
Tekrardan 50 pl 1X perm/wash soliisyonunda ¢6ziilen pellete ikincil antikor eklendi. 30
dakika boyunca 4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 2 kez 1X perm/wash
soliisyonu ile yikandi. Pellet 50 ul 1X perm/wash soliisyonu ile ¢oziildii ve hiicreler flow

cytometry cihazinda okutuldu.

Kullanilan antikorlar ve miktarlari; 1:800 iNOS Rabbit mAb (Cell Signaling,
D6B6S), 1:800 Anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 Conjugate (Cell Signaling, 4412)
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3.7.2. Akis Sitometrisi ile Analiz Edilmesi

HMCS3 hiicrelerini tanimlamak i¢in FSC-H'ye kars1 SSC-H'ye, ardindan c¢iftleri ve
kiimeleri ortadan kaldirmak i¢in FSC-H'ye kars1t FSC-A'ya bir ilk kap1 olusturuldu.

L)

WY &
O T
AT\
7 A\
M1 Mikroglia M1-M2 ara form M2 Mikroglia
CD86" CD206" CD86* CD206*
CDI16" CD45* CD11b*

iNOS

Sekil 9: M1, M2 mikroglia analizleri gorseldeki gibi yapilacaktir.

3.7. Deney Gruplarimin Tasarlanmasi

Yapilan tiim néroinflamasyon olusturma optimizasyonlari sonucu deney gruplarina
10 ng/ml IFN-y uygulamaya karar verildi. Bu sebeple noroinflamasyon ve Topo 118 asirt

ifade eden gruba 10 ng/ml IFN-y uygulandi.

Noroinflamasyon gruplarina optimizasyon sonuglarina gore 48 saat boyunca

uygulama yapildi. 48 saatin sonunda hiicreler akis sitometrisi i¢in hazirland1 ve analiz

edildi (Tablo 6).
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DENEY GRUPLARI

Grup 1: Kontrol Grubu

Grup 2: Noroinflamasyon Grubu
Grup 3: Topo 118+ Grubu

Grup 4: Topo 118+ Noroinflamasyon Grubu

Tablo 6: Deney gruplarina giinlere gore yapilan uygulama plam

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3

GRUP 4

+24

+48

+72

Lipofectamine
3000 ile topollf3
plazmitinin
transfeksiyonu

Hiicre ekimi Hiicre ekimi FACS ile
ayristirilan
TopolIB* hiicrelerin
ekimi

Medium yenileme  IFNy ile Medium  Medium Yenileme
Yenileme

Uygulama yok

Akis Sitometrisi ile analiz

29

Lipofectamine
3000 ile topollf3
plazmitinin
transfeksiyonu

FACS ile
ayristirilan
TopolIB* hiicrelerin
ekimi

IFNy ile Medium
Yenileme



4. BULGULAR

4.1. HMC3 Hiicre Hattinin Kiiltiirii

HMCS3 hiicreleri kiiltiir ortaminda takip edildi ve yapilan optimizasyon ¢aligsmalari
sonucunda %10 FBS, %1 I-glutamine, %1 sodyum piriivat ve 1 mg/ml primocin igeren
MEM ile %5 COg, 37 °C sicaklik sartlarinda olmasi gereken morfolojiyi gosterdi. Hiicre
hatt1 normal kosullar (ATCC’ nin 6nerdigi kiiltiir sartlar1) altinda heterojen morfolojiye
sahip oldugu goriildii. Ayni sartlar altinda Sekil 10°da goriildiigli tizere amoeboid,
cubuksu; yuvarlak, biliylk ve dinlenme morfolojine sahip hiicreler bir arada

goriilmekteydi.
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Sekil 10: HMC3 hiicre hattimin kiiltiir sartlarinda 10x ve 40x objektif altinda (Zeiss, Zen 3.3)
morfolojileri, A) yogun B) seyrek ekilmis 10X goriintiileri, C) 40X objektifte alinmig goriintiiler.

Sekil 10 A ve B’de goriildiigii tizere HMC3 hiicrelerinin yogu ve seyrek ekiminde ciddi
bir morfolojik farklilik goriilmiistiir. Bu sonu¢ ATCC’ nin hiicre morfolojisi hakkindaki
literatiir bilgisiyle ortiismektedir. Bu nedenle hiicrenin istenilen morfolojisinin yogun
ekim ile oldugunu teyit ettikten sonra hiicreler 2x10%/cm? yogunlukta ve %10 FBS igeren
ortamda kiiltiirlendi. Haftada iki kere pasaj yapildi ve diger giinler besi yeri yar1 yariya
yenilenerek taze tutuldu.

4.2. Topo IIB Plazmid izolasyonu ve Teyiti

Topo IIf genini igeren pEGFP-NI plazmidi, Okayama Universitesi Tip
Fakdiltesi'nden Prof. Tsutsui tarafindan hediye edilmistir. (Sekil 11).
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Sekil 11: pEGFP-N1 (4.7 kb) vektoriiniin haritasi

PEGFP-topo IIB plazmidi, C-terminaline kaynasmis gelismis yesil floresan protein
(EGFP) sekansi ile tam uzunlukta sican topo I1B'y1 kodlar

EGFP-N1 plazmidi, CompactPreb Plazmid Maxi Kit (Qiagen,128663) ile iireticinin
talimatlar1 takip edilerek izole edildi. Izole edilen plazmid DNA’smin konsantrasyonu
Fluostar Omega kullanilarak olgiildi. Plazmit konsantrasyonu 1,51 pg/ul olarak

belirlendi.

Izole edilen plazmit DNA’s1 farkli restriksiyon enzim kombinasyonlar1 (Xhol,

Smal, BamH]) ile kesildi %1’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek (Sekil 12) dogrulandi.
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Sekil 12: Farkh restriksiyon enzim kombinasyonlari ile TOP2B Plazmit DNA‘nin kesimi
M:Marker 1: TOP2B plazmiti, 2: Xhol+Smal, 3:Xhol+BamHI

4.3. HMC3 Hiicre Hattinda Topo IIp Geninin Asir1 ifade Edilmesi
4.3.1. PEI Transfeksiyonu

Farkli oranlarda PEI ve plazmit DNA’s1 kullanilarak yapilan trasfeksiyon
optimizasyonlar1 sonucunda en 1iyi trasfeksiyon verimi olan 1:3 orani (DNA:PEI)
kullanild1. Yapilan denemeler sonucunda en az 5 farkli olandan fotograf alinarak
transfeksiyon verimi hesaplandi. PEI ile yapilan transfeksiyonlar sonucu verimin en fazla

%3 oldugu goriildii (Sekil 13).

Sekil 13: PEI ile kimyasal transfeksiyon yapilan HMC3 hiicrelerinin faz ve fleurosan goriintiileri
Transfeksiyon verimi %3 olarak belirlendi. (Goriintiiler 10X objektif altinda ¢ekildi.)
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4.3.2. Lipofectamine LTX Transfeksiyonu

Lipofectamine LTX Kiti (Invitrogen™ 15338100) ile iiretici firmanin talimatlarina
gore farkli konsantrasyonlar kullanilarak yapilan transfeksiyon sonucunda transfeksiyon

verimi mikroskop altinda takip edildi ve verim %10’un altinda bulundu (Sekil x).

Sekil 14: Lipofectamine LTX 2 pl (iist) ve 3 ul (alt) ul oranlariyla kimyasal transfeksiyon yapilan
HMCS3 hiicrelerinin faz ve fleurosan goriintiileri (goriintiiler 10X objektif altinda cekildi.)

4.3.3. NEON Transfeksiyon

Neon Transfection System (Thermo Fisher Scientific) EGFP igeren bagka bir
plazmit ile kontrollii olarak yapildi. Denenen 3 farkli protokolden ev verimlisi 3. Protokol

olarak belirlendi.

HMC3 hiicrelerine kontrol plazmit ve pEGFP-Topo IIf plazmid transfeksiyonu,
GFP ekspresyonu i¢in floresan mikroskobu altinda kontrol edildi. Transfeksiyon verimi
hesaplandi. Kontrol plazmit i¢in verim %70 civart hesaplanirken pEGFP-Topo IIf

plazmid transfeksiyonu oldukgea diisiik verimle sonugland1 (Sekil 15).
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Sekil 15: Protokol 3 ile yapilan kontrol plazmit(A) ve pEGFP-Topo IIf plazmid (B) transfeksiyonu
(goriintiiler 10X objektif altinda cekildi.
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4.3.4. 4D NucleofectorTM system (Lonza)

NucleofectorTM sistemi (Lonza) ile yapilan kontrol plazmit( pmaxGFP plazmit )
ve pEGFP-Topo IIf plazmid transfeksiyonu verimi mikroskop altinda gézlemlenerek
hesaplandi. Transfeksiyon verimi kontrol plazmit i¢in ¢ok yiiksek hesaplanirken Topo IIf3
plazmidi i¢in ¢ok diisiik bulundu (Sekil 16). Ayrica transfeksiyon sonrasi hiicrelerin

saglig1 ve biitiinliigli normal degildi.
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Sekil 16: HEPG programu ile yapilan pmaxGFP plazmit (iist) ve pEGFP-Topo IIp plazmid (alt)
transfeksiyonu (goriintiiller 10X objektif altinda cekildi.
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4.3.5. Lipofectamine 3000 ile Transfeksiyon

Lipofectamine 3000 (Invitrogen katalog no: L3000-008) ile yapilan transfeksiyon

verimi hesaplamak amaciyla floresan mikroskop ile takip edildi (Sekil 17). Transfeksiyon

verimi en az 5 farkli alandan alinan goriintiiler ile yaklasik %15 olarak hesaplandi.

Sekil 17: Lipofectamine 3000 reaktifi ile transfekte edilen hiicrelerin faz ve floresan goriintiileri.
Goriintiiler 10X objektifte ¢ekiilmistir.

4.4. Topo IIB Asin ifade Eden Hiicrelerin Ayristiriimasi

Medipol Universitesi REMER biinyesindeki BD Influx™ Cell Sorter cihaz ile
PEGFP-Topo IIf plazmid agisindan pozitif ve negatif olan hiicreler birbirinden
ayristirildi.

HMCS3 hiicreleri fiziksel parametrelere (FSC-H/SSC-H) gore tanimlandi, ciftler
analizden ¢ikarildi (FSC-A/FSC-H) ve EGFP-Topo IIB" hiicreleri tanindi.

Yaklasik 8x10* TOPO2B plazmiti iceren HMC3 hiicresi elde edildi. Hiicrelerin
FACS analiz sonuglar1 Sekil 18, FACS sonrasi ekilen hiicrelerin morfolojik gortintiileri

ve floresan mikroskobu goriintiileri ise Sekil 19°da gdsterilmistir.
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1008 . HMCI_001

»

| statistics: MmC3_oot

FSC GFP

Populations Events X Total X Parent Mean Mean
® All Events 50,000 100,00% ARy 17,95 263
8r 32,481 6496%  64.96% 24,020 375
e 22,598 45.80% 70.50% 3,74 16

L 13 9,208 18,425 28.35% 14.71% 1,280

Sekil 18: BD Influx™ Cell Sorter cihazi ile ayristirilan HMC3 hiicrelerinin kapi ayar ve istatistik
bilgileri

Sekil 19: BD Influx™ Cell Sorter cihazi ile ayristirilan HMC3 hiicrelerinin faz ve floresan
goriintiileri, goriintiiler 10X objektif ile ¢cekilmistir.
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4.4. In vitro Noroinflamasyon modeli olusturma optimizasyonlari
4.4.1. LPS Sitotoksisitesi Analizi

LPS sitotoksititesini 6l¢gmek amaciyla yapilan 24 ve 48 saatlik MTT sonuglar1 2
ug/ml’ye kadar LPS’ nin HMC3 hiicreleri igin toksik olmadigr goriilmiistiir (sekil 20).
Hatta bu oranlarda LPS’nin HMC3 hiicre proliferasyonu iizerinde olumlu etkisi oldugu

sOylenebilir.

250 LPS,24h LPS, 48h

8 g g

Hicre Canlihg: Ylzdesi (%)

&

Control 0.01 0.05 0.1 0.25 05 0.75 1 2

Sekil 20: Farkh konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat uygulanan LPS’nin hiicre canhgna etkisi. 0.01
pg/ml, 0.05 pg/ml, 0.1 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.75 pug/ml, 1 pg/ml ve 2 pg/ml oranlardaki
lipopolisakkarit konsantrasyonlar: 24 ve 48 saat boyunca uygulandiktan sonra MMT analizi ile yapilan
hiicre canlili1 6l¢timleri.

4.4.2. LPS uygulamalari ve inflamasyon Belirteclerinin Akis Sitometrisi ile Analizi

LPS’ nin farkli konsantrasyonlari ile yapilan 24 ve 48 saatlik uygulamalar
sonucunda HMC3 hiicrelerinin indiiklenmis morfolojilerini gostermek i¢in CD206,
CD16, CD86 ve CD45 antikorlar1 kullanildi. Yapilan boyamalarin analizler sonucunda
LPS’ nin en etkin konsantrasyonlar1 olarak 0,1 ug/ml ve 1 pg/ml bulundu. Yapilan

analizleer sonucunda M1 belirteci olan CD86’nin anlamli bir sekilde arttig1 goriildii ().
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Sekil 21: Literatiirde en yaygin kullamilan LPS

konsantrasyonlari olan 0,1 pg/ml ve 1 pg/ml LPS

konsantrasyonlarin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin akis sitometrisi ile analizi
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25
20
15
10

Unstained

mCD206
m CD86
mCD16

0,59
0,59
0,59

LPS Konsantrasyonlari (48h)

Control

0,3
11,85
0,41

mCD206 mCD86 mCD16

0.1 ug/ml 0.5 ug/ml 1.0 ug/ml
LPS LPS LPS
0,68 0,36 0,45

18,65 5,82 19,92
0,55 0,06 0,09

2.5 ug/ml
LPS

0,53
8,95
0,53

5

ug/ml LPS

0,77
12,86
0,44

Sekil 22: 0.1 pg/ml; 0.5 pg/ml; 1 pg/ml; 2.5 pg/ml; 5 pg/ml konsantrasyonlarda LPS ile 48saat
muamele edilmis HMC3 hiicrelerinin CD16, CD206 ve CD86 yiizey markerlari ile boyanmasi ile

yapilan Akis sitometrisi analizleri (A) ve siitun grafigi gosterimi(B).

4.4.3. LPS ve IFN-y uygulamalari ve inflamasyon Belirteclerinin Akis Sitometrisi ile

Analizi

LPS optimizasyon ¢aligsmalar1 kapsaminda karar verilen 1 pg/ml LPS’ye ek olarak

25 ng/ml ve 50 ng/ml IFNy kullanildi. 24 saatlik uygulama sonucunda IFNy’nin yiiksek

konsantrasyonunun beklenenin aksine daha diisiik bir néroinflamasyon artisina sebep

oldugu goriildii (sekil 23).
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20
15
10
5
0 — —
unstained
B CD206 0,98
m CD86 0,9
mCD 16 0,41

LPS+IFN (24H)

control IFN-g
1,56 1,76
10,42 16,39
1,28 0,94

mCD206 mCD86 mCD16

1 ug/ml LPS+25 ng/ml

IFN-g
1,79

11,57

1,75

1 ug/ml LPS+50 ng/ml

Sekil 23: 1 pg/ml LPS + 25 ng/ml 1FNy, 1 pg/ml LPS + 50 ng/ml IFNy konsantrasyonlarda LPS ve
IFNy birlikte 24 saat muamele edilmis HMC3 hiicrelerinin CD16, CD206 ve CD86 yiizey markerlari
ile boyanmasi ile yapilan Akis sitometrisi analizleri (A) ve siitun grafigi gosterimi (B).
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LPS+IFN (48H)

20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0 1 I LPS + 25 111 I LPS + 50 |
unstained control ug/m +25ng/m ug/m +50 ng/m
IFN-g IFN-g
CD206 0,28 0,5 0,53 0,39
CD86 0,42 10,86 6,81 18,11
CD 16 0,28 0,25 0,32 0,2

CD206 mCD86 mCD 16

Sekil 24: 1 pg/ml LPS + 25 ng/ml IFNy, 1 pg/ml LPS + 50 ng/ml IFNy konsantrasyonlarda LPS ve
IFNy birlikte 48 saat muamele edilmis HMC3 hiicrelerinin CD16, CD206 ve CD86 yiizey markerlari
ile boyanmasi ile yapilan Akis sitometrisi analizleri (A) ve siitun grafigi gosterimi (B).

4.4.4. IFN-gamma uygulamalar1 ve inflamasyon Belirteclerinin Akis Sitometrisi ile

Analiz

Noroinflamasyon optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda 10 ng/ml IFNy kullanild:.
24 saatlik uygulama sonucunda sekil 25°te de gorildigi tizere IFNy’nin yiiksek
konsantrasyonunun beklenenin aksine diisiik konsantrasyondan daha etkili olmadigt
goriildii. Ayrica IFNy’nin tek basina kullanilmasinin daha iyi olmadigini endojen

aktivator olarak LPS’nin varliginin daha 6nemli oldugu goriildii.

Tiim bu bulgulara ek olarak noroinflamasyon modellerinde iNOS seviyesinin
kontrole gore artig gosterdigi goriildii. Bu boyamalarda kullanilan CD11b miktarinin
yiiksek olmasi nedeniyle otofloresan 1simalar elde edildi bu sebeple CD11b’nin artisi

anlaml degildi.
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B IFN (24H)

120

100

80

60

40

20

0 | -
unstained control 10 ng/ml IFN-g 50 ng/ml IFN-g

m CD206 0,46 0,55 0,51 0,59
m CD86 0,55 8 5,68 0,49
CD16 0,3 0,79 1,12 1,34
CD 45 0,39 0,31 0,49 0,46
ECD11b 0,36 79,56 72,21 56,43
miNOS 0 86,71 95,22 95,84

mCD206 mCD86 CD16 CD45 mCDl1lb miNOS

Sekil 25: 10 ng/ml IFNy, 50 ng/ml IFNy konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmis HMC3
hiicrelerinin CD16, CD206, CD86, CD45, CD11b ve iNOS ile boyanmasi ile yapilan Akis sitometrisi
analizleri (A) ve siitun grafigi gosterimi (B).

Optimizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda karar verilen 1 pg/ml LPS ve 10 ng/ml IFNy’
ek olarak kullanilan 50 mM ATP ile 24 ve 48 saat indiiklenen HMC3 hiicrelerinde en iyi
noroinflamasyon modelinin 1 pg/ml LPS ve 10 ng/ml IFNy’nin birlikte kullanildigi

modelin CD86 bakimindan en yiiksek seviyeyi veren modeldi.

Bu calismalar sonucunda ATP’nin ndroinflamasyon modeli olusturmadaki rolii

hakkinda net bir sonuca ulasmamustir.

Ayrica LPS ve IFNy’nin birlikte uygulandigi grupta M1°’den M2’ye gecis olarak
kabul edilen CD206 ve CD86’nin birlikte artis1 diger gruplar arasinda en yiiksek olandi.
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Sekil 26: LPS, IFNy, ATP konsantrasyonlar: ve kombinasyonlari ile 24 saat muamele edilmis
HMCS3 hiicrelerinin CD16, CD206, CD86, CD45 ve CD11b boyanmasi ile yapilan Akis sitometrisi
analizleri (A, B) ve siitun grafigi gosterimi (C).
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N B~ O 0

m CD206

mCD86
mCD45

= CD11b

mCD16

unstained control

0,89
1,02
0,4
0,75
0,75

0,91
8,53
2,19
0,53
0,42

1ug/mlLPS+ 1ug/mlLPS+

Lug/mitPS "o 'MATP | 10 ng/ml IFN
1,24 1,58 1,93
12,76 8,66 16,79
4,62 4,61 4,46
0,55 0,66 0,63
0,94 0,76 0,45

mCD206 m(CD86 m(CD45 mCDllb mCD16

10 ng/mlIFN = 50 mM ATP
1,6 0,94
8,9 7,89
2,93 2,42
0,59 0,56
0,45 0,51

Sekil 27: LPS, IFNy, ATP konsantrasyonlar: ve kombinasyonlari ile 48 saat muamele edilmis
HMCS3 hiicrelerinin CD16, CD206, CD86, CD45 ve CD11b boyanmasi ile yapilan Akis sitometrisi

analizleri ve siitun grafigi gosterimi.
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5,00

4,00
3,00
2,00
1,00
I
ﬁiIIi II' [] =Ii ml_=H i - i
0,00 =
1,00 1ugLPS + 10
+
Unstained Control 1 ugLPS 10 ng IFN-g v8 IFN-g ne
H CD206 0,34 0,04 0,72 0,38 0,80
H CD86 0,25 2,81 4,16 1,96 4,00
CD16 0,30 0,44 0,16 0,13 0,14
CD11b 0,53 0,42 0,68 0,35 0,66
H CD45 0,38 1,02 1,05 0,51 1,00

Sekil 28: LPS, IFNy, ATP konsantrasyonlar: ve kombinasyonlari ile 48 saat muamele edilmis
HMCS3 hiicrelerinin CD16, CD206, CD86, CD45 ve CD11b boyanmasi ile yapilan AKis sitometrisi
analizleri ve siitun grafigi gosterimi. Bu analiz her parametrenin ikili calisiimasi ve ikili okutulmasi
ile yapilmistir.

4.4.2. LPS ve IFN-gamma uygulamalar1 ve inflamasyon Belirteclerinin immiin

Boyama ile Analizi

Noroinflamasyon durumunda HMC3 hiicrelerinde artan iNOS miktarin1 gostermek
i¢in yaptigimiz boyama sonucu Sekil 29’ ta verilmistir. Boyama sonuglart M1 ve M2
morfolojilerinin gosterimi hakkinda olduk¢a verimliydi. Noroiflamasyon modellerinde
var olan M1, M2 formunda ciddi bir artig goriilmedi fakat dallanmis dinlenme formu, tam

cubuk formu, amoeboid form ve biiyiik yuvarlak formlarin netlestigini goriildi.
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kontrol

0,1 ug/ml LPS+10 ng/ml IFN-g I ug/ml LPS+10 ng/ml IFN:g

* 0,1 ug/ml LPS+25 ng/ml IFN-g | ug/ml LPS+25 ng/ml IFN-g

0,1 ug/ml LPS+50 ng/ml IFN-g = | ug/ml LPS+50 ng/ml IFN-g

Sekil 29: LPS ve IFNy’min farkl konsantrasyonlari ile2 4 saat muamele edilmis HMC3 hiicrelerinin
iNOS ile boyanmasi ile yapilan immiin boyama goriintiileri, goriintiiler 20X ojektif ile alindi.
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4.4.2. Deney gruplarina LPS, IFN-y uygulanmas1 ve inflamasyon Belirteclerinin

Akis Sitometrisi ile Analizi

Deney gruplari olan noroinflamasyon (1 pg/ml LPS, 10 ng/ml IFNy ve 1 ug/ml
LPS+10 ng/ml IFNy) ve TOP28 asir1 ifade eden gruplarin (kontrol ve 10 ng/ml IFNy)
analizine gore (sekil 30) TOP28 asir1 ifadesinde M1 fenotipi olan CD86 miktar1 anlamli
bir sekilde artigi iNOS’un azaldigi gorilmistiir. Ayrica TOP2B asir1 ifade eden
noroinflamasyon grubunda M2 belirteci olan CD206 da bir artis olmustur.
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Deney Gruplari (24h)

100
90
80

70
60
50
40
30
20
% o u ,I_ _I_ _l_ I.af » I [ |

unstained control 1 ug/ml LPS 1”5{1?)”:7?;\1 10 ng/ml IFN | Topo2b OE -;%f‘zr:ﬂg':
B CD206 0,94 0,7 0,73 1,03 0,98 0,54 6,97
m CD86 0,47 6,73 14,58 21,17 14,42 40,44 37,8
B CD45 0,7 0,64 1,22 1,11 1,21 12,56 16,09
CD11b 0,85 0,29 0,27 0,49 0,42 5,39 1,82
BCD 16 0,44 0,03 0,18 0,12 0,07 8,34 9,37
miNOS 0,06 52,99 69 77,78 81,31 61,02 86,91

mCD206 mCD86 mCD45 CD1lb mCD16 miNOS

Sekil 30: LPS, IFNy, konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlari ile 24 saat muamele edilmis kontrol ve
Topo I+ HMC3 hiicrelerinin CD16, CD206, CD86, CD45, CD11b ve iNOS boyamasiyla yapilan
AKis sitometrisi analizleri (A, B) ve siitun grafigi gosterimi (C).
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5.TARTISMA

Noroinflamasyon siireci canliligin devamai i¢in bagisiklik sisteminin homeostaziye
yonelik tehditlere verdigi tepkinin biyokimyasal sonucudur. Bagisiklik sisteminin hiicre
ve doku sagkalimi i¢in verdigi bu inflamatuar yanitin immiin, fizyolojik, biyokimyasal

ve psikolojik sonuglar1 vardir.

Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri arasinda mikroglia, ndroinflamasyonda birincil
oyunculardir. Mikroglial aktivasyon, merkezi sinir sisteminin yerlesik makrofajlar
olarak, fizyolojik ve noroprotektif Kilit bir role sahiptir (Orihuela vd. 2016). Mikroglialar
bulunduklar1 ortamda homeostazindaki degisikleri takip eder ve patojenlere, tiimorlere
kars1 korumayi tesvik etmede ve hasarli dokularin onariminda faydali olabilecek bir siireg¢
olan iltihabin diizenlenmesinde temel bir rol oynar, ancak ayn1 zamandamikroglia aracili
noroinflamasyon siireci kontrollii olarak ilerlemelidir. Mikroglialar kronik olarak

indiiklendiginde zararli olabilir (Takeuchi ve Akira, 2010; Gonzalez ve ark., 2014).

Noroinflamasyon AH, PH ve multiple skleroz (MS) da dahil olmak {izere ¢oklu
norodejeneratif hastaliklarin patolojisinde rol oynar (Graeber vd. 2011). Bu nedenle
noroinflmasyonu kontrol altinda tutmak ndrodejenerasyoni diizenlemek yolunda iyi bir

strateji olarak goriilmektedir.

Her ne kadar norodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi, semptomlar1 ve ilerlemesi
farkliliklar gosterse de noroinflamasyon bu hastaliklarda ortak bir siirectir.
Noroinflamasyonun, norodejenerasyonun nedeni veya sonucu olabilecegi icin,

norodejeneratif hastaliklara nasil katkida bulundugu hala tartisma konusudur.

Canliligin devami icin DNA’nin varliginin saglikli bir sekilde devam etmesi ve
replikasyon, transkripsiyon siireglerinin kusursuz olmasi biiylik 6nem arz etmektedir.
Fakat cift zincirli DNA tersiyer yapisi nedeniyle topolojik strese ¢ok egilimlidir. DNA
topoizomerazlar ise bu topolojik stresin Oniine gecerek DNA replikasyonu,
transkripsiyon, rekombinasyon, kromozom yogunlasmasi / dekondensasyonu ve kardes
kromatid ayrimi gibi ¢esitli genetik islemlerde siiper katlanma problemlerinin

¢oziilmesinde 6nemli rol alirlar. Genellikle tip 1 ve tip 2 olarak siiflandirilirlar. Tip 2
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topoizomerazlar ¢ift zincirli DNA’y1 gecici olarak kirarak topolojik stresi giderir ve

DNA’nin tekrar birlesmesini saglarlar.

Tip 11 izoformu 6zellikle olgunlasan beyindeki post-mitotik ndronal hiicrelerde ve
farklilasmis hiicrelerde artis gosterir. Daha onceden yapilan ¢alismalar noral hiicrelerde
topo IIp aktivitesinin ndrolojik fonsiyonlar ile gozardi edilemeyecek bir iligkisi oldugunu
gostermektedir. In vivo c¢alismalarda topo II8’nin yoklugunda diger organlarin
etkilenmedigi fakat oOzellikle kortikogenezde olmak tizere beyin gelisiminde
farklilasmasinda kusurlar olustugu, noéron aksonlarin omirilik ve kaslara ulasamadigi

ve daha kisa norit Ve aksonlara sebep oldugu goriilmiistiir.

Topo IIf’nin ndron gelisimi ve iletimi i¢in 6nemli genlerin transkripsiyonu ile
dogrudan baglantis1 oldugunu ve dolayli olarak TOP2B'deki mutasyonlar veya topo 1If
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler ndrodejeneratif bozukluklara yol acabilecegini

gostermektedir (Terzioglu-Usak ve ark., 2017).

Prof Dr Sevim Isik ve ekibinin daha onceki ¢alismalarinda da topo IIf’nin Nurrl
ekspresyonu tizerinde diizenleyici bir etkisi oldugunu gosterilmistir (Terzioglu ve ark.
2017, Zaim ve Isik 2018). Ayrica Nurrl proteinin Parkinson hastaliginda
noroinflamasyona kars1 ndroprotektif rolii oldugunu bilinmektedir. Bu durumda, topo
B, Nurrl proteini {iizerinden Parkinson hastaliginda ndroinflamasyona karsi

noroprotektif bir rol alabilir.

Noral farklilasmaya indiiklenmis mezenkimal kok hiicrelerde topo IIf’nin
susturulmasi, inflamasyon ile iligkili genlerin ekspresyonlarinin anlamli miktarda
artmasina yol acmustir (Isik ve ark., 2015, Yaymlanmamis Data). Topo IIf ve
noroinflamasyon iligkisinin gosterilmesi noroinflamasyonun kontrol edilmesi ve
noroinflamasyon iligkili norodejenerasyona karsit koruyucu bir strateji gelistirilmesine

onci olabilir.

Bu ¢alismada mikroglia aracili néroinflamasyon modeli olusturmak igin literatiirde
Iyi bir in vitro noroinflamasyon modeli olarak kabul edilen HMC3 hiicre hatti
kullanilmistir. Her ne kadar iy1 bir model olarak kabul edilse de HMC3 hiicre hatt1 bircok
acidan eksik ve verimsiz kabul edilmektedir fakat mikroglia olarak kabul edilen baska bir

hiicre hatt1 olmamasi sebebiyle HMC3 hiicre hatt1 bu alanda tek olarak kabul gérmektedir.
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HMC3 hiicre hattinin kiiltiirii optimize edildi ve basarili bir sekilde ¢ogaldig:
goriildi. Hiicre hatt1 kisa siirede ¢ogaldigi icin uzun soluklu deney planlar1 i¢in ¢ok uygun
olmadig1 goriildii. Yapilan kontrol transfeksiyonlarinda goriildiigii iizere HMC3 hiicre
hatt1 plazmit transfeksiyonu i¢in olduk¢a verimliydi. Fakat HMC3 hiicrelerinde topo
168’ nin asir1 ifade edilmesi daha dnceden yapilmamis olmas1 ve HMC3 hiicrelerinde topo
118 ifadesinin oldukga diisiik olmasi (Sekil 31), plazmitin biiylik ve verimli olmamasi gibi
faktorler bu basamagi zorlu bir siire¢ haline getirmistir. Transfeksiyon i¢in siklikla
kullanilan baglica fiziksel ve kimyasal yontemler denendi fakat en yiiksek verim
Lipofectamine 3000 ile elde edilen %15 verimin lstline ¢ikarilamamistir. Bu nedenle

pozitif hiicreler Hiicre ayristiric1 (cell sorter) ile ayristirilmistir.

SH-SY5Y HMC3
20 ug 25 ug 20ug 25ug 30ug 35ug

e — — — —

Sekil 31: HMC3 hiicrelerinde topo IIf§ ekspresyonunun SH-SYS5Y hiicrelerine kiyasla diisiikliigiinii
gosteren western blot sonucu

Norodejeneratif hastaliklari temsil eden in vitro ndroinflamasyon modeli igin
literatiirde yaygin olarak LPS kullanilmistir. Bu nedenle LPS’nin farkli konsantrasyonlari
ile bu modeli olusturmay1 denedik. Yaptigimiz bu denemeler sonucunda M1 fenotipinin
belirteci olan CD86’nin anlamli artig1 ile LPS agisindan en uygun konsantrasyonun 1 pg/

ml oldugunu belirledik.

Bazi yaynlar sadece eksojen aktivator olarak LPS’nin yeterli olmadigin1 buna ek
olarak endojen bir aktivator olan IFNy veya benzer aktivatorlerin noroinflamasyon
modeli olusturabilmek i¢in onemli oldugunu vurgulamistir (Puzi ve Nabilah, 2020).
Ozellikle HMC3 hiicrelerinin tedarikgi firmasi olan ATCC nin néroinflamasyon modeli
olarak 10 ng/ml IFNy’y1 6nermesi nedeniyle HMC3 hiicrelerinde LPS ile birlikte ve tek
basina IFNy’nin farkli konsantrasyonlar: ile model olusturmay1 denedik. Yaptigimiz
denemeler sonucunda IFNy agisindan model olusturmaya en uygun konsantrasyonun 10
ng/ml oldugunu gordiik Tek basina kullanilan [IFNy CD86 agisindan bir artisa neden olsa
da CD11b acisindan yeterli degildi.

LPS gibi eksojen aktivatorlerin hiicrelerin mitokondri aktivitesi lizerinde olumsuz

etkisi oldugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. Bu sebeple hiicrelerin enerji
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metabolizmasinin bozulma ihtimaline kars1 bu durumu tolere etmesi i¢in hiicreleri 50 mM
ATP ile inkiibe ettik. ATP uygulamasiin hiicre canlilif1 {izerinde olumsuz bir etkisi

olmadi fakat noéroinflamasyona da bir katkis1 bulunmadigini gordiik.

Noroinflamasyona indiiklenen hiicrelerin 6nemli bir M1 belirteci olan CD86" ve
aktiflesmis mikroglia belirteci olan Nitrik Oksit seviyesini gosteren iINOS’un arttigi

gosterilmigtir.

Deney gruplarinda yaptigimiz analizler topo IIB’ nin asir1 ekspresyonunun M1
fenotipi belirteci olarak kabul edilen CD86 nin artisina neden oldugu goriildii fakat bunun
transfeksiyon yontemi ve hiicre ayristirma prosediiriiniin hiicreler igin fazla stresli bir

siire¢ olmasindan kaynaklanabilecegini ihtimalini de diistindiirtmektedir.

Topo IIB asir1 ifade eden hiicrelerde topo I’ nin varliginin hiicrelere zararl bir
etkisi goriilmemistir. Topo 1IB fazla ifade edilen hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore

iNOS seviyesinde bir azalma goriilmiistiir.

Ayrica topo 1B asir1 ifade eden ndroinflamasyon grubunda M2 fenotipi belirteci

olarak kabul edilen CD206’nin arttig1 goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu calismada TOP2B asirn1 ifade eden HMC3 hiicrelerinin

noroinflamasyona indiiklenmesi ile TOP2B noroinflamasyon iligkisini arastirilmistir.

Yapilan ¢alismalara dayanarak TOP2B’nin mikroglia aracili ndroinflamasyon
tizerinde olumsuz bir etkisi olmadigin1 ve az miktarda koruyucu etkisi olabilecegini
sOyleyebiliriz. Sonuglarimizin ¢ok da yiiksek olmayan artiglarinin sebebi HMC3
hiicrelerin metabolik hizinin yaklasik 36 saaat olmasi ve TOP2B plazmitini ¢ok kisa
stirede kaybetmesi olabilir. Bu ¢aligmada HMC3 hiicrelerinde TOP2B gen ifadesini
transfeksiyonu yoluyla artirmaya calistik fakat literatiirde en popiiler ve en verimli
transfeksiyonu yontemlerini denememize ragmen verim artirilamadi ayrica bu yontem
transfeksiyonun stabil kalmadig1 bir yontemdir. Bu sebeple TOP2B’nin basta HMC3
olmak iizere diger hiicrelerde transfeksiyonu stabil ve yiiksek verimlilige sahip viral

transfeksiyonu yoluyla yapilmasi daha saglikli ve kesin bir sonug verecektir.

Ayrica bu caligmada M1 marker belirteci olarak CD16, CD86 ve CDI11b; M2
fenortipinin belirteci olarak CD206 kullanilmistir. Bu markerlar tercih edilirken
Mikroglialar ve  HMC3 lizerine kapsamli bir literatiir taramasi yapilmistir. Fakat
Literatiirdeki mikroglia popiilasyonu ¢ogunlukla kemirgenlerden izole edilen primer
mikroglia hiicre hatlarindan olusmaktadir ve HMC3 hiicre hattinda néroinflamasyon
modeli olusturmak hakkinda c¢ok az literaratiir bulunmasi sebebiyle segilen yiizey
markerlarinin HMC3 hiicre hattindaki ifadesi hakkinda bilgimiz oldukca kisitliydi. Bir
sonraki ¢caligmalarda daha fazla yiizey markerlari denenmeli ve buna ek olarak analizlerin

gelistirilmesi i¢in sitokin seviyesi degerlendirilmelidir.

Gerek mikroglia gerekse noroinflamasyon ¢ok calisilan fakat mekanizmasi ¢ok az
bilinen konular oldugu i¢in bu konuda kesin ve net bir sonug elde etmek oldukga zordur.
Bu sebeple bu ¢alisma birgok agidan devam edilmesi ve mekanizma ¢aligmalari ile hangi
yolaklar iizerinden ilerlediginin arastirmasi ile desteklenmesi néroinflamasyonu anlamak

i¢in 1yi bir strateji olacaktir.
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Yapilan bu ¢alisma 6nciil bir data olmakla birlikte mikroglialarmn sinir sistemindeki
rolii ve fonksiyonlari diistiniildiigiinde bu hipotezin sadece mikroglia kiiltiirii izerinden
degil mikroglialarin mikrogevresinin hesaba katilarak yapildigi bir ko-kiiltiir ¢alismasi ile

yapilmasi arastirmalarimizi daha kesin bir sonuca kavusturacaktir.

Ayrica Onerilen bu ko-kiiltiir ¢alismasi HMC3 gibi diisiik verimli mikroglia
kiiltiirleri yerine periferik makrofajlarlarin noroinflamasyon durumunda beyine gog
ederek farklilagmasi hipotezi géz Oniinde bulundurularak periferik makrofajlar ile

denenmesi her iki hipotezinde arastirilmasi agisindan 6nemli bir adim olabilir.
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