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1. ÖZET 

 

INDÜKLENMİŞ PLURİPOTENT KÖK HÜCRE TABANLI MULTİPLE 

SKLEROZ MODELİNDE OLİGODENDROSİTLERE ÖZGÜ 

FENOTİPLERİN ARAŞTIRILMASI 

 

Multiple skleroz (MS), birçok vücut fonksiyonunu etkileyerek dünya çapında çok 

sayıda kişinin hayatını zorlaştırmakta ve ölümlerine neden olmaktadır. Mevcut tedavi 

yöntemlerinde büyük ilerlemeler kaydedilmiş olsa da hayvan modelleri, postmortem 

örnekler ve hayvanlardan izole edilen hücrelerle yapılan çalışmalarda hastalığın 

patogenezinin tam olarak anlaşılamaması, uygulanan tedavilerin yetersiz kalmasına 

neden olmuştur. Çalışmamızda bir in vitro insan miyelinizasyon modeli geliştirerek, 

hasta ve sağlıklı birey hücrelerinden üretilen oligodendrositlerin fenotiplerinin 

karşılaştırılması ve hastalığın orjini ve seyri hakkında detaylı bilgiye ulaşılması 

amaçlanmıştır. Bu amacın ilk adımı olarak, MS hastalarına ve sağlıklı bireylere ait 

indüklenebilir pluripotent kök hücrelerden türetilen oligogenik nöral öncül hücrelerin 

morfolojik incelemelerinde MS hücreleri, fenotipik farklılıklar olabileceğini 

destekler biçimde kontrollere göre daha basık bulunmuştur. Oligogenik nöral öncül 

hücrelerin erken oligodendrosit oluşuncaya kadar geçirdikleri farklılaşma evreleri 

Sox10 ile işaretlenerek incelendiğinde MS ve kontrol hücrelerinin aynı farklılaşma 

potansiyeline sahip olduğu görülmüştür. Hücrelerin çoğalma hızları incelendiğinde, 

MS grubundaki hücrelerin çoğalma potansiyellerinin kontrol grubuna göre biraz daha 

yüksek olduğu görülmüştür. Apoptotik hücre oranının erken oligodendrosit evresine 

doğru bir miktar azaldığı ve bu oranın MS grubunda kontrole göre biraz daha düşük 

olduğu gözlenmiştir. Tüm bu bulgular, kullandığımız protokol ile yüksek verimlilikte 

erken oligodendrosit elde edebildiğimizi ve her iki hücre grubu arasında düşük 

oranlarda fenotipik farklılıklar olduğunu ortaya koymuştur. 

Anahtar kelimeler: İndüklenebilir pluripotent kök hücre, Multiple skleroz, 

Oligodendrosit farklılaşması, Sox10 
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2. ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF OLIGODENDROCYTES-SPECIFIC PHENOTYPES 

IN INDUCED PLURIPOTENT STEM CELL-BASED MULTIPLE 

SCLEROSIS MODEL 

 

Multiple sclerosis (MS) burdens lives of many people worldwide and results in their 

early deaths by impairing several bodily functions. Although great progress has been 

made with the current therapeutic methods, they remain ineffective to cure the 

disease and the pathogenesis of MS is still not fully understood. This is in part due to 

insufficiency of the animal models, postmortem samples and cells isolated from 

animals to reflect the exact mechanisms underlying the disease. We aimed to develop 

an in vitro human myelination model to analyze the origin and the course of the 

disease by investigating oligodendrocyte phenotypes. The morphological analysis of 

oligogenic neural precursor cells that were differentiated from induced pluripotent 

stem cells of the MS patients and healthy individuals revealed that MS cells were 

less round than the controls. This can be an indicator of the proposed phenotypic 

differences. MS patients and healthy control cells were found to have the same 

differentiation potency as measured by Sox10 protein expression. During the 

differentiation process, proliferation of MS cells was slightly higher than the control 

cells. It was observed that the proportion of apoptotic cells in total population 

showed a slight decrease in the early oligodendrocyte stage compared to the 

oligodendrocyte precursor cells. This ratio was slightly lower in the MS group than 

in the control group. All these findings reveal that we can obtain early 

oligodendrocytes with high efficiency via our protocol and there are slight 

phenotypic differences between the control and MS cells. 

 

Keywords: Induced pluripotent stem cells, Multiple sclerosis, oligodendrocytes 

differentation, Sox10 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Tüm dünyada 2,5 milyon kişiyi ülkemizde ise 30 000 ila 80 000 arasında 

kişiyi etkilediği tahmin edilen Multiple Skleroz (MS), travmatik olmayan nörolojik 

bozuklukların en sık nedenidir (1, 2). MS’de gözlenen miyelin kaybı sinir sisteminin 

iletişim kurma yeteneğini bozarak fiziksel, zihinsel ve psikiyatrik problemlere neden 

olmakta, hastalar bu klinik işlevsel bozukluklarla ve radyolojik olarak görülen 

anormalliklerle tanı almaktadırlar (3). Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte 

MS’de, Merkezi sinir sistemi (MSS) antijenlerine karşı gösterilen anormal bir immün 

yanıt ve bunun sonucu olarak nöronal hasar ve oligodendrositlerin ölümü 

gözlenmektedir (4).  

Hayvan modellerinde yapılan çalışmalar ile oligodendrosit öncül hücrelerin 

(OÖH) ve diğer nöral öncül hücre popülasyonları gibi onarım kapasitesine sahip 

hücrelerin uzun süreli kronik bir inflamasyon tarafından hedeflendiği ileri sürülse de 

miyelin kılıfın onarılamamasının altında yatan mekanizmalar aydınlatılamamıştır (5-

7). Hayvan modellerinin hastalığın patolojisini tam olarak yansıtamaması ve MS’le 

ilgili hücresel ve moleküler fenotipleri tekrarlamada sınırlı olmasının yanı sıra insan 

beyni gibi birincil dokulara canlı bireylerde erişilememesi, MS patogenezinin 

incelenmesinde transgenik fareler ve nöronal hücre hatları araştırmacılar için değerli 

bir kaynak haline gelmiştir (8). 2007 yılında insan somatik hücrelerinin pluripotent 

kök hücre durumuna tekrar programlanabilmesinin (indüklenmiş pluripotent kök 

hücre; İPKH) başarılması ile MS de dahil olmak üzere nörodejeneratif hastalıkların 

daha çok etmenin kontrol edilebildiği in vitro bir ortamda çalışılması mümkün hale 

gelmiştir (9, 10).  

Günümüzde MS hastalığının tedavisinde otoimmün reaksiyonun 

azaltılmasına ve engellenmesine odaklanılmış olsa da uygulanan tedaviler dengesiz 

bağışıklık sistemini düzeltmede yetersiz kalmışlardır (11). Ek olarak uygulanan 

tedavilerle demiyelinizasyona uğramış aksonlar onarılamamakta, ölen 

oligodendrositler yerine konulamamaktadır. Bu yüzden son yıllarda geliştirilmek 

istenen tedavi stratejileri ile nörodejenerasyonun yavaşlatılması veya 
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durdurulmasının yanı sıra hasar gören miyelin kılıfın onarılması amaçlanmaktadır 

(12).  

MS hastalarından İPKH teknolojisi ile türetilen hücrelerde yapılacak olan 

çalışmalar hem hastalığın patogenezinin aydınlatılmasına katkı sağlayacak hem de 

yeni terapötik ajanların bulunmasına olanak verecektir (13). Bugüne kadar yapılan 

çalışmalarda değişik MS türlerindeki hastalardan toplamda beş İPKH hücre hattı 

türetilmiş olsa da MS’i açıklayıcı bir fenotip henüz gözlemlenmemiştir (2, 14). 

Birçok hastada hastalığın başlarında görülen fakat daha sonra duran 

remiyelinizasyonun nedeni bilinmemekle birlikte oligodendrosit öncül hücrelerin 

(OÖH) yeterince hızlı veya yeterli sayıda çoğalamamaları ve/veya apoptoz ile 

kaybedilmeleri sonucu tükenmeleri olduğu düşünülmüştür. MS’li bir hasta ve sağlıklı 

yakınından türetilmiş İPKH’lerden farklılaştırılan oligodendrosit soyuna ait 

hücrelerin fenotiplerinin incelenmesi ile MS’da gözlenen remiyelinizasyonun 

duraksama aşamasının fenotipik farklılıklardan kaynaklanıp kaynaklanmadığı 

araştırılmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Multiple Skleroz 

 

MS, çoğunlukla genç erişkinleri etkileyen, MSS’de miyelin ve akson kaybı 

ile karakterize kronik enflamatuar bir hastalıktır (15). Hastalığın etiyolojisi tam 

olarak anlaşılamamış olsa da epidemiyolojik çalışmalarda D vitamini eksikliği, viral 

infeksiyonlar gibi çevresel faktörlerin ve kalıtsal yatkınlığın etkili olduğu 

gösterilmiştir (16, 17). 

Semptomların şiddeti ve ilerleyişi kişiden kişiye değişiklik gösterir (Şekil 

4.1.1). Hastaların yaklaşık % 85'inde atak ve düzelme evreleri birbirini takip eder 

(18). Başlangıçta akut demiyelinizasyondan sonra remiyelinizasyon ve fonksiyonel 

iyileşme gözlenir fakat pek çok durumda düzelme tamamen başarılamaz ve akson 

kaybı ile karakterize olan ikincil ilerleyici hastalık dönemi başlar (19).  

Patolojik bulguları, inflamasyon, demiyelinizasyon, remiyelinizasyon ve 

demiyelinize aksonlardan oluşan multifokal lezyon alanlarıdır (20). İnsan ve fareler 

üzerinde yapılan çalışmalarda MS’te görülen miyelin hasarının esas olarak T 

hücreleri tarafından miyeline karşı gösterilen reaksiyon olduğu ortaya çıkarılmıştır 

(21-23). Kan beyin bariyerinin geçirgenliğinin artması sonucu MSS’ye geçen bu 

hücreler, çeşitli miyelin ve non-miyelin antijenlerine karşı otoimmün yanıt üretirler 

(24). T hücreleri, demiyelinizasyon bölgesinde bulunan mikroglia ve makrofajları 

aktive ederek demiyelinizasyonda ve oligodendrosit ölümünde rol oynayan tümör 

nekroz faktörü-alfa (TNF-α) ve serbest nitrik oksit radikalleri gibi proinflamatuvar 

sitokinleri salarlar (25-27). Makrofajlar bu otoimmün ataktan geriye kalan miyelin 

artıklarını temizler ve akson boyunca sinyal iletiminin bozulmasına neden olan 

miyelinsiz bölgeler oluştururlar (28). 
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Şekil 4.1.1: MS’de gözlenen başlıca semptomlar (29) 
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4.1.1. Multiple Skleroz’da Demiyelinizasyon 

 

Aksonun demiyelinizasyonu, MS hastalarında inflamatuar demiyelinizasyonu 

takiben gözlemlenen işlevsel bozukluklarla yakından ilişkili olan aksonal iletimin 

azalmasına neden olur (30, 31) (Şekil 4.1.1.1). Aksona yapısal, trofik ve metabolik 

desteğin kaybolmasının yanı sıra bozulan aksoplazmik transport ve oluşan oksidatif 

stres nöronun kaybına yol açmaktadır (32-34). Demiyelinizasyonun neden olduğu 

aksonal dejenerasyon, aksonda mitokondriyal bozukluklar nedeniyle ATP üretiminin 

azalması ve sıçramalı iletimin bozulmasına bağlı olarak artan metabolik 

gereksinimlerin karşılanamamasıyla ilişkili olabilir. Mitokondri tarafından enerji 

ihtiyacının karşılanamaması nedeniyle aksonal hasarın ilerlemesine neden olan nitrik 

oksit ve reaktif oksijen radikallerinin salınımı gerçekleşir (35).  

 

Şekil 4.1.1.1: T hücrelerinin neden olduğu inflamasyonla ortaya çıkan demiyelinizasyon 

 

4.1.2. Merkezi Sinir Sisteminde Remiyelinizasyon 

 

Demiyelinizasyona cevap olarak başlayan remiyelinizasyon birçok 

basamaktan oluşmaktadır. Aksonların başarılı bir şekilde miyelinlenmesi için nöral 
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öncül hücreler çoğalmalı, demiyelinizasyon bölgelerine göç etmeli ve miyelin kılıfı 

sentezleyebilen olgun oligodendrositlere farklılaşmalıdırlar.  

 

4.1.2.1. Oligodendrosit Öncül Hücre Farklılaşması 

 

Nöral ve glial hücrelerin kaynağı gelişimsel dönemde ventriküler tabakada 

öncül hücrelere dönüşmüş olan nöral kök hücrelerdir. Bu hücreler multipotent yani 

MSS’nin üç temel hücresi olan nöron, oligodendrosit ve astrositleri oluşturabilme 

yeteneğinde ve kendini yenileyebilme yani yeni kök hücreler oluşturabilme 

özelliklerine sahiplerdir (36). Farklılaşma sürecinde nöral kök hücrelerden bir adım 

ileride olan öncül hücreler dönüşecekleri hücre soyuna özgü belirteçleri ifade etmeye 

başlarlar. Erişkin MSS’inde miyelin rejenerasyonu için yeni oligodendrosit üretimi 

gerektiğinde, çoğalabilme ve demiyelinizasyon alanlarına göç edebilme yeteneğinde 

olan OÖH’ler farklılaşarak olgun oligodendrositlere dönüşmektedirler (37, 38). 

Erişkin OÖH’ler MSS’indeki toplam hücre populasyonunun %2-%9 kadarını 

oluşturmaktadır (39). Subventriküler zon yetişkin beynindeki OÖH’lerin kaynağıdır. 

Hayvan modellerinde yapılan demiyelinizasyon çalışmalarında, corpus callosum da 

meydana gelen demiyelinizasyon lezyonlarının subventriküler zondan göç eden 

erişkin OÖH’ler tarafından tekrar miyelinlendiği gösterilmiştir (40). 

Gelişimsel ve erişkin OÖH’ler aynı farklılaşma ve olgunlaşma basamaklarını 

izlerler (41). OÖH’ler; gangliosid GD3, hücre yüzey antijeni A2B5, O4, 

transkripsiyon faktörleri Olig-1, Olig-2, Nkx2.2, Dlx 2 ve bir integral membran 

proteoglikan olan NG2 gibi birçok belirteç ile saptanabilir (42, 43). Embriyonik 

dönemin 15. gününde Olig-2 ve Nkx2.2 transkripsiyon faktörlerini ifade eden OÖH 

alt populasyonu gelişmeye başlar (43, 44). OÖH’ler, miyelini sentezleyebilen olgun 

oligodendrositlerin oluştuğu döneme kadar özgül antijenlerin ifade olduğu 

olgunlaşma aşamalarından geçerler. Gelişimin başlangıç döneminde OÖH’ler, 

NG2+, trombosit kökenli büyüme faktörü (PDGF) reseptörü-α+ (PDGFRA), O4- 

fenotip sergilerler. Bu hücreler NG2 ve PDGFRA ifadesini kaybederek 

olgunlaşmamış premiyelinize oligodendrosit hücrelerinin karakteristik belirteci olan 

O4 ifade etmeye başlarlar (45, 46). Devam eden süreçte olgunlaşmamış 
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oligodendrositlerde O4 ifadesi azalır ve proteolipit protein (PLP), miyelin bazik 

protein (MBP), siklik nükleotid 3- fosfohidrolaz (CNPase), glutatyon S- transferaz 

(GSTp), galaktoserebrozidaz (GalC) gibi miyeline özgü proteinlerin ifadesi başlar 

(45-49). Farklılaşma miyeline özgü proteinleri ifade eden tamamen olgunlaşmış 

oligodendrositler oluşuncaya kadar devam eder (Şekil 4.1.2.1.1)  

 

Şekil 4.1.2.1.1: OÖH’lerden miyelinize oligodendrositler oluşuncaya kadar geçen farklılaşma 

evrelerinde ifadesi artan ya da azalan antijenlerin gösterimi (50). 

 

4.1.2.2. Miyelin Üretimi 

 

Miyelin, MSS ve periferik sinir sisteminde (PSS) özelleşmiş glia hücreleri olan 

oligodendrosit ve Schwann hücre plazma membranlarının aksonu sarması ve 

genişlemesi ile oluşan bir yapıdır (32). Omurgalılarda sinir sisteminin motor, duyu ve 

bilişsel fonksiyonlarının devamlılığı için gerekli olan miyelin kılıf nöronların hızlı ve 

verimli sinyal iletmelerinin yanı sıra nöronların yaşamlarını sürdürebilmeleri için de 

gerekli bir yapıdır.  

MSS’de miyelinizasyon, oligodendrositlerin farklılaşmaları, miyelinlenecek 

aksonun seçilmesi ve miyelin membranının aksonu sarması ile gerçekleşen karmaşık 

bir süreçtir. Olgun oligodendrositlerin plazma membranları aksonun çevresinde 

birçok kez dönerek miyelini üretirler. Sonunda membranın genişlemesi ve 

sitoplazmanın çekilmesiyle aksonun uzun bir bölümünü kaplayan çok tabakalı 

kompakt miyelini oluştururlar (Şekil 4.1.2.2.1). İnternod olarak adlandırılan bu yapı 
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elektron mikroskopisi ile incelendiğinde sırasıyla elektron yoğun bölgeler (MDL) ve 

intraperiyod hatları (IPL) olarak görünmektedir (51). Miyelinli akson segmentleri 

voltaj kapılı sodyum ve potasyum kanallarını barındırarak aksiyon potansiyelini sinir 

lifi boyunca üreten Ranvier boğumları tarafından çevrelenmiştir (52). Akson 

üzerinde ilerleyen impuls bir Ranvier boğumundan diğerine sıçrayarak arada kalan 

internodu aşar. 

 

Şekil 4.1.2.2.1: Miyelin kılıf oluşumunun şematik gösterimi. Oligodendrositin miyelinleyeceği aksonu 

seçmesi, aksona çapa atması, sarması ve oligodendrosit membranının genişleyerek miyelin kılıfı 

oluştururlar (53). 

Özel bir membran yapısına sahip olan miyelinin kuru ağırlığını, %70 

oranında lipidler, %30 oranında ise proteinler oluşturmaktadır (54). Miyelin 

proteinlerinin bazıları hem MSS hem de periferik sinir sisteminde (PSS) bulunurken, 

kompakt miyelin proteinleri olan PLP, oligodendrosit spesifik protein (OSP), miyelin 

oligodendrosit glikoprotein (MOG) ve miyelin temel protein (MBP) gibi proteinler 

MSS’ne spesifik proteinlerdir. PSS’nde ise; P0, periferal miyelin protein 22 (PMP-

22) ve MBP gibi proteinler kompakt miyelin yapısında yer alırken, kompakt olmayan 

yapıda PLP, PMP-22, OSP ve connexin-32 (Cx-32) gibi proteinler yer almaktadır 

(55). Lipidlerden, glikosfingolipit, galaktoseramid ve sülfatidce zengin olan 

miyelinde fosfatidilkolin lipitleri daha az bulunur (56).  

Sağlıklı beyinde sessiz formda bekleyen yetişkin OÖH’leri, MS’da miyelin 

hasarını takiben transkripsiyonel farklılıklar taşıyan aktif forma geçmektedir (57). 
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Demiyelinizasyon bölgesinde toplanan mikroglia ve astrositler tarafından gönderilen 

sinyaller OÖH’lerin hasar bölgesine göç etmelerine ve çoğalmalarına neden olur 

(58). Çoğalmayı takiben OÖH’ler farklılaşır ve aksonu tekrar miyelinleyerek 

fonksiyonel iyileşme sağlar (59). MS’de remiyelinizasyonun bulgusu olan bu alanlar 

‘shadow plaque’ olarak adlandırılır. Bu alanlardaki miyelin kılıfın, normal 

alanlardakiler ile kıyaslandığında daha ince olduğu gözlemlenmiştir (57). 

 

4.1.3. Hayvanlarda Oluşturulan Multiple Skleroz Modelleri 

 

MS’de miyelinizasyonun tekrar oluşmasını gözlemlemede en sık kullanılan 

hastalık modelleri: Otoimmün, viral aracılı otoimmün, toksinlerin neden olduğu 

demiyelinizasyon ve genetik modeller olmak üzere dört grupta toplanmıştır. 

Kullanılan bu yöntemler MS’in farklı yönlerini ve remiyelinizasyonu incelemek için 

çeşitli avantajlar sağlar (57, 60).  

Deneysel otoimmün ensefalomiyelit (EAE), otoimmün inflamasyonu 

modellemesi nedeniyle MS çalışmalarında en yaygın kullanılan hayvan modelidir. 

Miyelin peptidinin veya miyelin antijenine özgü T hücrelerinin bir adjuvan ya da 

boğmaca toksini ile birlikte enjekte edilmesi ile otoimmün demiyelinizan hasar 

ortaya çıkar. MS’de inflamasyonun neden olduğu lezyonlar ile EAE’de görülen 

lezyonlar oldukça benzerdir. Bu nedenle EAE, MS’de ortaya çıkan immün yanıta 

karşı geliştirilecek immün modülatör terapilerin geliştirilmesi ve doğrulanması için 

en iyi modeldir (61). Her ne kadar EAE immün terapilerin geliştirilmesi için iyi bir 

model oluştursa da EAE’nin tedavisinde etkili olduğu görülen bazı ilaçların insan 

MS hastalarında hastalığı daha da kötüleştirdiği ortaya çıkarılmıştır (61). EAE, 

MS’de gözlenen remiyelinizasyonun incelenmesi için tercih edilen bir model 

değildir. Çünkü gözlenen remiyelinizasyonun ilaçların neden olduğu immün cevabın 

azalmasından dolayı mı yoksa MS’in olağan ilerleyişi sırasında oluşan 

remiyelinazasyon mu olduğu anlaşılamamaktadır. Son yıllarda transgenik fare 

hatlarının üretilmesi ile OÖH’leri işaretlemek ve demiyelinizasyon sonrası OÖH 

davranışlarını incelemek mümkün hale gelmiştir (62). 
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İmmünüzasyon prosedürü MS hastalığının çeşitli yönlerinin incelenebilmesi 

için farklı bir hastalık seyri elde etmek üzere modifiye edilebilir. Kronik ve ilerleyici 

bir demiyelinizan hastalığa neden olan Theiler’s mürin ensafalomiyelit virüs 

(TMEV), MS başlangıcının patafizyolojisini EAE’den daha iyi modelleyen viral 

aracılı bir MS modelidir (57, 60). TMEV’in intraserebral injeksiyonu otoimmün bir 

cevap oluşturur (63). Bu modeli kullanmanın avantajı, TMEV ile oluşan 

demiyelinizasyon sırasında meydana gelen histolojik değişimlerin oluşum evrelerinin 

MS’deki ile benzerlik göstermesinden kaynaklanmaktadır (64). Bu modelde EAE’de 

olduğu gibi inflamatuar hasarın devam etmesi nedeniyle demiyelinizasyon ve 

remiyelinizasyonun eş zamanlı olarak meydana gelmesi ve bu nedenle hastalığın 

seyri sırasında meydana gelen remiyelinizasyonla miyelin onarım terapötiklerinin 

sağladığı iyileşmenin karıştırılmasıdır (57, 60).  

MS’in immün olmayan yaklaşımlarla da modellenmesi mümkündür. 

Hayvanların bir bakır şelatörü olan kuprizon içeren yemlerle beslenmesi 

oligodendrosit hasarına yol açarak özellikle korpus kallozumda demiyelinizasyon ile 

sonuçlanır (65, 66). Bu modelde MS’de olduğu gibi tekrarlayan demiyelinizasyon ve 

remiyelinizasyon evreleri gözlenir bu yüzden remiyelinizasyonu artırabilecek 

terapötik ajanların belirlenmesi açısından önemlidir. Tekrarlanabilirliğinin zor olması 

ve remiyelinizasyonun hızlı meydana gelmesi nedeniyle öncü remiyelinize terapilerin 

geliştirilmesini güç kılması bu modelin dezavantajları arasında sayılabilmektedir (67, 

68).  

 

4.2. İndüklenebilir Pluripotent Kök Hücreler 

 

Basitçe düşünüldüğünde kök hücreler vücudumuzda bütün doku ve organları 

oluşturabilen temel hücrelerdir. Sınırsız bölünebilme ve kendini yenileyebilme 

özelliğine sahip olan bu hücreler aldıkları sinyallere göre oluşturacakları hücre 

soyuna farklılaşırlar (69, 70). Kök hücreler farklılaşma yetilerine göre; totipotent, 

pluripotent, multipotent ve unipotent olmak üzere dört gruba ayrılmaktadırlar. 

Totipotent hücreler tek başına bir organizmayı oluşturabilme potansiyeline sahip iken 

pluripotent hücreler vücuttaki tüm hücrelere dönüşseler de ekstra-embriyonik 
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yapılara dönüşemediklerinden bir organizmayı oluşturamazlar. Multipotent hücreler 

sadece bulundukları doku ve organdaki hücre tiplerine dönüşebilme 

yeteneğindedirler. Unipotent hücreler ise tek bir hücre tipini oluşturan kök 

hücrelerdir (71, 72). Elde edildikleri kaynağa göre ise; embriyonik kök hücreler, 

embriyonik olmayan kök hücreler (erişkin kök hücreler), fetal kök hücreler ve göbek 

kordonundan elde edilen kök hücreler olarak sınıflandırırlar (73). 

Blastosist evresinin iç hücre kitlesindeki hücrelerden meydana gelen 

embriyonik kök hücreler; kendilerini yenileme durumları sınırsız olan ve insan 

vücudundaki tüm hücre tiplerine farklılaşabilen pluripotent kök hücrelerdir (74). 

İnsan embriyonik kök hücre kullanımındaki etik sorunlar araştırmacıları embriyonik 

kök hücre özelliğine sahip hücreler üretmeye itmiştir. İPKH’ler; embriyonik kök 

hücrelerde pluripotens özelliğin sürdürülmesini sağlayan Oct3/4, Sox2, Klf4 ve c-

Myc transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonunun erişkin somatik hücrelerine tekrar 

kazandırılmasıyla elde edilmektedirler (9). İPKH’ler Yamanaka ve ark. tarafından ilk 

olarak 2006 yılında fare hücrelerinden, 2007 yılında ise insan hücrelerinden 

üretilmiştir. Bu hücreler, embriyonik kök hücrelerin sahip olduğu belli başlı kök 

hücre proteinlerini ve genlerini eksprese etmelerinin yanı sıra, embriyonik cisimcik 

ve teratom oluşturma kapasitelerine de sahiptirler (9, 75).  

Somatik hücrelerin yeniden programlanması ve İPKH teknolojisindeki 

ilerlemeler, hastaya özgü ve hastalıkla ilgili araştırılmak istenen hedef hücrelerin 

üretilmesine olanak sağlamıştır. 

 

4.2.1. Nörolojik Hastalıkların İPKH ’lerle Modellenmesi 

 

İşlevsel hücre üretebilme yeteneğinde olan İPKH’ler, keşiflerinden bu yana 

farklı nöronal hücre tipleri üretmek için başarıyla kullanılmaktadır. Özellikle 

Parkinson, Alzheimer gibi erken dönem teşhisi zor olan ve ölümle sonuçlanan 

nörolojik hastalıklar göz önünde bulundurulduğunda hasta odaklı çalışmaların 

yapılması oldukça güçtür. Hastalar üzerinde çalışmanın zorluğu bu hastalıkların 

moleküler düzeyde çalışılabilmesi için çeşitli kimyasallar veya hayvan modelleri 
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kullanılmasını gerekli kılmıştır (76-78). Birçok moleküler süreci aydınlatmış olan bu 

yöntemlerin, hastalıkların insanda görülen patolojik durumunu birebir yansıtmıyor 

olması da bu modellerin en temel sorunu olarak görülmektedir. Somatik hücrelerin, 

embriyonik kök hücre benzeri özellik gösteren İPKH’lere programlanırken genetik 

yapılarının korunuyor olması bu yaklaşımın in vitro ortamda birçok hastalığın 

modellenmesine olanak sağlamıştır (79).  

İPKH’lerin hastalık modeli oluşturmada kullanımının ilk örneklerinden bir 

tanesi, IKBKAP8 genindeki nokta mutasyonundan kaynaklı, nadir görülen bir 

hastalık olan ailesel disotonominin modellenmesidir (80). Ailesel hastalıkların 

modellenmesi genetik süreçleri aydınlatmakta, tipik mutasyonları ortaya 

çıkarmaktadır ve özellikle genetik mutasyon kaynaklı hastalıkların hayvan modelleri 

insan patolojisine daha yakın olmakla birlikte sporadik durumların tam bir karşılığı 

olmakta yetersiz kalmaktadır (13). Mutasyon tanımlı İPKH'lerle modellenen 

nörogelişimsel bozukluklarda gözlenen fenotipik özellikler yeni tedavileri test 

etmede kullanılmıştır. Örneğin Timothy sendromlu hastalardan türetilen İPKH’ler, 

kortikal nöronal öncül hücrelere farklılaştırıldığında, nöronlarda CACNA1C 

genindeki mutasyonun neden olduğu kalsiyum sinyal mekanizmasının bozulması ile 

artan epinefrin ve dopamin üretimi gözlenmiştir. Bu fenotipler, bir siklin bağımlı 

kinaz inhibitörü olan roscovitin ve atipik bir L-tipi kanal blokörü ile tedavi 

edildiklerinde tersine çevrilmiştir (81). Yine birçok çalışmada Alzheimer hastalığının 

İPKH tabanlı modellemesinde presenilin genindeki ailesel mutasyon gösterilmiştir 

(82).  

Nörodejeneratif hastalıklarda, hasta fibroblast hücreleri kullanılarak türetilen 

İPKH’ler; nöron ve glia gibi hedef hücre tiplerine farklılaştırılarak, hücre fenotipi, 

nöronlar arası bağlantılar ve nöronlar ile oligodendrosit ve/veya astrositler arasındaki 

karşılıklı iletişim incelenerek hastalığın otonom ve otonom-olmayan özellikleri 

çalışılmaktadır (83). Hastalığa özgü bir fenotip tanımlanması yeni ilaç ve terapi 

metotları geliştirilmesinin önünü açmaktadır (Şekil 4.2.1.1).  
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Şekil 4.2.1.1: İPKH’ler kullanılarak nörodejeneratif hastalıkların modellenmesinin şematik gösterimi 

(84). 

 

4.2.2. MS’in İPKH’lerle Modellenmesi 

 

MS hastalarından türetilen İPKH’lerle yapılan çalışmalarda nöronlar, 

astrositler ve oligodendrositler başarılı bir şekilde üretilebilmiştir (2, 85). MS-

İPKH’lerden üretilen nöronlar ile embriyonik kök hücrelerden üretilen nöronlara 

göre elektrofizyolojik özelliklerinde bazı farklılıklar gösterseler de dinlenme 

membran potansiyelleri, tetrodotoksin duyarlı aksiyon potansiyelleri ve voltaj kapılı 

sodyum akımları ile fonksiyonel nöronların özelliklerini sergilemişlerdir. Birincil 

ilerleyici MS türündeki dört hastadan İPKH’ler üretilmiş ve bunlardan farklılaştırılan 

oligodendrositler, MSS’inde miyelinizasyon bozukluğu bulunan genetik mutasyonlu 

hayvanlara verildiğinde tekrar miyelinizasyonu sağladığı gözlenmiştir (86). Benzer 

şekilde bu İPKH’lerden üretilen olgun oligodendrositlerin EAE’li farelerde sağlıklı 

bireylerin İPKH’lerinden türetilen oligodendrositler kadar kompakt miyelin 

oluşturabildiği gözlenmiştir (14, 85). Bu çalışmalar İPKH kullanarak MS’in 

modellenebilmesinin imkanlı olduğunu göstermektedir. Erişkin oligodendrosit elde 
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etmenin çok uzun zaman alması ve de miyelinizasyonun gözlenmesi için gereken 

sürenin uzunluğu yanında hücrelerin fareye enjeksiyonun gerekli olması geç 

fenotiplerin in vitro araştırılmasını kısıtlamaktadır. Oligodendrosit farklılaşmasının 

erken safhalarında MS ve sağlıklı bireyler arasında olabilecek farklılıkların in vitro 

ortamda incelenmesi ilk aşamada daha hızlı olacağı gibi gelişimsel farkları açıklama 

potansiyeline de sahiptir. 
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5. MATERYAL ve METOD 

5.1. Malzeme Listesi 

 

Tablo 5.1.1. Malzeme Listesi 

Malzeme Firma – Katalog No 

Astrosit Vasatı Sciencell, 1801 

Epidermal büyüme faktörü (EGF) R&D Systems, 233-FB-025 

Fibroblast büyüme faktörü (FGF) R&D Systems, 236-EG-200 

Trombosit kökenli büyüme faktörü-α (PDGF-α) Biovision, 4482-10 

Rock İnhibitör Enzo, ALX-270-333-M025 

 Laminin Sigma, L2020 

Poly-L-Ornithine Sigma, P3655 

Siliar nörotrofik faktor (CNTF) Biovision, 4017-20 

Nörotrofin-3 (NT3) Biovision, 4306-10 

Triiodothyronine (T3) Sigma, T6397 

DMEM  Multicell, 319-005-CL 

DMEM-F12 Capricorn, DMEM-12-A 

N2 Supplement Thermo Fisher, 17502048 

B27 Supplement Thermo Fisher, 12587010 

FBS Sigma-F4135 

Triple Enzim Thermo, 12604013 

PBS Sigma-P4417 

Tween-20 Sigma-P9416 

Triton-X Sigma-T8787 

Goat Serum Sigma-G9023 

Sığır Serum Albumin (BSA)  Sigma-A9418 

Sox-10 tavşan antikoru Millipore, AB5727 
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Ki67 insan antikoru Millipore, MAB4190 

Apo-Brdu in situ DNA Fragmentation Assay Kit Biovision-K40160 

488 Keçi anti tavşan antikoru AAT Bioquest, 16800 

555 Keçi anti fare antikoru AAT Bioquest, 16460 

DAPI Sigma – D9542 

 

5.2. Hücre Hatlarının Temini 

 

Oligodendrosit farklılaşması için kullanılan hücre hatları Salk Enstitü Prof. 

Gage çalışma grubundan temin edilmiştir. Bu grup; on bir MS hastası, dört tane 

birinci derece yakınları ve sekiz tane yaşları ve cinsiyetleri eşleşmiş kontrolden 

alınan fibroblastları yeniden programlamıştır. Karyotip analizleri, ifade profili 

analizleri ve embriyoid vücut aracılığıyla üç germ tabakası oluşturmalarına bakarak 

İPKH’lerin kalite kontrolleri yapılmış ve her birey için iki ya da üç tane İPKH hattı 

seçilmiştir. Seçilen İPKH hatlarının büyüme faktörleri ile desteklenen kültür 

vasatında büyütülerek embriyoid vücut oluşturmaları sağlanmış ve bu yapıların 

enzimatik olarak parçalanması ile oligogenik nöral öncül hücreler (O-NÖH) elde 

edilmiştir. Elde edilen oligogenik hücreler çoğaltılıp -80 ºC’de muhafaza edilmiş, 

gerektiğinde diğer araştırmacılarla paylaşılmıştır (B. E. Kerman ve F. H. Gage 

yayınlanmamış veri). Analizler, bu İPKH hatları arasından bir MS ve cinsiyet ve 

yaşça eşleşen sağlıklı bir kontrol (PAL9) hattı temin edilerek gerçekleştirilmiştir. 

 

5.3. Kültür Öncesi Hazırlıklar 

 

Hücrelerin büyütüleceği 25 cm²’lik flasklara %0.1’lik poly-l-ornitin içeren 2 

ml, steril ddH2O eklenip gece boyunca oda sıcaklığında bekletildi. Ardından 2 kez 

steril ddH2O ile yıkanan flasklara %1’lik laminin içeren 2 ml, 1X steril PBS eklenip 

kaplanması için gece boyunca oda sıcaklığında bekletildi. Flasklar daha sonra 

kullanılmak üzere -20 ºC’de muhafaza edildi. Hücrelerin ekim aşamasına 

gelindiğinde 37 ºC’lik etüvde ısıtılan flaskların içindeki laminin çekip atılarak ekim 
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işlemi için hazır hale getirildi. Hücrelerin büyütülme ve farklılaştırma aşamalarında 

kullanılan vasatlar taze olarak hazırlandı. 

5.4. Hücrelerin Büyütülmesi ve Farklılaştırılması 

 

5.4.1. O-NÖH’lerin Büyütülmesi 

 

Sağlıklı ve MS’li bireylere ait önceden dondurulmuş O-NÖH’ler 

çözdürülerek; 20 ng/ml EGF, 20 ng/ml FGF, 10 ng/ml PDGF-α, 10 µM Rock 

inhibitörü ve %1 laminin içeren Astrosit vasatı içinde 25 cm²’lik flasklara ekildi. 

Ertesi gün hücrelerin vasatları 20 ng/ml EGF, 20 ng/ml FGF, 10 ng/ml PDGF-α 

içeren Astrosit vasatı ile değiştirildi. Flasklardaki hücreler %60-70 oranında hücre 

doluluğuna erişiline kadar yaklaşık 15 gün boyunca büyütüldü (Şekil 5.4.1.1). 

Hücreler büyütülürken morfolojilerini incelemek amacıyla ışık mikroskobu altında 

görüntüleri çekildi. 

 

 

Şekil 5.4.1.1: O-NÖH’’lerin büyütülmesinin zaman çizelgesi ile gösterilmesi 

 

5.4.2. O-NÖH’lerin OÖH’lere Farklılaştırılması 

 

Flasklarda %60-70 hücre doluluğuna erişiline kadar 15 gün boyunca 

büyütülen O-NÖH’lerin vasatları 10 ng/ml PDGF-α ve 40 ng/ml T3 içeren Astrosit 

vasatı ile değiştirilerek OÖH’lere farklılaştırılmalarına başlandı. Hücrelerin vasatları 
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sekiz gün boyunca bu vasatla gün aşırı değiştirildi. Çözülmelerinden itibaren 22. 

günde hücreler Triple enzimi ile flasklardan kaldırıldı ve enzimin uzaklaştırılması 

için DMEM ile yıkandı. Supernatant atıldıktan sonra 1 ml Astrosit vasatı ile süspanse 

edilen hücreler sayıldı. Hasta ve sağlıklı grubuna ait eşit sayıdaki hücre önceden 

poly-l-ornitin ve lamininle kaplanmış dört adet sekiz kuyucuklu kültür kabına ekildi 

(Şekil 5.4.2.1). MS ve kontrol hücrelerinin olabildiğince aynı ortamda olmalarının 

sağlanabilmesi amacıyla her kültür kabının dört kuyucuğuna kontrol hücreleri, dört 

kuyucuğuna ise MS hücreleri ekildi. Hücrelerin vasatları 10 ng/ml PDGF-α ve 40 

ng/ml T3 içeren Astrosit vasatı ile sekiz gün boyunca gün aşırı değiştirilmeye devam 

edildi. 29. günde, sekiz kuyucuklu kültür kaplarının bir kısmı fikslenirken bir 

kısmının farklılaştırılmasına devam edildi (Şekil 5.4.2.2).  

 

Şekil 5.4.2.1: Sekiz kuyucuklu kültür kaplarına hücrelerin ekimi 

 

 

 

Şekil 5.4.2.2: O-NÖH’lerin OÖH’lere farklılaşmasının zaman çizelgesi ile gösterilmesi 
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5.4.3. OÖH’lerin Erken Oligodendrositlere Farklılaştırılması 

 

O-NÖH’lerin 15 gün boyunca OÖH’lere farklılaştırılmasından sonra 

hücrelerin vasatları 10 ng/ml CNTF, 5 ng/ml NT3 ve 40 ng/ml T3 içeren astrosit 

vasatı ile değiştirildi. Bu vasatla iki gün boyunca beslenen hücreler daha sonra %2 

B27, %1 N2, %2 FBS, 10 ng/ml CNTF, 5 ng/ml NT3, 40 ng/ml T3’ye ek olarak yarı 

yarıya karıştırılmış DMEM-F12 ve Astrosit vasatları ile beslenmeye başlandı. 

Hücrelerin vasatları 18 gün boyunca gün aşırı değiştirildi ve 43. günde hücreler %4 

PFA ile fikslendi (Şekil 5.4.3.1).  

 

Şekil 5.4.3.1: OÖH’lerin üretilmesinin zaman çizelgesi ile gösterilmesi 

 

5.5. Immunositokimyasal Boyama Protokolü 

 

Sekiz kuyucuklu kültür kaplarında bulunan hücrelerin içerisinde bulunduğu 

yaşam vasatları çekilerek 2 kez 1 ml 1x PBS ile yıkandı ve her bir kuyucuğa 300 µl 

%4 lük PFA eklendi. Oda sıcaklığında 15 dakika boyunca fikse edildikten sonra PFA 

çekilip atıldı ve 500 µl 1x PBS ile 2 kez yıkandı. Bloklama için; %3 BSA, %0,1 

Triton X, %0,1 sodyum azid ve %1 keçi serumu içeren PBS eklenip oda sıcaklığında 

bir saat inkübe edildi. İnkübasyonun ardından hücreler 500 µl 1x PBS ile 2 kez 

yıkandı. Ardından hücrelere %3 BSA, %1 keçi serum, % 0,1 sodyum azid ve % 0,1 

Tween 20 içeren sulandırma solüsyonu içinde birincil antikorlar (tavşan anti-Sox10: 

1/200, fare anti-Ki67: 1/100) eklendi ve +4 ºC’de gece boyunca inkübe edildi. Gece 

boyu inkübasyonun ardından hücreler % 0,1 Tween 20 içeren 1X PBS ile 3 kez 5’er 
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dakika boyunca yıkandı ve yine aynı sulandırma solüsyonu içinde ikincil antikorlar 

(keçi anti-tavşan Alexa Fluor 488 nm, keçi anti-fare Alexa Fluor 555 nm) eklenip 

oda sıcaklığında 3 saat inkube edildi. İnkübasyonun ardından hücreler % 0,1 Tween 

20 içeren 1X PBS ile 4 kez 5’er dakika boyunca yıkandı ve hücrelerin üzerine 1 

µg/ml DAPI eklenip 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 5 dakika sonunda hücreler 

2 kez 5 dakika 1X PBS ile yıkandı. Kapama solüsyonu ile kapatılan hücrelerin 

kurumaları beklendi ve görüntülenene kadar bekletilmesi için +4 ºC’ye alındı (Şekil 

5.5.1). 

 

Şekil 5.5.1: Sekiz kuyucuklu kültür kaplarında immunositokimyasal boyamanın şematik gösterimi 

 

5.6. TUNEL Boyaması 

 

TUNEL boyaması için hücreler immunositokimyasal boyama protokolünde 

anlatıldığı gibi %4 PFA ile fikse edilip 1X PBS ile 2 kez yıkandı. Ardından hücreler 

%70’lik etanol içinde -20 ºC’de 30 dakika boyunca inkübe edildi. İnkübasyonun 

ardından hücreler önce 1X PBS sonra yıkama tamponu ile 5’er dakika boyunca 2 kez 

yıkandı. DNA kırıklarını işaretlemek için hücrelerin üzerine TdT enzimi, Br-dUTP, 

ve TdT reaksiyon tamponu içeren ddH2O eklenip 1 saat boyunca 37 ºC’de inkübe 

edildi. İnkübasyonun ardından hücreler 1X PBS ile 2 kez 5’er dakika boyunca 

yıkandı. Ardından hücrelerin üzerine sulandırma solüsyonu içinde birincil antikor 

(anti-BrdU-FITC: 1/20) eklendi ve 30 dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından hücreler 1X PBS ile 4 kez 2’şer dakika boyunca yıkandı. 

Yıkama sonunda hücrelere 1 µg/ml DAPI eklenip 5 dakika oda sıcaklığında 

bekletildi, 5 dakika sonunda hücreler 3 kez 2 dakika 1x PBS ile yıkandı. Kapama 
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solüsyonu ile kapatılan hücrelerin kurumaları beklendi ve görüntülenene kadar 

bekletilmesi için +4 ºC’ye alındı. 

 

5.7. Görüntülerin Analizi ve İstatistiksel Değerlendirme 

 

İmmunositokimyasal antikorlar ile işaretlenmiş hücreler lazer taramalı 

konfokal mikroskobu (LSM 780, Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) 20X büyütmeli 

objektif kullanarak görüntülendi. Her bağımsız deney (d) kontrol ve MS hücrelerinin 

bulunduğu 4’er kuyucuk içerdiği için her kuyucuk bir örneklem (n) olarak belirlendi. 

Her kuyucuktan rastlantısal olarak seçilen 12 tane bölgenin görüntüsü alınarak hem 

kontrol hem de MS gruplarında her d için toplamda 96 görüntü elde edildi. Alınan 

görüntüler başka bir araştırmacı tarafından kontrol veya MS oldukları 

anlaşılamayacak şekilde etiketlendi. 3 boyutlu görüntülerde maksimum intensite 

projeksiyonu yapılarak özgün antikorlarla işaretlenen hücrelerin sayımı Fiji (87) 

kullanılarak yapıldı.  
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6. BULGULAR 

 

6.1. Hücrelerin Morfolojik Analizi 

 

O-NÖH’ler büyütülürken ışık mikroskobu altında kontrol hücrelerinin şekil 

olarak MS hücrelerinden daha uzun oldukları gözlemlendi. Bu gözlemi kantite etmek 

amacıyla örnekler MS veya kontrol oldukları anlaşılmayacak şekilde etiketlenip ışık 

mikroskobu altında resimleri çekildi. Sonrasında her iki grup için de 50 hücrenin 

boyu ve eni ImageJ üzerinde ölçüldü. 

 

Resim 6.1.1: Kontrol ve MS O-NÖH’lerinin şekillerinin karşılaştırılması. Birbirine dik kahverengi 

çizgiler kontrol ve MS hücrelerinin ölçülen boylarını ve enlerini göstermektedir. 

 

MS hücrelerinin kontrollere göre daha basık olduğu gözlenmiş, boy:en oranı 

MS=2,77 ve Kontrol=4,81 olarak ölçülmüştür. Aradaki fark Mann Whitney U-testi 

ile istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,00001). 

 

 

6.2. Hücrelerin Farklılaşma Veriminin Analizi 

 

MS ve kontrol hücrelerinin ilk olarak farklılaşma potansiyelleri 

karşılaştırılmıştır. N-OÖH’lerin farklılaştırılmaya başlanmasından iki hafta sonra 

yani kültürün 29. gününde hücreler fikslenip, oligodendrosit farklılaşma sürecinin 

neredeyse tamamında ifade edilen Sox10 (Şekil 4.1.2.1.1) ile işaretlenerek bu antijeni 
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ifade eden OÖH’ler tanımlandı (Resim 6.2.1) . OÖH’leri kantite etmek amacıyla 

örneklerin konfokal mikroskop ile Sox10 ve DAPI kanallarında resimleri çekilip MS 

veya kontrol oldukları anlaşılmayacak şekilde etiketlendi. Dört ayrı kuyucukta 

bulunan OÖH’ler (Sox10+ ve DAPI+) ve tüm hücreler (DAPI+) sayıldı. OÖH 

farklılaşma potansiyeli, Sox10+ pozitif hücre yüzdesi - 100 x (Sox10+ ve DAPI+) / 

DAPI+ - olarak her deney için hesaplandı.  

 

Resim 6.2.1: Kontrol (A) ve MS (B) OÖH farklılaşmasının (D29) örnek görüntüsü. Beyaz oklar yeşil 

renkteki Sox10 ile işaretlenen hücrelerin bazılarını göstermektedir. Her bir resmin sol alt köşesindeki 

eklentilerde o resimde bulunan Sox10 ve DAPI ile işaretlenmiş bir hücrenin daha yüksek büyütmeli 

görüntüsü verilmiştir. Ana paneller bar: 40 μm, Eklenti bar: 20 μm 
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Şekil 6.2.1: Kontrol ve MS örneklerinin OÖH farklılaşmasında (D29) Sox10 ile boyanan hücre 

oranının tüm hücreler ile kıyaslanması.  

 

Yapılan analizlerde kontrol ve MS gruplarında Sox10 ile işaretlenen OÖH’ler 

karşılaştırılmıştır [ örnek sayısı (n) = 12; bağımsız deney sayısı (d) = 3]. Kontrol 

[sayılan toplam hücre sayısı (h) = 7533] ve MS (h=11715) hücre grupları arasında 

Sox10+ hücre üretme potansiyeli sırasıyla %99,08 ve %97,90 olarak gözlenmiş ve 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır (p= 0,2137) 

(Şekil 6.2.1).  

OÖH’ler D43’e kadar olgunlaştırılarak erken oligodendrositler elde edildi. 

Erken oligodendrosit hücrelerinde de ifade edilen Sox10 bu hücrelerin 

tanımlanmasında kullanıldı. Sox10+ pozitif hücre yüzdesi yukarıda açıklanan yöntem 

ile hesaplandı.  
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Resim 6.2.2: Kontrol (A) ve MS (B) erken oligodendrosit farklılaşmasının (D43) örnek görüntüsü. 

Beyaz oklar yeşil renkteki Sox10 ile işaretlenen hücrelerin bazılarını göstermektedir. Her bir resmin 

sol alt köşesindeki eklentilerde o resimde bulunan Sox10 ve DAPI ile işaretlenmiş bir hücrenin daha 

yüksek büyütmeli görüntüsü verilmiştir. Ana paneller bar: 40 μm, Eklenti bar: 20 μm 

 

 

Şekil 6.2.2: Erken oligodendrosit farklılaşmasından (D43) sonra kontrol ve MS hastalarında Sox10 ile 

boyanan hücre oranının tüm hücreler ile kıyaslanması. 
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Erken oligodendrosit üretiminin ardından kontrol ve MS grupları arasındaki 

hücre farklılaşma verimi yine Sox10 ile işaretlenerek incelenmiştir (n=8; d=2) 

(Resim 6.2.2). Kontrol (h=4050) ve MS (h=5784) hücre grupları arasında Sox 10 

hücre üretme potansiyeli sırasıyla %84,12 ve %84,80 olarak gözlenmiştir. Bu 

dönemde Sox 10+ hücre sayısında OÖH farklılaşmasına (D29) göre biraz azalma 

gözlenmiş olsa da kontrol ve MS grupları arasındaki fark istatiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p=0,9197) (Şekil 6.2.2). 

 

6.3. Hücrelerin Çoğalma Potansiyellerinin Analizi 

 

MS ve kontrol hücrelerinin çoğalma hızlarının belirlenmesiyle amacıyla O-

NÖH’lerin farklılaştırılmaya başlanmasından iki hafta sonra (D29) hücreler, Ki67 ile 

işaretlenmiştir (Resim 6.3.1.). Hücrelerin çekirdeklerinde görülmesi beklenen 

sinyalleri kantite etmek amacıyla örneklerin konfokal mikroskop ile Ki67 ve DAPI 

kanallarında resimleri çekilip MS veya kontrol oldukları anlaşılmayacak şekilde 

etiketlendi. Her iki hücre grubu için dört ayrı kuyucukta bulunan, çoğalan hücreler 

(Ki67+ ve DAPI+) ve tüm hücreler (DAPI+) sayıldı. Hücrelerin bölünme oranları 

Ki67+ pozitif hücre yüzdesi - 100 x (Ki67+ ve DAPI+) / DAPI+ - olarak hesaplandı. 
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Resim 6.3.1: Kontrol (A) ve MS (B) örneklerinde OÖH farklılaşma dönemi sırasında (D29) çoğalan 

hücrelerin örnek görüntüsü. Beyaz oklar kırmızı renkteki Ki67 ile işaretlenen hücreleri 

göstermektedir. Her bir resmin sol alt köşesindeki eklentilerde o resimde bulunan Ki67 ve DAPI ile 

işaretlenmiş bir hücrenin daha yüksek büyütmeli görüntüsü verilmiştir. Ana paneller bar: 40 μm, 

Eklenti bar: 20 μm 

 

Şekil 6.3.1: Kontrol ve MS örneklerinde OÖH farklılaşma dönemi sırasında (D29) hücrelerin çoğalma 

oranlarının kıyaslanması.  
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OÖH farklılaşma döneminde hücrelerin çoğalma hızlarının belirlenmesi 

amacıyla hasta ve MS grubundaki hücreler Ki67 ile işaretlenmiş ve analiz edilmiştir 

(n=12; d=3). MS (h=14131) hücre grubunda çoğalan hücre oranı %10,62 olarak 

bulunmuş ve kontrol (h=8773) hücre grubundaki %8,84 oran ile kıyaslandığında bir 

miktar artış gözlense de bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunamamıştır 

(p=0,3338) (Şekil 6.3.1). 

OÖH’ler erken oligodendrositlere farklılaşırken kültürün 43. gününde 

hücrelerin çoğalma hızları 29. gündekine benzer şekilde Ki67 ile işaretlenerek 

belirlendi ve konfokal mikroskop ile Ki67 ve DAPI kanallarında resimleri çekilerek 

kantite edildi (Resim 6.3.2) . Hücreler yukarıda açıklanan yöntem ile sayıldı. 

 

Resim 6.3.2: Kontrol ve MS örneklerinde erken oligodendrosit farklılaşma dönemi sırasında (D43) 

çoğalan hücrelerin temsili görüntüsü. Beyaz oklar kırmızı renkteki Ki67 ile işaretlenen hücreleri 

göstermektedir. Her bir resmin sol alt köşesindeki eklentilerde o resimde bulunan Ki67 ve DAPI ile 

işaretlenmiş bir hücrenin daha yüksek büyütmeli görüntüsü verilmiştir. Ana paneller bar: 40 μm, 

Eklenti bar: 20 μm 
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Şekil 6.3.2: Kontrol ve MS örneklerinde erken oligodendrosit farklılaşma dönemi sırasında (D43) 

hücrelerin çoğalma oranlarının kıyaslanması. Anlamlılık değeri kontrol grubuna kıyasla verilmiştir 

(**: p<0.05). 

Kontrol ve MS gruplarında erken oligodendrosit farklılaşma dönemi sırasında 

(D43) hücrelerin çoğalma oranları kıyaslanmış (n=8; d=2) ve bu oran kontrol 

grubunda (h=7030) %2,09, MS grubunda (h=10824) %3,81 olarak bulunmuştur 

(Şekil 6.3.2). Her iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olduğu 

görülmüştür (p=0,0089). 

 

6.4. Hücrelerin Apoptoza Duyarlılıklarının Analizi 

 

MS ve kontrol hücrelerinin apoptoza girip girmediklerini belirlemek amacıyla 

O-NÖH’lerin farklılaştırılmaya başlanmasından iki hafta sonra (D29) TUNEL 

boyaması yapılmıştır. Hücreler Sox10 ve Ki67 boyamalarına benzer şekilde FITC ve 

DAPI kanallarında konfokal mikroskobu ile görüntülenip MS veya kontrol oldukları 

anlaşılmayacak şekilde etiketlendi (Resim 6.4.1). Her iki hücre grubu için dört ayrı 

kuyucukta bulunan apoptotik hücreler (TUNEL+ ve DAPI+) ve tüm hücreler 

(DAPI+) sayıldı. 
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Resim 6.4.1: Kontrol (A) ve MS (B) örneklerinde OÖH farklılaşma dönemi sırasında (D29) apoptotik 

hücrelerin temsili görüntüsü. Beyaz oklar TUNEL+ hücreleri göstermektedir. Her bir resmin sol alt 

köşesindeki eklentilerde o resimde bulunan TUNEL ve DAPI ile işaretlenmiş bir hücrenin daha 

yüksek büyütmeli görüntüsü verilmiştir. Ana paneller bar: 40 μm, Eklenti bar: 20 μm 

 

 

Şekil 6.4.1: Kontrol ve MS örneklerinde OÖH farklılaşma dönemi sırasında (D29) apoptoza uğrayan 

hücre oranının kıyaslanması.  
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Kontrol ve MS gruplarında TUNEL+ apoptotik hücre oranı kıyaslanmıştır 

(n=12; d=3) (Şekil 6.4.1). Kontrol grubunda (h=7794) %1,91 görülen apoptotik 

hücre oranı MS grubunda (h=13990) %1,23 oranına düşerek azalma göstermiş fakat 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p= 0,3472).  

Devam eden kültürün 43. gününde erken oligodendrosit farklılaşma 

döneminde apoptoza uğrama oranları yukarıda açıklanan TUNEL yöntemi ile 

belirlendi (Resim 6.4.2). Her iki hücre grubu için dört ayrı kuyucukta bulunan 

apoptotik hücreler (TUNEL+ ve DAPI+) ve tüm hücreler (DAPI+) sayıldı. 

 

 

Resim 6.4.2: Kontrol ve MS örneklerinde erken oligodendrosit farklılaşma dönemi sırasında (D43) 

apoptotik hücrelerin temsili görüntüsü. Beyaz oklar TUNEL+ hücreleri göstermektedir. Her bir resmin 

sol alt köşesindeki eklentilerde o resimde bulunan TUNEL ve DAPI ile işaretlenmiş bir hücrenin daha 

yüksek büyütmeli görüntüsü verilmiştir. Ana paneller bar: 40 μm, Eklenti bar: 20 μm 
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Şekil 6.4.2: Kontrol ve MS örneklerinde erken oligodendrosit farklılaşma dönemi sırasında (D43) 

apoptoza uğrayan hücre oranının kıyaslanması.  

 

 

Kontrol ve MS gruplarında erken oligodendrosit farklılaşma döneminde 

hücrelerin apoptoza uğrama oranları kıyaslanmış (n=8; d=2); bu oran kontrol 

grubunda (h=4382) %1,71, MS grubunda (h=7090) %1,27 olarak gözlenmiş ve 

D29’da olduğu gibi MS grubunda azalma gözlenmiştir. Sonuçlar istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p= 0,3676) (Şekil 6.4.2).  
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

İnsan somatik hücrelerini İPKH’lere yeniden programlayabilen teknolojilerin 

gelişmesi nörodejeneratif hastalıkların in vitro ortamda çok yönlü olarak 

incelenebilmesine olanak sağlamıştır (88). İPKH’lerle hasta kaynaklı hücreler elde 

edilmiş ve doğrudan insan hastalığının hücresel ve moleküler temelini tekrar eden 

hücresel modeller oluşturulmuştur.  

Nörodejeneratif hastalıkların İPKH modellerinde özellikle somatik 

mutasyonlara bağlı hastalıklarda hastalardan üretilen hücreler; çoğalma, farklılaşma, 

genel hücre bütünlüğü, fonksiyonel ve moleküler farklılıklar da dahil olmak üzere 

anormal hücre özelliklerini belirlemek için sağlıklı bireylerden alınan kontrol 

İPKH’lerle karşılaştırılır (89). Hastaların belirli bir kısmında somatik mutasyonların 

tanımlandığı Alzheimer, Parkinson ve diğer nörodejeneratif hastalıkların aksine MS, 

tek genetik mutasyondan kaynaklanmayan fakat bağışıklık hücrelerinde duyarlı 

genlerin olması ile ilişkili olabileceği düşünülen kompleks bir hastalıktır (5). 

Başlamasında çevresel faktörlerin yanı sıra kalıtsal faktörlerin de etkili olduğu 

bilinen MS’in patogenezi tam olarak bilinememektedir (3). Bu nedenle MS 

hastalarında uygulanan şu anki terapilerle hastalarda MSS hasarı ve nörolojik 

bozukluklar görülmeye devam etmektedir. Birincil otoimmün bir hastalık olarak 

varsayılan MS’in, uzun vadede ilerlemesinden T hücreleri sorumlu tutulmakla 

beraber yapılan çalışmalarda MS için nöronların ve oligodendrositlerin dahil olduğu 

nörodejeneratif bir bileşen tanımlanmıştır (6, 90). Hastalığın ilerleme mekanizması 

ve gözlenen nörodejenerasyonda OÖH’ler ve astrositler de dahil olmak üzere glia 

hücrelerinin etkili olduğu düşünülmüş ve bu nedenle OÖH’leri gibi gliaların hasta 

İPKH’lerinden üretilmesi hastalığın ilerlemesinde bu hücrelerin katkılarını anlamak 

için önemli hale gelmiştir (91, 92). MS hastalarından üretilen İPKH türevi nöronlar 

kullanılarak aksonal fonksiyon bozuklukları ya da sinaptik anormallikler 

belirlenebilir ya da nöronal ve oligodendrositik hücresel fenotiplerde anormallikler 

tespit edilebilir. Bu yüzden bu tez çalışmasında İPKH’leri kullanarak bir in vitro 

insan miyelinizasyon modeli geliştirerek glia hücrelerinde MS’i ayırt edici ve 

hastalığın sürecini tahmin etmeyi kolaylaştırıcı fenotipik belirteçlerin tanımlanması 

amaçlanmıştır.  
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İPKH’ler hastalık mekanizmalarına dair bilgiler üretse de MS’in kompleks 

bir hastalık olması İPKH’lerle modellenmesinde bazı teknik kaygıları ortaya 

çıkarmıştır. Belirli genotiplere sahip bağışçıları seçme imkânı, hücrelerin fenotipleri 

üzerinde etkili olan genetik varyantların varlığı ile bağlantılı mekanizmaları 

anlamanız için fırsatlar sağlayacaktır. Bu nedenle çalışmamızda, genetik faktörlerin 

etkisini olabildiğince kontrol altında tutabilmek için ailenin birden çok bireyinde tanı 

konmuş bir MS hastasından ve kontrol olarak sağlıklı yakınından alınmış 

fibroblastlardan üretilen İPKH’ler oligodendrosit kaynağı olarak kullanılmıştır.  

Oligodendrosit farklılaşmasında etkili olan hücresel olaylar ve büyüme 

faktörleri hakkında bilinenlerin artması İPKH’lerin oligodendrositlere 

dönüştürülmesi için yöntemlerin geliştirilmesine olanak sağlamıştır (93, 94). 

Oluşturmuş olduğumuz protokol, kontrol ve MS O-NÖH’lerinin verimli bir şekilde 

üretilebilmesine ve OÖH’lere farklılaşabilmesine olanak sağlamıştır. İPKH’lerden 

insan oligodendrositlerini üretmek için kullanılan protokoller kültür sürelerini 

azaltmak için optimize edilmiş olmasına rağmen oligodendrositlerin üretimi için 60 

ila 130 gün gerekmekte ve hücrelerin yalnızca küçük bir yüzdesi MBP+ olgun 

oligodendrositlere dönüşebilmektedir (14, 95, 96) (B. E. Kerman ve F. H. Gage 

yayınlanmamış veri).  

Kontrol ve MS İPKH’leri arasındaki fenotipik farklılıkları araştırmak 

amacıyla ilk olarak hücreler arasındaki morfolojik farklılıklar incelenmiştir. Kontrol 

ve MS O-NÖH’lerinin çekilen görüntülerinin, çifte kör olarak yapılan ölçümleri 

analiz edilmiş ve MS’li hastalardan türetilen O-NÖH’lerin kontrollere göre daha 

basık şekilli olduğu ortaya çıkmıştır. Bu sonuç fenotipik farklılıkların önemini 

vurgular biçimde MS hastalarından türetilen hücrelerin kendine özgü özellikleri 

olabileceğini göstermiştir. Buradan yola çıkarak bir sonraki aşamada kontrol ve MS 

İPKH’lerinden türetilen O-NÖH’lerin OÖH ve erken oligodendrositlere farklılaşma 

ve çoğalma potansiyelleri incelenmiştir. 

MS İPKH’lerinden türetilen O-NÖH’lerin, daha sonraki aşamalarda kontrol 

hücrelerine kıyasla  aralarında bir fark olup olmadığının (örneğin; çoğalma, yaşama 

oranı vb) incelenebilmesi için, kontrol O-NÖH’leri ile aynı farklılaştırma 

protokolünün MS-O-NÖH’lerine uygulanabilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, her iki 

hücre tipi de aynı koşullarda, sekiz kuyucuklu kültür kaplarına dört kuyucuk kontrol 
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O-NÖH, dört kuyucuk MS O-NÖH olarak ekildi ve aynı farklılaştırma protokolüne 

tabi tutularak OÖH’ler üretildi. Oligodendrosit hücre hattı boyunca O-NÖH’lerden 

itibaren olgun miyelinize oligodendrositler dahil olmak üzere hücrelerin tespitini 

sağlayan Sox10 belirteci ve ortamda bulunan hücrelerin çekirdeklerini boyayan 

DAPI boyası ile hücreler işaretlenip analizleri yapıldı. Bu analizler sonucunda, MS 

İPKH’lerinden türetilen N-OÖH’lerin, kontrol hücreleri ile aynı oranda OÖH’lere 

farklılaşma potansiyeline sahip olduğu gözlendi (D29; Sox10+/DAPI: 

Kontrol=%99,08 MS=%97,90). Farklı bir sekiz kuyucuklu kültür kabında eş zamanlı 

olarak büyütülen aynı kontrol ve MS O-NÖH’leri, 30 gün farklılaştırılarak erken 

oligodendrositlerin elde edilme potansiyelleri incelendi. Erken oligodendrositlere 

farklılaştırma protokolü uygulaması sonucunda kontrol O-NÖH’leri ile MS O-

NÖH’lerinden aynı oranda erken oligodendrosit elde edildi (D43; Sox10+/DAPI: 

Kontrol=%84,12 MS= %84,80). Bu bize protokolümüzü devam ettirerek MS ve 

kontrol O-NÖH’lerinden aynı verimlilikte erken oligodendrosit elde edebildiğimizi 

gösterdi.  

In vitro ortamda OÖH’lerin, çoğalma ve hayatta kalmaları oligodendrosit 

farklılaşmasını ve miyelinizasyonu olumlu yönde etkilediği gösterilmiştir (97). Bu 

yüzden kontrol ve MS İPKH’lerinden türetilen O-NÖH’lerden farklılaştırdığımız 

OÖH ve erken oligodendrositlerin çoğalma kapasitelerinin kontrol ve MS 

gruplarında bir fark gösterip göstermediği araştırıldı. Bu amaçla ortamda bulunan 

aktif olarak çoğalma potansiyeline sahip hücre miktarının belirlenebilmesi için, 

kontrol ve MS gruplarına ait OÖH ve erken oligodendrositler, sadece hücre döngüsü 

sürecince üretilen Ki67 proteinini tanıyan Ki67 antikoru ile ve toplam hücre 

miktarının tespiti için DAPI ile işaretlendi. Yapılan analizler sonucunda MS 

grubunda OÖH’lerin çoğalma potansiyellerinin kontrol grubuna göre biraz daha 

yüksek oranda olduğu belirlendi (D29; Ki67+/DAPI: Kontrol %8,84, MS %10,62). 

Benzer şekilde her iki gruba ait hücrelerin erken oligodendrositlere 

farklılaştırılmasından sonra kontrol ve MS grupları için Ki67+ ve DAPI+ hücreler 

sayılarak Ki67+/DAPI oranı belirlendi. Bu dönemde, MS grubunda kontrol 

hücrelerine kıyasla hücrelerin çoğalma potansiyelinin anlamlı bir şekilde artış 

gösterdiği gözlenmiştir (D43; Ki67+/DAPI: Kontrol %2,09, MS %3,81). MS 

grubunda erken oligodendrositlerin Sox10+/DAPI oranında azalma görülmesi, 
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çoğalma potansiyellerinin ise OÖH evresine göre azalmasına rağmen kontrol 

grubuna kıyasla biraz da olsa yüksek olması bu hücrelerin kontrol hücrelerine göre 

daha geç farklılaşıyor olmasından olabilir. Aşağıda açıklandığı gibi uyguladığımız 

teknik ile oligodendrositler ile oligodendrosit haricinde farklı hücre tiplerinin 

çoğalma oranlarını birbirinden ayırdedemediğimiz için MS grubunda farklı 

hücrelerin bölünmesindeki artışın bu gözlenen fenotipi yol açma ihtimalini yok 

sayamayız. 

Son olarak, İPKH’lerden türetilen kontrol ve MS grubuna ait OÖH ve erken 

oligodendrositlerin apoptoza uğrama oranları TUNEL yöntemi ile tespit edildi. OÖH 

faklılaşması sonrasında kontrol ve MS grupları arasında apoptotik hücre oranlarında 

anlamlı bir sonuç olmasa da, MS grubunda apoptotik hücre oranının kontrole oranla 

çok az bir miktarda daha düşük olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 6.4.1; D29; 

TUNEL+/DAPI: Kontrol %1,91, MS %1,23). Bu oranların erken oligodendrositlerde 

biraz daha düşük olduğu tespit edilmiştir (D43; TUNEL+/DAPI: Kontrol %1,71, MS 

%1,27).  

Kullandığımız tekniklerin bir sınırlaması çoğalan hücrelerin ve apoptotik 

hücrelerin popülasyon bazında incelenmiş olmasıdır. Kullandığımız oligodendrosit 

belirteci olan Sox10, TUNEL boyaması için kullanılan fiksasyon protokolü ile 

uyumlu olmadığından ortak işaretleme yapılamamıştır. Her ne kadar apoptik OÖH ve 

oligodendrositlerin tam oranını hesaplayamamış olsak da %90 civarında bir 

farklılaşma oranı elde ettiğimiz için bunun önemli bir sorun olmadığını 

düşünmekteyiz. Benzer şekilde, insan hücrelerini işaretleyen Ki67 antikoruna geç 

ulaşabildiğimiz için Sox10 ve Ki67 ortak analizi yapılamamıştır. Yüksek verimli 

farklılaşmadan dolayı bu durumun da önemli bir sorun olmadığını düşünmekteyiz. 

Tüm bu bulgular bir araya getirildiğinde, kullandığımız protokol hem 

kontrol hem de MS İPKH hatlarından yüksek verimli OÖH ve erken oligodendrosit 

farklılaşmasına olanak sağlamaktadır. Bunun yanı sıra kontrol ve MS İPKH’lerinden 

türetilen OÖH ve erken oligodendrositleri arasında düşük oranlarda fenotipik 

farklılıklar gözlenmiştir. Bu gözlem önceki çalışmalar ile uyumludur (2, 14). Bizim 

ve diğerlerinin MS ve kontrol oligodendrositleri arasında çok az fark 

gözlemlemesinin birçok nedeni olabilir. Örnek olarak, gerçekten kontrol ve MS 

oligodendrositleri hücresel olarak neredeyse aynı olabilir ve hastalık ağırlıklı olarak 
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diğer hücreler aracılığıyla mesela immün hücreleri, sürdürülüyor olabilir. Tez 

çalışması sırasında hücreler ancak erken oligodendrosit evresine kadar 

farklılaştırılmışlardır. Kontrol ve MS oligodendrositleri arasındaki olası fark ancak 

MBP+ olgun oligodendrositlerde ortaya çıkıyor olabilir. Bir diğer neden ise in vitro 

koşullarda hastalığı tetikleyecek ortamın yaratılamamış olması olabilir. Kültür 

ortamında yetiştirilen hücrelerinin çevresel stres faktörlerine maruz bırakılmaları 

sonucunda kontrol ve MS hücreleri farklı tepkiler gösterebilirler. Bu tez çalışmasında 

geliştirilen teknikler gelecekteki çalışmalarda yukarıda bahsi geçen hipotezlerin test 

edilmesine olanak sağlamaktadır. Mesela, kontrol ve MS İPKH’lerinden üretilen 

OÖH ve erken oligodendrositler hücresel stres altında aynı teknikler ile 

incelenebilirler. Şu anda MBP+ olgun oligodendrositlerin üretilmesi hem düşük 

verimlidir hem de çok uzun sürmektedir. Bizim protokolümüzde yüksek verimde 

elde edilen erken oligodendrositlerin, MBP+ hücrelere farklılaşma için uygun 

olabilirler. Ayrıca eğer fibroblast alınarak İPKH üretilen hastalara sonradan 

ulaşılabilirse onların kanlarından izole edilecek immün hücreleri ile İPKH’lerden 

üretilen oligodendrositlerin ortak kültürleri yapılarak fenotip incelenebilir. 
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