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1. OZET

INDUKLENMIS PLURIPOTENT KOK HUCRE TABANLI MULTIPLE
SKLEROZ MODELINDE OLIiGODENDROSITLERE 0zZGU
FENOTIPLERIN ARASTIRILMASI

Multiple skleroz (MS), birgok viicut fonksiyonunu etkileyerek diinya ¢apinda ¢ok
sayida kisinin hayatin1 zorlastirmakta ve 6liimlerine neden olmaktadir. Mevcut tedavi
yontemlerinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmis olsa da hayvan modelleri, postmortem
ornekler ve hayvanlardan izole edilen hiicrelerle yapilan g¢alismalarda hastaligin
patogenezinin tam olarak anlagilamamasi, uygulanan tedavilerin yetersiz kalmasina
neden olmustur. Calismamizda bir in vitro insan miyelinizasyon modeli gelistirerek,
hasta ve saglikli birey hiicrelerinden iiretilen oligodendrositlerin fenotiplerinin
karsilagtirilmast ve hastaligin orjini ve seyri hakkinda detayli bilgiye ulasilmasi
amaglanmistir. Bu amacin ilk adimi olarak, MS hastalarina ve saglikli bireylere ait
indiiklenebilir pluripotent kok hiicrelerden tiiretilen oligogenik néral onciil hiicrelerin
morfolojik incelemelerinde MS hiicreleri, fenotipik farkliliklar olabilecegini
destekler bicimde kontrollere gore daha basik bulunmustur. Oligogenik néral onciil
hiicrelerin erken oligodendrosit olusuncaya kadar gecirdikleri farklilasma evreleri
Sox10 ile isaretlenerek incelendiginde MS ve kontrol hiicrelerinin ayni farklilagsma
potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Hiicrelerin ¢ogalma hizlar incelendiginde,
MS grubundaki hiicrelerin ¢ogalma potansiyellerinin kontrol grubuna gore biraz daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Apoptotik hiicre oraninin erken oligodendrosit evresine
dogru bir miktar azaldigi ve bu oranin MS grubunda kontrole gére biraz daha diisiik
oldugu gdzlenmistir. Tiim bu bulgular, kullandigimiz protokol ile yiiksek verimlilikte
erken oligodendrosit elde edebildigimizi ve her iki hiicre grubu arasinda diisiik

oranlarda fenotipik farkliliklar oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Indiiklenebilir pluripotent kok hiicre, Multiple skleroz,

Oligodendrosit farklilagsmasi, S0x10



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



3. GIRIS VE AMAC

Tiim diinyada 2,5 milyon kisiyi iilkemizde ise 30 000 ila 80 000 arasinda
kisiyi etkiledigi tahmin edilen Multiple Skleroz (MS), travmatik olmayan nérolojik
bozukluklarin en sik nedenidir (1, 2). MS’de g6zlenen miyelin kaybi sinir sisteminin
iletisim kurma yetenegini bozarak fiziksel, zihinsel ve psikiyatrik problemlere neden
olmakta, hastalar bu klinik islevsel bozukluklarla ve radyolojik olarak goriilen
anormalliklerle tan1 almaktadirlar (3). Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte
MS’de, Merkezi sinir sistemi (MSS) antijenlerine karsi gosterilen anormal bir immiin
yanit ve bunun sonucu olarak noronal hasar ve oligodendrositlerin  oliimii

gozlenmektedir (4).

Hayvan modellerinde yapilan calismalar ile oligodendrosit onciil hiicrelerin
(OOH) ve diger néral énciil hiicre popiilasyonlar1 gibi onarim kapasitesine sahip
hiicrelerin uzun siireli kronik bir inflamasyon tarafindan hedeflendigi ileri siirtilse de
miyelin kilifin onarllamamasinin altinda yatan mekanizmalar aydinlatilamamistir (5-
7). Hayvan modellerinin hastaligin patolojisini tam olarak yansitamamasi ve MS’le
ilgili hiicresel ve molekiiler fenotipleri tekrarlamada sinirli olmasinin yani sira insan
beyni gibi birincil dokulara canli bireylerde erisilememesi, MS patogenezinin
incelenmesinde transgenik fareler ve noronal hiicre hatlar1 aragtirmacilar i¢in degerli
bir kaynak haline gelmistir (8). 2007 yilinda insan somatik hiicrelerinin pluripotent
kok hiicre durumuna tekrar programlanabilmesinin (indiikklenmis pluripotent kok
hicre; IPKH) basarilmasi ile MS de dahil olmak iizere nérodejeneratif hastaliklarin
daha ¢ok etmenin kontrol edilebildigi in vitro bir ortamda ¢alisilmasi miimkiin hale

gelmistir (9, 10).

Glinlimiizde MS  hastalifinin ~ tedavisinde  otoimmiin  reaksiyonun
azaltilmasina ve engellenmesine odaklanilmis olsa da uygulanan tedaviler dengesiz
bagisiklik sistemini diizeltmede yetersiz kalmislardir (11). Ek olarak uygulanan
tedavilerle  demiyelinizasyona  ugramis  aksonlar  onarllamamakta,  Olen
oligodendrositler yerine konulamamaktadir. Bu yiizden son yillarda gelistirilmek

istenen  tedavi stratejileri ile  noérodejenerasyonun  yavaslatilmasi  veya



durdurulmasmin yani sira hasar géren miyelin kilifin onarilmasi amaglanmaktadir
(12).

MS hastalarindan IPKH teknolojisi ile tiiretilen hiicrelerde yapilacak olan
caligmalar hem hastalifin patogenezinin aydinlatilmasina katki saglayacak hem de
yeni terapétik ajanlarin bulunmasina olanak verecektir (13). Bugiine kadar yapilan
calismalarda degisik MS tiirlerindeki hastalardan toplamda bes IPKH hiicre hatti
tiretilmis olsa da MS’i agiklayic1 bir fenotip heniiz gézlemlenmemistir (2, 14).
Birgok hastada hastaligin baslarinda goriillen fakat daha sonra duran
remiyelinizasyonun nedeni bilinmemekle birlikte oligodendrosit Onciil hiicrelerin
(OOH) vyeterince hizli veya yeterli sayida ¢ogalamamalari ve/veya apoptoz ile
kaybedilmeleri sonucu tiikenmeleri oldugu distintilmiistiir. MS’1i bir hasta ve saglikli
yakimindan tiiretilmis IPKH’lerden farklilastirilan oligodendrosit soyuna ait
hiicrelerin fenotiplerinin incelenmesi ile MS’da goézlenen remiyelinizasyonun
duraksama asamasiin fenotipik farkliliklardan kaynaklanip kaynaklanmadigi

arastirilmastir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Multiple Skleroz

MS, ¢ogunlukla geng eriskinleri etkileyen, MSS’de miyelin ve akson kayb1
ile karakterize kronik enflamatuar bir hastaliktir (15). Hastaligin etiyolojisi tam
olarak anlasilamamis olsa da epidemiyolojik ¢alismalarda D vitamini eksikligi, viral
infeksiyonlar gibi ¢evresel faktorlerin ve kalitsal yatkinligin etkili oldugu
gosterilmistir (16, 17).

Semptomlarin siddeti ve ilerleyisi kisiden kisiye degisiklik gosterir (Sekil
4.1.1). Hastalarin yaklasik % 85'inde atak ve diizelme evreleri birbirini takip eder
(18). Baslangigta akut demiyelinizasyondan sonra remiyelinizasyon ve fonksiyonel
iyilesme gozlenir fakat pek cok durumda diizelme tamamen bagarilamaz ve akson

kaybui ile karakterize olan ikincil ilerleyici hastalik donemi baglar (19).

Patolojik bulgular1, inflamasyon, demiyelinizasyon, remiyelinizasyon ve
demiyelinize aksonlardan olusan multifokal lezyon alanlaridir (20). Insan ve fareler
tizerinde yapilan c¢alismalarda MS’te goriilen miyelin hasarmmin esas olarak T
hiicreleri tarafindan miyeline kars1 gosterilen reaksiyon oldugu ortaya g¢ikarilmistir
(21-23). Kan beyin bariyerinin gegirgenliginin artmasi sonucu MSS’ye gecen bu
hiicreler, ¢esitli miyelin ve non-miyelin antijenlerine karsi otoimmiin yanit iiretirler
(24). T hiicreleri, demiyelinizasyon bolgesinde bulunan mikroglia ve makrofajlari
aktive ederek demiyelinizasyonda ve oligodendrosit 6liimiinde rol oynayan timor
nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve serbest nitrik oksit radikalleri gibi proinflamatuvar
sitokinleri salarlar (25-27). Makrofajlar bu otoimmiin ataktan geriye kalan miyelin
artiklarim temizler ve akson boyunca sinyal iletiminin bozulmasina neden olan

miyelinsiz bolgeler olustururlar (28).



Multipl Skleroz’un
Baslica Semptomlari

Merkezi:
Yorgunluk ~ GOrme:
- Kognitif - Nistagmus
Bozukluklar - Optik Norit
-Depresyon -~ Diplopi

- Dengesiz Konusma:
Ruh Hali - Dizartri

Bogaz:
- Disfaji
Iskelet Kaslari:
- Gligstizliik
- Spasmlar
- Ataksi

Duyular:
-Agr

- Hipoestezi
- Parestezi

Bagirsak:
- Inkontinans
- Ishal ya da
kabizlik

Uriner:
- Inkontinans
- Sik idrara ¢cikma
ya da gecikme

Sekil 4.1.1: MS’de gézlenen baglica semptomlar (29)



4.1.1. Multiple Skleroz’da Demiyelinizasyon

Aksonun demiyelinizasyonu, MS hastalarinda inflamatuar demiyelinizasyonu
takiben gozlemlenen islevsel bozukluklarla yakindan iliskili olan aksonal iletimin
azalmasima neden olur (30, 31) (Sekil 4.1.1.1). Aksona yapisal, trofik ve metabolik
destegin kaybolmasinin yani sira bozulan aksoplazmik transport ve olusan oksidatif
stres noronun kaybina yol agmaktadir (32-34). Demiyelinizasyonun neden oldugu
aksonal dejenerasyon, aksonda mitokondriyal bozukluklar nedeniyle ATP iiretiminin
azalmasit ve sigramali iletimin bozulmasina bagli olarak artan metabolik
gereksinimlerin karsilanamamasiyla iliskili olabilir. Mitokondri tarafindan enerji
ithtiyacinin karsilanamamasi nedeniyle aksonal hasarin ilerlemesine neden olan nitrik

oksit ve reaktif oksijen radikallerinin salinimi gerceklesir (35).

Makrofaj Makrofaj

Makrofaj Makrofaj

T Hiicresi

Sekil 4.1.1.1: T hiicrelerinin neden oldugu inflamasyonla ortaya ¢ikan demiyelinizasyon

4.1.2. Merkezi Sinir Sisteminde Remiyelinizasyon

Demiyelinizasyona cevap olarak baslayan remiyelinizasyon birgok

basamaktan olugsmaktadir. Aksonlarin basarili bir sekilde miyelinlenmesi i¢in noral



onciil hiicreler ¢ogalmali, demiyelinizasyon bolgelerine go¢ etmeli ve miyelin kilifi

sentezleyebilen olgun oligodendrositlere farklilasmalidirlar.

4.1.2.1. Oligodendrosit Onciil Hiicre Farklilasmasi

Noral ve glial hiicrelerin kaynagi gelisimsel donemde ventrikiiler tabakada
oncil hiicrelere doniismiis olan noral kok hiicrelerdir. Bu hiicreler multipotent yani
MSS’nin ii¢ temel hiicresi olan noéron, oligodendrosit ve astrositleri olusturabilme
yeteneginde ve kendini yenileyebilme yani yeni kok hiicreler olusturabilme
Ozelliklerine sahiplerdir (36). Farklilasma siirecinde noral kok hiicrelerden bir adim
ileride olan dnciil hiicreler doniisecekleri hiicre soyuna 6zgii belirtegleri ifade etmeye
baslarlar. Erigkin MSS’inde miyelin rejenerasyonu i¢in yeni oligodendrosit iiretimi
gerektiginde, ¢cogalabilme ve demiyelinizasyon alanlarina gé¢ edebilme yeteneginde
olan OOH’ler farklilasarak olgun oligodendrositlere doniismektedirler (37, 38).
Eriskin OOH’ler MSS’indeki toplam hiicre populasyonunun %2-%9 kadarmi
olusturmaktadir (39). Subventrikiiler zon yetiskin beynindeki OOH’lerin kaynagidir.
Hayvan modellerinde yapilan demiyelinizasyon calismalarinda, corpus callosum da
meydana gelen demiyelinizasyon lezyonlarinin subventrikiiler zondan go¢ eden

eriskin OOH’ler tarafindan tekrar miyelinlendigi gosterilmistir (40).

Gelisimsel ve eriskin OOH’ler ayn1 farklilasma ve olgunlasma basamaklarimi
izlerler (41). OOH’ler; gangliosid GD3, hiicre yiizey antijeni A2B5, 04,
transkripsiyon faktorleri Olig-1, Olig-2, Nkx2.2, DIx 2 ve bir integral membran
proteoglikan olan NG2 gibi bir¢ok belirte¢ ile saptanabilir (42, 43). Embriyonik
donemin 15. giiniinde Olig-2 ve Nkx2.2 transkripsiyon faktdrlerini ifade edlen OOH
alt populasyonu gelismeye baslar (43, 44). OOH’ler, miyelini sentezleyebilen olgun
oligodendrositlerin olustugu doneme kadar 0Ozgiil antijenlerin ifade oldugu
olgunlasma asamalarindan gegerler. Gelisimin baslangic déneminde OOH’ler,
NG2+, trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF) reseptorii-o+ (PDGFRA), O4-
fenotip sergilerler. Bu hiicreler NG2 ve PDGFRA ifadesini kaybederek
olgunlagmamis premiyelinize oligodendrosit hiicrelerinin karakteristik belirteci olan

O4 ifade etmeye baglarlar (45, 46). Devam eden siiregte olgunlasmamis
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oligodendrositlerde O4 ifadesi azalir ve proteolipit protein (PLP), miyelin bazik
protein (MBP), siklik niikleotid 3- fosfohidrolaz (CNPase), glutatyon S- transferaz
(GSTp), galaktoserebrozidaz (GalC) gibi miyeline 6zgii proteinlerin ifadesi baslar
(45-49). Farklilasma miyeline 0zgii proteinleri ifade eden tamamen olgunlagmis

oligodendrositler olusuncaya kadar devam eder (Sekil 4.1.2.1.1)

Oligodendrosit Erken Olgun Miyelinize
Onciil Hiicreler Oligodendrosit Oligodendrosit Oligodendrosit

Olig1/2 Olig1/2 Olig1/2 Olig1/2
Sox10 Sox10 Sox10 Sox10
Nkx2.2 Nkx2.2 Plp/Dm20 Plp/Dm20
Pdgfra Pdgfra Cnp Cnp
Ng2 Ng2 04 04
A2b5 A2b5 APC APC
Dm20 Dm20 GalC GalC
Cnp Cnp Mbp Mbp
04 MOG

Sekil 4.1.2.1.1: OOH’lerden miyelinize oligodendrositler olusuncaya kadar gecen farklilasma

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

4.1.2.2. Miyelin Uretimi

Miyelin, MSS ve periferik sinir sisteminde (PSS) 6zellesmis glia hiicreleri olan
oligodendrosit ve Schwann hiicre plazma membranlarinin aksonu sarmasi ve
geniglemesi ile olusan bir yapidir (32). Omurgalilarda sinir sisteminin motor, duyu ve
bilissel fonksiyonlarin devamliligi i¢in gerekli olan miyelin kilif ndronlarin hizli ve
verimli sinyal iletmelerinin yani sira ndronlarin yagamlarini siirdiirebilmeleri i¢in de

gerekli bir yapidir.

MSS’de miyelinizasyon, oligodendrositlerin farklilagmalari, miyelinlenecek
aksonun se¢ilmesi ve miyelin membraninin aksonu sarmasi ile gergeklesen karmasik
bir siiregtir. Olgun oligodendrositlerin plazma membranlar1 aksonun gevresinde
bircok kez donerek miyelini {iretirler. Sonunda membranin genislemesi ve
sitoplazmanin ¢ekilmesiyle aksonun uzun bir boliimiinii kaplayan ¢ok tabakali

kompakt miyelini olustururlar (Sekil 4.1.2.2.1). Internod olarak adlandirilan bu yap1



elektron mikroskopisi ile incelendiginde sirasiyla elektron yogun bolgeler (MDL) ve
intraperiyod hatlar1 (IPL) olarak goériinmektedir (51). Miyelinli akson segmentleri
voltaj kapili sodyum ve potasyum kanallarini barindirarak aksiyon potansiyelini sinir
lifi boyunca iireten Ranvier bogumlar1 tarafindan ¢evrelenmistir (52). Akson
tizerinde ilerleyen impuls bir Ranvier bogumundan digerine si¢rayarak arada kalan

internodu asar.

Sekil 4.1.2.2.1: Miyelin kilif olusumunun sematik gdsterimi. Oligodendrositin miyelinleyecegi aksonu
secmesi, aksona capa atmasi, sarmasi ve oligodendrosit membraninin genisleyerek miyelin kilifi

olustururlar (53).

Ozel bir membran yapisina sahip olan miyelinin kuru agirligini, %70
oraninda lipidler, %30 oraninda ise proteinler olusturmaktadir (54). Miyelin
proteinlerinin bazilart 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; PO, periferal miyelin protein 22 (PMP-
22) ve MBP gibi proteinler kompakt miyelin yapisinda yer alirken, kompakt olmayan
yapida PLP, PMP-22, OSP ve connexin-32 (Cx-32) gibi proteinler yer almaktadir
(55). Lipidlerden, glikosfingolipit, galaktoseramid ve siilfatidce zengin olan
miyelinde fosfatidilkolin lipitleri daha az bulunur (56).

Saglhkli beyinde sessiz formda bekleyen yetiskin OOH’leri, MS’da miyelin
hasarini takiben transkripsiyonel farkliliklar tasiyan aktif forma gegmektedir (57).
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Demiyelinizasyon bolgesinde toplanan mikroglia ve astrositler tarafindan gonderilen
sinyaller OOH’lerin hasar bdlgesine gd¢ etmelerine ve gogalmalarina neden olur
(58). Cogalmay1 takiben OOH’ler farklilasir ve aksonu tekrar miyelinleyerek
fonksiyonel iyilesme saglar (59). MS’de remiyelinizasyonun bulgusu olan bu alanlar
‘shadow plaque’ olarak adlandirilir. Bu alanlardaki miyelin kilifin, normal

alanlardakiler ile kiyaslandiginda daha ince oldugu gozlemlenmistir (57).

4.1.3. Hayvanlarda Olusturulan Multiple Skleroz Modelleri

MS’de miyelinizasyonun tekrar olusmasini gbzlemlemede en sik kullanilan
hastalik modelleri: Otoimmiin, Vviral aracili otoimmiin, toksinlerin neden oldugu
demiyelinizasyon ve genetik modeller olmak iizere dort grupta toplanmistir.
Kullanilan bu yontemler MS’in farkli yonlerini ve remiyelinizasyonu incelemek i¢in

cesitli avantajlar saglar (57, 60).

Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE), otoimmiin inflamasyonu
modellemesi nedeniyle MS ¢aligmalarinda en yaygin kullanilan hayvan modelidir.
Miyelin peptidinin veya miyelin antijenine 6zgii T hiicrelerinin bir adjuvan ya da
bogmaca toksini ile birlikte enjekte edilmesi ile otoimmiin demiyelinizan hasar
ortaya c¢ikar. MS’de inflamasyonun neden oldugu lezyonlar ile EAE’de goriilen
lezyonlar oldukga benzerdir. Bu nedenle EAE, MS’de ortaya ¢ikan immiin yanita
kars1 gelistirilecek immiin modiilator terapilerin gelistirilmesi ve dogrulanmasi i¢in
en iyi modeldir (61). Her ne kadar EAE immiin terapilerin gelistirilmesi i¢in iyi bir
model olustursa da EAE’nin tedavisinde etkili oldugu goriilen bazi ilaclarin insan
MS hastalarinda hastaligi daha da kotiilestirdigi ortaya c¢ikarilmistir (61). EAE,
MS’de gozlenen remiyelinizasyonun incelenmesi i¢in tercih edilen bir model
degildir. Ciinkii gézlenen remiyelinizasyonun ilaglarin neden oldugu immiin cevabin
azalmasindan dolay1 mi1 yoksa MS’in olagan ilerleyisi sirasinda olusan
remiyelinazasyon mu oldugu anlasilamamaktadir. Son yillarda transgenik fare
hatlarinin iiretilmesi ile OOH’leri isaretlemek ve demiyelinizasyon sonrast OOH

davraniglarini incelemek miimkiin hale gelmistir (62).
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Immiiniizasyon prosediirii MS hastaligmin cesitli yonlerinin incelenebilmesi
icin farkli bir hastalik seyri elde etmek {izere modifiye edilebilir. Kronik ve ilerleyici
bir demiyelinizan hastalia neden olan Theiler’s miirin ensafalomiyelit viriis
(TMEV), MS baslangicinin patafizyolojisini EAE’den daha iyi modelleyen viral
aracili bir MS modelidir (57, 60). TMEV’in intraserebral injeksiyonu otoimmiin bir
cevap olusturur (63). Bu modeli kullanmanin avantaji, TMEV ile olusan
demiyelinizasyon sirasinda meydana gelen histolojik degisimlerin olusum evrelerinin
MS’deki ile benzerlik gostermesinden kaynaklanmaktadir (64). Bu modelde EAE’de
oldugu gibi inflamatuar hasarin devam etmesi nedeniyle demiyelinizasyon ve
remiyelinizasyonun es zamanli olarak meydana gelmesi ve bu nedenle hastaligin
seyri sirasinda meydana gelen remiyelinizasyonla miyelin onarim terapoétiklerinin

sagladigi iyilesmenin karigtirtlmasidir (57, 60).

MS’in  immiin olmayan yaklasimlarla da modellenmesi miimkiindiir.
Hayvanlarin bir bakir selatérii olan kuprizon iceren yemlerle beslenmesi
oligodendrosit hasarina yol agarak 6zellikle korpus kallozumda demiyelinizasyon ile
sonuglanir (65, 66). Bu modelde MS’de oldugu gibi tekrarlayan demiyelinizasyon ve
remiyelinizasyon evreleri gozlenir bu ylizden remiyelinizasyonu artirabilecek
terapotik ajanlarin belirlenmesi agisindan dnemlidir. Tekrarlanabilirliginin zor olmasi
ve remiyelinizasyonun hizli meydana gelmesi nedeniyle 6ncii remiyelinize terapilerin

gelistirilmesini gii¢ kilmas1 bu modelin dezavantajlar arasinda sayilabilmektedir (67,
68).

4.2. indiiklenebilir Pluripotent Kok Hiicreler

Basitce diisiiniildiigiinde kok hiicreler viicudumuzda biitiin doku ve organlari
olusturabilen temel hiicrelerdir. Sinirsiz boliinebilme ve kendini yenileyebilme
Ozelligine sahip olan bu hiicreler aldiklar1 sinyallere gore olusturacaklar1 hiicre
soyuna farklilagirlar (69, 70). Kok hiicreler farklilasma yetilerine gore; totipotent,
pluripotent, multipotent ve unipotent olmak flizere dort gruba ayrilmaktadirlar.
Totipotent hiicreler tek basina bir organizmay1 olusturabilme potansiyeline sahip iken

pluripotent hiicreler viicuttaki tiim hiicrelere doniisseler de ekstra-embriyonik
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yapilara doniisemediklerinden bir organizmayi olusturamazlar. Multipotent hiicreler
sadece bulunduklart doku ve organdaki hiicre tiplerine doniisebilme
yetenegindedirler. Unipotent hiicreler ise tek bir hiicre tipini olusturan kok
hiicrelerdir (71, 72). Elde edildikleri kaynaga gore ise; embriyonik kok hiicreler,
embriyonik olmayan kok hiicreler (eriskin kok hiicreler), fetal kok hiicreler ve gobek

kordonundan elde edilen kok hiicreler olarak siniflandirirlar (73).

Blastosist evresinin i¢ hiicre kitlesindeki hiicrelerden meydana gelen
embriyonik kok hiicreler; kendilerini yenileme durumlart sinirsiz olan ve insan
viicudundaki tim hiicre tiplerine farklilagabilen pluripotent kok hiicrelerdir (74).
Insan embriyonik kok hiicre kullanimindaki etik sorunlar arastirmacilari embriyonik
kok hiicre dzelligine sahip hiicreler iiretmeye itmistir. IPKH’ler; embriyonik kok
hiicrelerde pluripotens 6zelligin siirdiiriilmesini saglayan Oct3/4, Sox2, Klf4 ve c-
Myc transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun eriskin somatik hiicrelerine tekrar
kazandirilmasiyla elde edilmektedirler (9). IPKH’ler Yamanaka ve ark. tarafindan ilk
olarak 2006 yilinda fare hiicrelerinden, 2007 yilinda ise insan hiicrelerinden
tretilmistir. Bu hiicreler, embriyonik kok hiicrelerin sahip oldugu belli basli kok
hiicre proteinlerini ve genlerini eksprese etmelerinin yani sira, embriyonik cisimeik

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

Somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi ve IPKH teknolojisindeki
ilerlemeler, hastaya 0zgili ve hastalikla ilgili arastirilmak istenen hedef hiicrelerin

tiretilmesine olanak saglamistir.

4.2.1. Norolojik Hastaliklarin iPKH ’lerle Modellenmesi

Islevsel hiicre iiretebilme yeteneginde olan IPKH’ler, kesiflerinden bu yana
farkli noéronal hiicre tipleri iiretmek icin basariyla kullanilmaktadir. Ozellikle
Parkinson, Alzheimer gibi erken donem teshisi zor olan ve Oliimle sonuglanan
norolojik hastaliklar goz oOniinde bulunduruldugunda hasta odakli c¢alismalarin
yapilmasi oldukca giictiir. Hastalar iizerinde c¢alismanin zorlugu bu hastaliklarin

molekiiler diizeyde caligilabilmesi igin ¢esitli kimyasallar veya hayvan modelleri
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kullanilmasimi gerekli kilmistir (76-78). Bir¢ok molekiiler siireci aydinlatmis olan bu
yontemlerin, hastaliklarin insanda goriilen patolojik durumunu birebir yansitmiyor
olmas1 da bu modellerin en temel sorunu olarak goriilmektedir. Somatik hiicrelerin,
embriyonik kok hiicre benzeri dzellik gdsteren IPKH’lere programlanirken genetik
yapilarinin korunuyor olmasi bu yaklagimim in vitro ortamda birgok hastaligin

modellenmesine olanak saglamistir (79).

IPKH’lerin hastalik modeli olusturmada kullaniminin ilk &rneklerinden bir
tanesi, IKBKAP8 genindeki nokta mutasyonundan kaynakli, nadir goriilen bir
hastalik olan ailesel disotonominin modellenmesidir (80). Ailesel hastaliklarin
modellenmesi  genetik  siirecleri aydinlatmakta, tipik mutasyonlar1 ortaya
¢ikarmaktadir ve 6zellikle genetik mutasyon kaynakli hastaliklarin hayvan modelleri
insan patolojisine daha yakin olmakla birlikte sporadik durumlarin tam bir karsilig
olmakta yetersiz kalmaktadir (13). Mutasyon tamimli iPKH'lerle modellenen
norogelisimsel bozukluklarda gozlenen fenotipik Ozellikler yeni tedavileri test
etmede kullamlmistir. Ornegin Timothy sendromlu hastalardan tiiretilen IPKH’ler,
kortikal noronal oOnciil hiicrelere farklilagtirildiginda, noronlarda CACNALC
genindeki mutasyonun neden oldugu kalsiyum sinyal mekanizmasinin bozulmasi ile
artan epinefrin ve dopamin {iiretimi gdzlenmistir. Bu fenotipler, bir siklin bagiml
kinaz inhibitérii olan roscovitin ve atipik bir L-tipi kanal blokori ile tedavi
edildiklerinde tersine ¢evrilmistir (81). Yine birgcok ¢alismada Alzheimer hastaliginin
[PKH tabanli modellemesinde presenilin genindeki ailesel mutasyon gdsterilmistir

(82).

Norodejeneratif hastaliklarda, hasta fibroblast hiicreleri kullanilarak tiiretilen
IPKH’ler; noéron ve glia gibi hedef hiicre tiplerine farklilastirilarak, hiicre fenotipi,
ndronlar aras1 baglantilar ve noronlar ile oligodendrosit ve/veya astrositler arasindaki
karsilikli iletisim incelenerek hastaligin otonom ve otonom-olmayan ozellikleri
calistimaktadir (83). Hastaliga 6zgii bir fenotip tanimlanmasi yeni ilag ve terapi

metotlar1 gelistirilmesinin 6niinti agmaktadir (Sekil 4.2.1.1).
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Sekil 4.2.1.1: IPKH’ler kullanilarak nérodejeneratif hastaliklarin modellenmesinin sematik gdsterimi

(84).

4.2.2. MS’in iPKH’lerle Modellenmesi

MS hastalarindan tiiretilen IPKH’lerle yapilan calismalarda néronlar,
astrositler ve oligodendrositler basarili bir sekilde iretilebilmistir (2, 85). MS-
[PKH’lerden iiretilen néronlar ile embriyonik kok hiicrelerden iiretilen néronlara
gore elektrofizyolojik ozelliklerinde bazi1 farkliliklar gosterseler de dinlenme
membran potansiyelleri, tetrodotoksin duyarli aksiyon potansiyelleri ve voltaj kapilt
sodyum akimlari ile fonksiyonel néronlarin &zelliklerini sergilemislerdir. Birincil
ilerleyici MS tiiriindeki dort hastadan IPKH’ler iiretilmis ve bunlardan farklilastirilan
oligodendrositler, MSS’inde miyelinizasyon bozuklugu bulunan genetik mutasyonlu
hayvanlara verildiginde tekrar miyelinizasyonu sagladigi gozlenmistir (86). Benzer
sekilde bu IPKH’lerden iiretilen olgun oligodendrositlerin EAE’li farelerde saglikli
bireylerin IPKH’lerinden tiiretilen oligodendrositler kadar kompakt miyelin
olusturabildigi gdzlenmistir (14, 85). Bu calismalar IPKH kullanarak MS’in

modellenebilmesinin imkanli oldugunu gostermektedir. Erigkin oligodendrosit elde
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etmenin ¢ok uzun zaman almasi ve de miyelinizasyonun gozlenmesi i¢in gereken
stirenin uzunlugu yaninda hiicrelerin fareye enjeksiyonun gerekli olmasi geg
fenotiplerin in vitro arastirllmasini kisitlamaktadir. Oligodendrosit farklilasmasinin
erken safthalarinda MS ve saglikli bireyler arasinda olabilecek farkliliklarin in vitro
ortamda incelenmesi ilk asamada daha hizli olacag: gibi gelisimsel farklar1 agiklama

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 Vasati

Sciencell, 1801

Epidermal biiylime faktorii (EGF)

R&D Systems, 233-FB-025

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF)

R&D Systems, 236-EG-200

Trombosit kdkenli biiyiime faktorii-o (PDGF-a)

Biovision, 4482-10

Rock Inhibitor Enzo, ALX-270-333-M025
Laminin Sigma, L2020
Poly-L-Ornithine Sigma, P3655

Siliar norotrofik faktor (CNTF)

Biovision, 4017-20

Norotrofin-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

Si1gir Serum Albumin (BSA) Sigma-A9418

Sox-10 tavsan antikoru

Millipore, AB5727
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Ki67 insan antikoru Millipore, MAB4190

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

488 Keci anti tavsan antikoru AAT Bioquest, 16800
555 Kegi anti fare antikoru AAT Bioquest, 16460
DAPI Sigma — D9542

5.2. Hiicre Hatlarinin Temini

Oligodendrosit farklilagmasi i¢in kullanilan hiicre hatlar1 Salk Enstitii Prof.
Gage calisma grubundan temin edilmistir. Bu grup; on bir MS hastasi, dort tane
birinci derece yakinlar1 ve sekiz tane yaslari ve cinsiyetleri eslesmis kontrolden
alinan fibroblastlar1 yeniden programlamistir. Karyotip analizleri, ifade profili
analizleri ve embriyoid viicut araciligiyla ii¢ germ tabakasi olusturmalarina bakarak
[PKH’lerin kalite kontrolleri yapilmis ve her birey igin iki ya da ii¢ tane IPKH hatti
secilmistir. Secilen IPKH hatlarinin biiyiime faktorleri ile desteklenen kiiltiir
vasatinda biiylitiilerek embriyoid viicut olusturmalar1 saglanmis ve bu yapilarin
enzimatik olarak pargalanmasi ile oligogenik néral énciil hiicreler (O-NOH) elde
edilmistir. Elde edilen oligogenik hiicreler ¢ogaltilip -80 °C’de muhafaza edilmis,
gerektiginde diger arastirmacilarla paylagilmistir (B. E. Kerman ve F. H. Gage
yaymlanmamus veri). Analizler, bu IPKH hatlar1 arasindan bir MS ve cinsiyet ve

yasca eslesen saglikli bir kontrol (PAL9) hatt1 temin edilerek gerceklestirilmistir.

5.3. Kiiltiir Oncesi Hazirhiklar

Hiicrelerin biyiitiilecegi 25 cm?’lik flasklara %0.1°lik poly-l-ornitin igeren 2
ml, steril ddH2>O eklenip gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 2 kez
steril ddH20 ile yikanan flasklara %1°lik laminin igeren 2 ml, 1X steril PBS eklenip
kaplanmasi i¢in gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Flasklar daha sonra
kullanilmak {izere -20 °C’de muhafaza edildi. Hiicrelerin ekim asamasina

gelindiginde 37 °C’lik etiivde 1sitilan flasklarin i¢indeki laminin ¢ekip atilarak ekim
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islemi i¢in hazir hale getirildi. Hiicrelerin biiyiitiilme ve farklilastirma asamalarinda

kullanilan vasatlar taze olarak hazirlanda.

5.4. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Farkhilastirilmasi

5.4.1. O-NOH’lerin Biiyiitiilmesi

Saglikli ve MS’li bireylere ait onceden dondurulmus O-NOH’ler
¢ozdiiriilerek; 20 ng/ml EGF, 20 ng/ml FGF, 10 ng/ml PDGF-a, 10 uM Rock
inhibitori ve %1 laminin igeren Astrosit vasati i¢inde 25 cm?’lik flasklara ekildi.
Ertesi giin hiicrelerin vasatlar1 20 ng/ml EGF, 20 ng/ml FGF, 10 ng/ml PDGF-a
iceren Astrosit vasati ile degistirildi. Flasklardaki hiicreler %60-70 oraninda hiicre
doluluguna erisiline kadar yaklasik 15 giin boyunca biyiitildi (Sekil 5.4.1.1).
Hiicreler biiyiitiiliirken morfolojilerini incelemek amaciyla 151k mikroskobu altinda

goriintiileri ¢ekildi.

DO D1 D15

O-NOH: lerin Biiyutilmesi

Astrosit Vasati+
EGF+ FGF+ PDGF-
AA+ Rock Inhibitorii+
Lamihin

Astrosit Vasati+ EGF+ FGF+ PDGF-AA

O-NOH’lerin Vasat Degisimi O-NOH’ lerin yeterli hiicre
Cozdurulmesi doluluguna ulagmasi

Sekil 5.4.1.1: O-NOH’lerin biiyiitiilmesinin zaman ¢izelgesi ile gosterilmesi

5.4.2. O-NOH’lerin OOH’lere Farkhlastirilmasi

Flasklarda 9%60-70 hiicre doluluguna erisiline kadar 15 giin boyunca
bityiitiilen O-NOH’lerin vasatlar1 10 ng/ml PDGF-a ve 40 ng/ml T3 iceren Astrosit

vasat1 ile degistirilerek OOH’lere farklilastirilmalarina baslandi. Hiicrelerin vasatlari
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sekiz giin boyunca bu vasatla giin asir1 degistirildi. Coziilmelerinden itibaren 22.

giinde hiicreler Triple enzimi ile flasklardan kaldirildi ve enzimin uzaklastirilmasi

icin DMEM ile yikandi. Supernatant atildiktan sonra 1 ml Astrosit vasati ile siispanse

edilen hiicreler sayildi. Hasta ve saglikli grubuna ait esit sayidaki hiicre dnceden

poly-l-ornitin ve lamininle kaplanmig dort adet sekiz kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi

(Sekil 5.4.2.1). MS ve kontrol hiicrelerinin olabildigince ayni ortamda olmalarinin

saglanabilmesi amaciyla her kiiltiir kabinin dort kuyucuguna kontrol hiicreleri, dort

kuyucuguna ise MS hiicreleri ekildi. Hiicrelerin vasatlar1 10 ng/ml PDGF-a ve 40

ng/ml T3 igeren Astrosit vasati ile sekiz giin boyunca giin asir1 degistirilmeye devam

edildi. 29. giinde, sekiz kuyucuklu kiiltiir kaplarinin bir kismi fikslenirken bir

kisminin farklilagtirilmasina devam edildi (Sekil 5.4.2.2).

PAL9 || PAL9 MS MS

PAL9 = PAL9 MS MS

Sekil 5.4.2.1: Sekiz kuyucuklu kiiltiir kaplarina hiicrelerin ekimi

D15 D22 D29

OOH'lerin Uretilmesi

]
L. Brovse et e >

Astrosit Vasati+ PDGF-AA + T3

I N

Farklilagtirma
Baglangici

N
Sekiz Kuyucuklu
Kaplara Aktarim

OOH’ lerin Fikse Edilmesi

Sekil 5.4.2.2: O-NOH’lerin OOH’lere farklilasmasinin zaman ¢izelgesi ile gosterilmesi
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5.4.3. OOH’lerin Erken Oligodendrositlere Farklilastiriimasi

O-NOH’lerin 15 giin boyunca OOH’lere farklilastirilmasindan sonra
hiicrelerin vasatlar1 10 ng/ml CNTF, 5 ng/ml NT3 ve 40 ng/ml T3 igeren astrosit
vasati ile degistirildi. Bu vasatla iki giin boyunca beslenen hiicreler daha sonra %2
B27, %1 N2, %2 FBS, 10 ng/ml CNTF, 5 ng/ml NT3, 40 ng/ml T3’ye ek olarak yari
yartya karigtirllmis DMEM-F12 ve Astrosit vasatlart ile beslenmeye baslandi.
Hiicrelerin vasatlar1 18 giin boyunca giin asir1 degistirildi ve 43. glinde hiicreler %4
PFA ile fikslendi (Sekil 5.4.3.1).

D29 D31 D43

Erken Oligodendrositlerin Uretilmesi

[ oo Pl S >
Astrosit Vasati+ Astrosit Vasati+ DMEM F12+ FBS+ N2+ B27+ CNTF+
CNTF+NT3+ T3 NT3+ T3
Farklilagtirma Vasat Degisimi OOH ' lerin Fikse Edilmesi
Baslangici

Sekil 5.4.3.1: OOH’lerin iiretilmesinin zaman cizelgesi ile gdsterilmesi

5.5. Immunositokimyasal Boyama Protokolii

Sekiz kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelerin igerisinde bulundugu
yasam vasatlar1 ¢ekilerek 2 kez 1 ml 1x PBS ile yikandi ve her bir kuyucuga 300 ul
%~4 lik PFA eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika boyunca fikse edildikten sonra PFA
cekilip atildi ve 500 pl 1x PBS ile 2 kez yikandi. Bloklama igin; %3 BSA, %0,1
Triton X, %0,1 sodyum azid ve %1 keg¢i serumu igeren PBS eklenip oda sicakliginda
bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler 500 pl 1x PBS ile 2 kez
yikandi. Ardindan hiicrelere %3 BSA, %1 keci serum, % 0,1 sodyum azid ve % 0,1
Tween 20 igeren sulandirma soliisyonu i¢inde birincil antikorlar (tavsan anti-Sox10:
1/200, fare anti-Ki67: 1/100) eklendi ve +4 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Gece
boyu inkiibasyonun ardindan hiicreler % 0,1 Tween 20 iceren 1X PBS ile 3 kez 5’er
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dakika boyunca yikandi ve yine aynmi sulandirma soliisyonu iginde ikincil antikorlar
(kegi anti-tavsan Alexa Fluor 488 nm, keci anti-fare Alexa Fluor 555 nm) eklenip
oda sicakliginda 3 saat inkube edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler % 0,1 Tween
20 igeren 1X PBS ile 4 kez 5’er dakika boyunca yikandi ve hiicrelerin {izerine 1
ug/ml DAPI eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 5 dakika sonunda hiicreler
2 kez 5 dakika 1X PBS ile yikandi. Kapama soliisyonu ile kapatilan hiicrelerin
kurumalar beklendi ve goriintiilenene kadar bekletilmesi i¢in +4 °C’ye alind1 (Sekil

55.1).

@ - ‘
55 ) '
S ) ') ') \
XC 02 3 :‘97 ,’f‘,—_— —
Hiicrelerin ekimi Boyama Yikama Kuyucuklarin Kapatma Saklama

ve inkiibasyonu kaldirilmas1

Sekil 5.5.1: Sekiz kuyucuklu kiiltiir kaplarinda immunositokimyasal boyamanin sematik gosterimi

5.6. TUNEL Boyamasi

TUNEL boyamas: icin hiicreler immunositokimyasal boyama protokoliinde
anlatildig gibi %4 PFA ile fikse edilip 1X PBS ile 2 kez yikandi. Ardindan hiicreler
%70’lik etanol iginde -20 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler 6nce 1X PBS sonra yikama tamponu ile 5’er dakika boyunca 2 kez
yikandi. DNA kiriklarini isaretlemek igin hiicrelerin tizerine TdT enzimi, Br-dUTP,
ve TdT reaksiyon tamponu iceren ddH20O eklenip 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler 1X PBS ile 2 kez 5’er dakika boyunca
yikandi. Ardindan hiicrelerin {izerine sulandirma soliisyonu ig¢inde birincil antikor
(anti-BrdU-FITC: 1/20) eklendi ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler 1X PBS ile 4 kez 2’ser dakika boyunca yikand.
Yikama sonunda hiicrelere 1 pg/ml DAPI eklenip 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi, 5 dakika sonunda hiicreler 3 kez 2 dakika 1x PBS ile yikandi. Kapama
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sollisyonu ile kapatilan hiicrelerin kurumalar1 beklendi ve goriintiilenene kadar

bekletilmesi igin +4 °C’ye alind1.

5.7. Goriintiilerin Analizi ve Istatistiksel Degerlendirme

Immunositokimyasal antikorlar ile isaretlenmis hiicreler lazer taramali
konfokal mikroskobu (LSM 780, Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) 20X biiyiitmeli
objektif kullanarak goriintiilendi. Her bagimsiz deney (d) kontrol ve MS hiicrelerinin
bulundugu 4’er kuyucuk igerdigi i¢in her kuyucuk bir 6rneklem (n) olarak belirlendi.
Her kuyucuktan rastlantisal olarak secilen 12 tane bdlgenin goriintiisii alinarak hem
kontrol hem de MS gruplarinda her d i¢in toplamda 96 goriintii elde edildi. Alinan
goriintiller baska bir arastirmact tarafindan kontrol veya MS olduklan
anlagilamayacak sekilde etiketlendi. 3 boyutlu goriintiilerde maksimum intensite
projeksiyonu yapilarak 6zgiin antikorlarla isaretlenen hiicrelerin saymmi Fiji (87)

kullanilarak yapilda.
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6. BULGULAR

6.1. Hiicrelerin Morfolojik Analizi

O-NOH’ler biiyiitiiliirken 151k mikroskobu altinda kontrol hiicrelerinin sekil
olarak MS hiicrelerinden daha uzun olduklar1 gézlemlendi. Bu g6zlemi kantite etmek
amaciyla 6rnekler MS veya kontrol olduklar1 anlagilmayacak sekilde etiketlenip 151k

mikroskobu altinda resimleri ¢ekildi. Sonrasinda her iki grup i¢in de 50 hiicrenin

boyu ve eni Image] tizerinde Sl¢iildii.

Boy:En orani

Kontrol MS

Resim 6.1.1: Kontrol ve MS O-NOH’lerinin sekillerinin karsilastirilmasi. Birbirine dik kahverengi

cizgiler kontrol ve MS hiicrelerinin dl¢iilen boylarini ve enlerini gostermektedir.

MS hiicrelerinin kontrollere gére daha basik oldugu gozlenmis, boy:en orani
MS=2,77 ve Kontrol=4,81 olarak ol¢iilmiistiir. Aradaki fark Mann Whitney U-testi
ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,00001).

6.2. Hiicrelerin Farklilasma Veriminin Analizi

MS ve kontrol hiicrelerinin ilk olarak farklilasma potansiyelleri
karsilastirilmistir. N-OOH’lerin farklilastirilmaya baslanmasindan iki hafta sonra
yani kiltliriin 29. giiniinde hiicreler fikslenip, oligodendrosit farklilasma siirecinin

neredeyse tamaminda ifade edilen Sox10 (Sekil 4.1.2.1.1) ile isaretlenerek bu antijeni
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ifade eden OOH’ler tammland: (Resim 6.2.1) . OOH’leri Kantite etmek amaciyla
orneklerin konfokal mikroskop ile Sox10 ve DAPI kanallarinda resimleri ¢ekilip MS
veya kontrol olduklar1 anlasilmayacak sekilde etiketlendi. Do6rt ayri kuyucukta
bulunan OOH’ler (Sox10+ ve DAPI+) ve tiim hiicreler (DAPI+) sayildi. OOH
farklilasma potansiyeli, Sox10+ pozitif hiicre yiizdesi - 100 x (Sox10+ ve DAPI+) /
DAPI+ - olarak her deney i¢in hesaplandi.

A SOX10 DAPI SOX10/DAPI

KONTROL

20 uym

w

MS

ou 0 um

Resim 6.2.1: Kontrol (A) ve MS (B) OOH farklilasmasinin (D29) 6rnek goriintiisii. Beyaz oklar yesil
renkteki Sox10 ile igaretlenen hiicrelerin bazilarini gostermektedir. Her bir resmin sol alt kosesindeki
eklentilerde o resimde bulunan Sox10 ve DAPI ile isaretlenmis bir hiicrenin daha yiiksek biiyiitmeli

goriintiisii verilmistir. Ana paneller bar: 40 um, Eklenti bar: 20 pm
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SOX10/DAPI

150+

1004

% Hiicre

504

OOH Farklilagmasi

Sekil 6.2.1: Kontrol ve MS o6rneklerinin OOH farklilasmasinda (D29) Sox10 ile boyanan hiicre

oraninin tiim hiicreler ile kiyaslanmasi.

Yapilan analizlerde kontrol ve MS gruplarinda Sox10 ile isaretlenen OOH’ler
karsilagtirilmistir [ 6rnek sayisi (n) = 12; bagimsiz deney sayist (d) = 3]. Kontrol
[sayilan toplam hiicre sayist (h) = 7533] ve MS (h=11715) hiicre gruplar1 arasinda
Sox10+ hiicre iiretme potansiyeli sirasiyla %99,08 ve %97,90 olarak gozlenmis ve
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p= 0,2137)
(Sekil 6.2.1).

OOH’ler D43’e kadar olgunlastirilarak erken oligodendrositler elde edildi.
Erken oligodendrosit hiicrelerinde de ifade edilen Sox10 bu hiicrelerin
tanimlanmasinda kullanildi. Sox 10+ pozitif hiicre yiizdesi yukarida agiklanan yontem

ile hesaplandi.
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SOX10 DAPI SOX10/DAPI

A
-
o
o
=
Z
O
X

20 ym 20 ym

B
n
=

Resim 6.2.2: Kontrol (A) ve MS (B) erken oligodendrosit farklilagsmasinin (D43) 6rnek goriintiisil.
Beyaz oklar yesil renkteki Sox10 ile isaretlenen hiicrelerin bazilarimi gostermektedir. Her bir resmin
sol alt kosesindeki eklentilerde o resimde bulunan Sox10 ve DAPI ile isaretlenmis bir hiicrenin daha

yiiksek biiylitmeli goriintiisii verilmistir. Ana paneller bar: 40 pm, Eklenti bar: 20 um

SOX10/DAPI

100+

80+

60+

404

% Hiicre

20+

N
&
&
+

Erken Oligodendrosit Farkhlasmasi

Sekil 6.2.2: Erken oligodendrosit farklilasmasindan (D43) sonra kontrol ve MS hastalarinda Sox10 ile

boyanan hiicre oraninin tiim hiicreler ile kiyaslanmasi.
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Erken oligodendrosit iiretiminin ardindan kontrol ve MS gruplar1 arasindaki
hiicre farklilagma verimi yine Sox10 ile isaretlenerek incelenmistir (n=8; d=2)
(Resim 6.2.2). Kontrol (h=4050) ve MS (h=5784) hiicre gruplar1 arasinda Sox 10
hiicre iiretme potansiyeli sirasiyla %84,12 ve %84,80 olarak gozlenmistir. Bu
donemde Sox 10+ hiicre sayisinda OOH farklilasmasina (D29) gore biraz azalma
gozlenmis olsa da kontrol ve MS gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlaml
bulunmamustir (p=0,9197) (Sekil 6.2.2).

6.3. Hiicrelerin Cogalma Potansiyellerinin Analizi

MS ve kontrol hiicrelerinin ¢ogalma hizlarinin belirlenmesiyle amaciyla O-
NOH’lerin farklilastirilmaya baslanmasindan iki hafta sonra (D29) hiicreler, Ki67 ile
isaretlenmistir (Resim 6.3.1.). Hiicrelerin ¢ekirdeklerinde goriillmesi beklenen
sinyalleri kantite etmek amaciyla 6rneklerin konfokal mikroskop ile Ki67 ve DAPI
kanallarinda resimleri g¢ekilip MS veya kontrol olduklari anlasilmayacak sekilde
etiketlendi. Her iki hiicre grubu i¢in dort ayri kuyucukta bulunan, ¢ogalan hiicreler
(Ki67+ ve DAPI+) ve tim hiicreler (DAPI+) sayildi. Hiicrelerin boliinme oranlari
Ki67+ pozitif hiicre yiizdesi - 100 x (Ki67+ ve DAPI+) / DAPI+ - olarak hesaplandi.
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KI67 DAPI KI67/DAPI

KONTROL >

W

MS

Resim 6.3.1: Kontrol (A) ve MS (B) érneklerinde OOH farklilasma dénemi sirasinda (D29) ¢ogalan
hiicrelerin  6rnek gorlintiisi. Beyaz oklar kirmuzi renkteki Ki67 ile isaretlenen hiicreleri
gostermektedir. Her bir resmin sol alt kosesindeki eklentilerde o resimde bulunan Ki67 ve DAPI ile
isaretlenmis bir hiicrenin daha yiiksek biiylitmeli goériintiisii verilmistir. Ana paneller bar: 40 um,
Eklenti bar: 20 um

KI67/DAPI

OOH Farklilagsmasi

Sekil 6.3.1: Kontrol ve MS 6rneklerinde OOH farklilasma dénemi sirasinda (D29) hiicrelerin cogalma

oranlarimin kiyaslanmasi.
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OOH farklilasma doneminde hiicrelerin ¢ogalma hizlarinin belirlenmesi
amactyla hasta ve MS grubundaki hiicreler Ki67 ile igsaretlenmis ve analiz edilmistir
(n=12; d=3). MS (h=14131) hiicre grubunda g¢ogalan hiicre oram1 %10,62 olarak
bulunmus ve kontrol (h=8773) hiicre grubundaki %8,84 oran ile kiyaslandiginda bir
miktar artis gozlense de bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir

(p=0,3338) (Sekil 6.3.1).

OOH’ler erken oligodendrositlere farklilasirken Kkiiltiiriin 43. giiniinde
hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 29. giindekine benzer sekilde Ki67 ile isaretlenerek
belirlendi ve konfokal mikroskop ile Ki67 ve DAPI kanallarinda resimleri gekilerek
kantite edildi (Resim 6.3.2) . Hiicreler yukarida agiklanan yontem ile sayildi.

KI67 DAPI KI67/DAPI

>

KONTROL

MS

W

Resim 6.3.2: Kontrol ve MS 6rneklerinde erken oligodendrosit farklilagsma donemi sirasinda (D43)
¢ogalan hiicrelerin temsili goriintiisii. Beyaz oklar kirmizi renkteki Ki67 ile isaretlenen hiicreleri
gostermektedir. Her bir resmin sol alt kosesindeki eklentilerde o resimde bulunan Ki67 ve DAPI ile
isaretlenmis bir hiicrenin daha yliksek biiytlitmeli goriintiisii verilmistir. Ana paneller bar: 40 um,
Eklenti bar: 20 um
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KI67/DAPI

5 *k

Erken Oligodendrosit Farklilagmasi

Sekil 6.3.2: Kontrol ve MS 6rneklerinde erken oligodendrosit farklilasma dénemi sirasinda (D43)
hiicrelerin ¢ogalma oranlarinin kryaslanmasi. Anlamlilik degeri kontrol grubuna kiyasla verilmistir

(**: p<0.05).

Kontrol ve MS gruplarinda erken oligodendrosit farklilagma donemi sirasinda
(D43) hiicrelerin ¢ogalma oranlart kiyaslanmis (n=8; d=2) ve bu oran kontrol
grubunda (h=7030) %2,09, MS grubunda (h=10824) %3,81 olarak bulunmustur
(Sekil 6.3.2). Her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
goriilmiistiir (p=0,0089).

6.4. Hiicrelerin Apoptoza Duyarhliklarinin Analizi

MS ve kontrol hiicrelerinin apoptoza girip girmediklerini belirlemek amaciyla
O-NOH’lerin farklilastirilmaya baslanmasindan iki hafta sonra (D29) TUNEL
boyamasi yapilmistir. Hiicreler Sox10 ve Ki67 boyamalarina benzer sekilde FITC ve
DAPI kanallarinda konfokal mikroskobu ile goriintiilenip MS veya kontrol olduklari
anlasilmayacak sekilde etiketlendi (Resim 6.4.1). Her iki hiicre grubu i¢in dort ayr1
kuyucukta bulunan apoptotik hiicreler (TUNEL+ ve DAPI+) ve tiim hiicreler
(DAPI+) sayildi.
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TUNEL DAPI TUNEL/DAPI

>

KONTROL

=
20 4 20

Resim 6.4.1: Kontrol (A) ve MS (B) 6rneklerinde OOH farklilasma dénemi sirasinda (D29) apoptotik
hiicrelerin temsili goriintiisii. Beyaz oklar TUNEL+ hiicreleri gostermektedir. Her bir resmin sol alt
kosesindeki eklentilerde o resimde bulunan TUNEL ve DAPI ile isaretlenmis bir hiicrenin daha

yiiksek biiylitmeli goriintiisii verilmistir. Ana paneller bar: 40 pm, Eklenti bar: 20 um

Tunel/DAPI

% Hiicre

\‘fo

OOH Farklilagmasi

Sekil 6.4.1: Kontrol ve MS érneklerinde OOH farklilasma dénemi sirasinda (D29) apoptoza ugrayan

hiicre oraninin kiyaslanmasi.
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Kontrol ve MS gruplarinda TUNEL+ apoptotik hiicre orani kiyaslanmistir
(n=12; d=3) (Sekil 6.4.1). Kontrol grubunda (h=7794) %1,91 goriilen apoptotik
hiicre oran1 MS grubunda (h=13990) %1,23 oranina diiserek azalma gostermis fakat

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p= 0,3472).

Devam eden kiiltiirin 43. gilinlinde erken oligodendrosit farklilasma
doneminde apoptoza ugrama oranlar1 yukarida agiklanan TUNEL yontemi ile
belirlendi (Resim 6.4.2). Her iki hiicre grubu igin dort ayri kuyucukta bulunan
apoptotik hiicreler (TUNEL+ ve DAPI+) ve tiim hiicreler (DAPI+) sayildi.

TUNEL DAPI TUNEL/DAPI

>

KONTROL

H
B
o |
20

MS

=
20

Resim 6.4.2: Kontrol ve MS 6rneklerinde erken oligodendrosit farklilasma donemi sirasinda (D43)

apoptotik hiicrelerin temsili goriintiisii. Beyaz oklar TUNEL+ hiicreleri gostermektedir. Her bir resmin
sol alt kosesindeki eklentilerde o resimde bulunan TUNEL ve DAPI ile isaretlenmis bir hiicrenin daha

yiiksek biiylitmeli goriintiisii verilmistir. Ana paneller bar: 40 um, Eklenti bar: 20 um
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Tunel/DAPI

Erken Oligodendrosit Farklilagsmasi

Sekil 6.4.2: Kontrol ve MS 6rneklerinde erken oligodendrosit farklilasma dénemi sirasinda (D43)

apoptoza ugrayan hiicre oraninin kiyaslanmasi.

Kontrol ve MS gruplarinda erken oligodendrosit farklilagma doneminde
hiicrelerin apoptoza ugrama oranlar1 kiyaslanmis (n=8; d=2); bu oran kontrol
grubunda (h=4382) %1,71, MS grubunda (h=7090) %1,27 olarak gézlenmis ve
D29°da oldugu gibi MS grubunda azalma gozlenmistir. Sonuglar istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmamistir (p= 0,3676) (Sekil 6.4.2).
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7. TARTISMA ve SONUC

Insan somatik hiicrelerini IPKH’lere yeniden programlayabilen teknolojilerin
gelismesi norodejeneratif hastaliklarin  in vitro ortamda ¢ok yonlii olarak
incelenebilmesine olanak saglanmistir (88). IPKH’lerle hasta kaynakli hiicreler elde
edilmis ve dogrudan insan hastaliginin hiicresel ve molekiiler temelini tekrar eden
hiicresel modeller olusturulmustur.

Nérodejeneratif hastaliklarin - IPKH modellerinde  6zellikle somatik
mutasyonlara bagli hastaliklarda hastalardan iiretilen hiicreler; cogalma, farklilasma,
genel hiicre biitlinliigli, fonksiyonel ve molekiiler farkliliklar da dahil olmak iizere
anormal hiicre oOzelliklerini belirlemek i¢in saglikli bireylerden alinan kontrol
IPKH’lerle karsilastirilir (89). Hastalarin belirli bir kisminda somatik mutasyonlarin
tanimlandig1 Alzheimer, Parkinson ve diger ndrodejeneratif hastaliklarin aksine MS,
tek genetik mutasyondan kaynaklanmayan fakat bagisiklik hiicrelerinde duyarli
genlerin olmasi ile iligkili olabilecegi diisiiniilen kompleks bir hastaliktir (5).
Baglamasinda cevresel faktorlerin yani sira kalitsal faktorlerin de etkili oldugu
bilinen MS’in patogenezi tam olarak bilinememektedir (3). Bu nedenle MS
hastalarinda uygulanan su anki terapilerle hastalarda MSS hasar1 ve norolojik
bozukluklar goriilmeye devam etmektedir. Birincil otoimmiin bir hastalik olarak
varsayllan MS’in, uzun vadede ilerlemesinden T hiicreleri sorumlu tutulmakla
beraber yapilan ¢aligmalarda MS i¢in noronlarin ve oligodendrositlerin dahil oldugu
norodejeneratif bir bilesen tanimlanmistir (6, 90). Hastaligin ilerleme mekanizmasi
ve gdzlenen norodejenerasyonda OOH’ler ve astrositler de dahil olmak iizere glia
hiicrelerinin etkili oldugu diisiiniilmiis ve bu nedenle OOH’leri gibi glialarmn hasta
[PKH’lerinden iiretilmesi hastaligin ilerlemesinde bu hiicrelerin katkilarin1 anlamak
icin nemli hale gelmistir (91, 92). MS hastalarindan iiretilen IPKH tiirevi ndronlar
kullanilarak aksonal fonksiyon bozukluklar1 ya da sinaptik anormallikler
belirlenebilir ya da ndronal ve oligodendrositik hiicresel fenotiplerde anormallikler
tespit edilebilir. Bu yiizden bu tez calismasinda IPKH’leri kullanarak bir in vitro
insan miyelinizasyon modeli gelistirerek glia hiicrelerinde MS’i ayirt edici ve
hastaligin siirecini tahmin etmeyi kolaylastiric1 fenotipik belirteglerin tanimlanmasi

amaglanmstir.
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IPKH’ler hastalik mekanizmalarina dair bilgiler iiretse de MS’in kompleks
bir hastalik olmast IPKH’lerle modellenmesinde bazi teknik kaygilar1 ortaya
cikarmustir. Belirli genotiplere sahip bagiscilar1 se¢gme imkani, hiicrelerin fenotipleri
tizerinde etkili olan genetik varyantlarin varligi ile baglantili mekanizmalari
anlamaniz i¢in firsatlar saglayacaktir. Bu nedenle ¢alismamizda, genetik faktorlerin
etkisini olabildigince kontrol altinda tutabilmek i¢in ailenin birden ¢ok bireyinde tani
konmus bir MS hastasindan ve kontrol olarak saglikli yakinindan alinmis
fibroblastlardan iiretilen iPKH’ler oligodendrosit kaynag1 olarak kullanilmistir.

Oligodendrosit farklilasmasinda etkili olan hiicresel olaylar ve biiyiime
faktorleri  hakkinda  bilinenlerin  artmasi  IPKH’lerin  oligodendrositlere
dontistiiriilmesi  igin yontemlerin gelistirilmesine olanak saglamistir (93, 94).
Olusturmus oldugumuz protokol, kontrol ve MS O-NOH’lerinin verimli bir sekilde
iiretilebilmesine ve OOH’lere farklilasabilmesine olanak saglamistir. IPKH’lerden
insan oligodendrositlerini iiretmek icin kullanilan protokoller kiiltiir stirelerini
azaltmak i¢in optimize edilmis olmasia ragmen oligodendrositlerin iiretimi i¢in 60
ila 130 giin gerekmekte ve hiicrelerin yalnizca kiiciik bir yiizdesi MBP+ olgun
oligodendrositlere doniisebilmektedir (14, 95, 96) (B. E. Kerman ve F. H. Gage
yayinlanmamis veri).

Kontrol ve MS IPKH’leri arasindaki fenotipik farkliliklar1 arastirmak
amaciyla ilk olarak hiicreler arasindaki morfolojik farkliliklar incelenmistir. Kontrol
ve MS O-NOH’lerinin gekilen goriintiilerinin, ¢ifte kor olarak yapilan 6lgiimleri
analiz edilmis ve MS’li hastalardan tiiretilen O-NOH’lerin kontrollere gore daha
basik sekilli oldugu ortaya c¢ikmistir. Bu sonug¢ fenotipik farkliliklarin 6nemini
vurgular bi¢imde MS hastalarindan tiiretilen hiicrelerin kendine 6zgii 6zellikleri
olabilecegini gostermistir. Buradan yola ¢ikarak bir sonraki asamada kontrol ve MS
[PKH’lerinden tiiretilen O-NOH’lerin OOH ve erken oligodendrositlere farklilagsma
ve ¢cogalma potansiyelleri incelenmistir.

MS IPKH’lerinden tiiretilen O-NOH’lerin, daha sonraki asamalarda kontrol
hiicrelerine kiyasla aralarinda bir fark olup olmadiginin (6rnegin; ¢ogalma, yasama
oran1 vb) incelenebilmesi igin, kontrol O-NOH’leri ile ayn1 farklilastirma
protokoliiniin MS-O-NOH’lerine uygulanabilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, her iki

hiicre tipi de ayni kosullarda, sekiz kuyucuklu kiiltiir kaplarina doért kuyucuk kontrol
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O-NOH, dért kuyucuk MS O-NOH olarak ekildi ve ayni farklilastirma protokoliine
tabi tutularak OOH’ler iiretildi. Oligodendrosit hiicre hatt1 boyunca O-NOH’lerden
itibaren olgun miyelinize oligodendrositler dahil olmak iizere hiicrelerin tespitini
saglayan Sox10 belirteci ve ortamda bulunan hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyayan
DAPI boyast ile hiicreler isaretlenip analizleri yapildi. Bu analizler sonucunda, MS
[PKH’lerinden tiiretilen N-OOH’lerin, kontrol hiicreleri ile ayn1 oranda OOH’lere
farklilasma potansiyeline sahip oldugu gozlendi (D29; Sox10+/DAPI:
Kontrol=%99,08 MS=%97,90). Farkl1 bir sekiz kuyucuklu kiiltiir kabinda es zamanli
olarak biiyiitiilen ayn1 kontrol ve MS O-NOH’leri, 30 giin farklilastirilarak erken
oligodendrositlerin elde edilme potansiyelleri incelendi. Erken oligodendrositlere
farklilagtirma protokolii uygulamasi sonucunda kontrol O-NOH’leri ile MS O-
NOH’lerinden ayn1 oranda erken oligodendrosit elde edildi (D43; Sox10+/DAPI:
Kontrol=%84,12 MS= %84,80). Bu bize protokoliimiizii devam ettirerek MS ve
kontrol O-NOH’lerinden aym verimlilikte erken oligodendrosit elde edebildigimizi
gosterdi.

In vitro ortamda OOH’lerin, ¢ogalma ve hayatta kalmalar1 oligodendrosit
farklilasmasini ve miyelinizasyonu olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (97). Bu
yiizden kontrol ve MS IPKH’lerinden tiiretilen O-NOH’lerden farklilastirdigimiz
OOH ve erken oligodendrositlerin ¢ogalma kapasitelerinin kontrol ve MS
gruplarinda bir fark gosterip gostermedigi arastirildi. Bu amagla ortamda bulunan
aktif olarak ¢ogalma potansiyeline sahip hiicre miktarinin belirlenebilmesi i¢in,
kontrol ve MS gruplarina ait OOH ve erken oligodendrositler, sadece hiicre déngiisii
siirecince tretilen Ki67 proteinini taniyan Ki67 antikoru ile ve toplam hiicre
miktarinin tespiti i¢cin DAPI ile isaretlendi. Yapilan analizler sonucunda MS
grubunda OOH’lerin gogalma potansiyellerinin kontrol grubuna gére biraz daha
yiiksek oranda oldugu belirlendi (D29; Ki67+/DAPI: Kontrol %8,84, MS %10,62).
Benzer sekilde her iki gruba ait  hiicrelerin erken oligodendrositlere
farklilastirilmasindan sonra kontrol ve MS gruplan i¢in Ki67+ ve DAPI+ hiicreler
sayilarak Ki67+/DAPI oran1 belirlendi. Bu donemde, MS grubunda kontrol
hiicrelerine kiyasla hiicrelerin ¢ogalma potansiyelinin anlamli bir sekilde artis
gosterdigi gozlenmistir (D43; Ki67+/DAPI: Kontrol %2,09, MS %3,81). MS

grubunda erken oligodendrositlerin  Sox10+/DAPI oraninda azalma goriilmesi,

37



cogalma potansiyellerinin ise OOH evresine gore azalmasmna ragmen kontrol
grubuna kiyasla biraz da olsa yiiksek olmasi bu hiicrelerin kontrol hiicrelerine gore
daha ge¢ farklilasiyor olmasindan olabilir. Asagida agiklandigi gibi uyguladigimiz
teknik ile oligodendrositler ile oligodendrosit haricinde farkli hiicre tiplerinin
cogalma oranlarii1 birbirinden ayirdedemedigimiz i¢in MS grubunda farkl
hiicrelerin boliinmesindeki artisin bu gozlenen fenotipi yol agma ihtimalini yok
sayamayiz.

Son olarak, IPKH’lerden tiiretilen kontrol ve MS grubuna ait OOH ve erken
oligodendrositlerin apoptoza ugrama oranlar1t TUNEL y&ntemi ile tespit edildi. OOH
faklilagmasi sonrasinda kontrol ve MS gruplar1 arasinda apoptotik hiicre oranlarinda
anlamli bir sonug¢ olmasa da, MS grubunda apoptotik hiicre oraninin kontrole oranla
cok az bir miktarda daha diisik oldugu gdzlemlenmistir (Sekil 6.4.1; D29;
TUNEL+/DAPI: Kontrol %1,91, MS %1,23). Bu oranlarin erken oligodendrositlerde
biraz daha diisiik oldugu tespit edilmistir (D43; TUNEL+/DAPI: Kontrol %1,71, MS
%1,27).

Kullandigimiz tekniklerin bir sinirlamasi ¢ogalan hiicrelerin ve apoptotik
hiicrelerin popiilasyon bazinda incelenmis olmasidir. Kullandigimiz oligodendrosit
belirteci olan Sox10, TUNEL boyamas: i¢in kullanilan fiksasyon protokolii ile
uyumlu olmadigindan ortak isaretleme yapilamamistir. Her ne kadar apoptik OOH ve
oligodendrositlerin tam oranimm1 hesaplayamamis olsak da %90 civarinda bir
farklilasma oran1 elde ettigimiz i¢in bunun Onemli bir sorun olmadigini
diistinmekteyiz. Benzer sekilde, insan hiicrelerini isaretleyen Ki67 antikoruna geg
ulasabildigimiz i¢cin Sox10 ve Ki67 ortak analizi yapilamamistir. Yiiksek verimli
farklilagsmadan dolay1 bu durumun da 6nemli bir sorun olmadigin1 diistinmekteyiz.

Tiim bu bulgular bir araya getirildiginde, kullandigimiz protokol hem
kontrol hem de MS IPKH hatlarindan yiiksek verimli OOH ve erken oligodendrosit
farklilasmasina olanak saglamaktadir. Bunun yani sira kontrol ve MS IPKH’lerinden
tiiretilen OOH ve erken oligodendrositleri arasinda diisiik oranlarda fenotipik
farkliliklar gozlenmistir. Bu gézlem 6nceki ¢aligmalar ile uyumludur (2, 14). Bizim
ve digerlerinin MS ve kontrol oligodendrositleri arasinda c¢ok az fark
gbzlemlemesinin birgok nedeni olabilir. Ornek olarak, gercekten kontrol ve MS

oligodendrositleri hiicresel olarak neredeyse ayn1 olabilir ve hastalik agirlikli olarak
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diger hiicreler araciligiyla mesela immiin hiicreleri, siirdiiriiliiyor olabilir. Tez
calismast sirasinda  hiicreler ancak erken oligodendrosit evresine kadar
farklilastirilmiglardir. Kontrol ve MS oligodendrositleri arasindaki olasi fark ancak
MBP+ olgun oligodendrositlerde ortaya ¢ikiyor olabilir. Bir diger neden ise in vitro
kosullarda hastaligi tetikleyecek ortamin yaratilamamis olmast olabilir. Kiiltiir
ortaminda yetistirilen hiicrelerinin ¢evresel stres faktorlerine maruz birakilmalari
sonucunda kontrol ve MS hiicreleri farkli tepkiler gosterebilirler. Bu tez calismasinda
gelistirilen teknikler gelecekteki calismalarda yukarida bahsi gegen hipotezlerin test
edilmesine olanak saglamaktadir. Mesela, Kontrol ve MS [PKH’lerinden iiretilen
OOH ve erken oligodendrositler hiicresel stres altinda ayni teknikler ile
incelenebilirler. Su anda MBP+ olgun oligodendrositlerin iiretilmesi hem diisiik
verimlidir hem de ¢ok uzun siirmektedir. Bizim protokoliimiizde yiiksek verimde
elde edilen erken oligodendrositlerin, MBP+ hiicrelere farklilasma igin uygun
olabilirler. Ayrica eger fibroblast alinarak IPKH iiretilen hastalara sonradan
ulasilabilirse onlarin kanlarindan izole edilecek immiin hiicreleri ile IPKH’lerden

tiretilen oligodendrositlerin ortak kiiltiirleri yapilarak fenotip incelenebilir.
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