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ÖZET 

Tunç, BS. Nöral Kök Hücre Aktivasyonu, Proliferasyonu ve Migrasyonunda 

Rolleri Olan Büyüme Faktörlerinin Karşılıklı Etkileşimlerinin in vitro 

Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Genetik ABD. Yüksek 

Lisans Tezi. İstanbul. 2017. 

Bugüne dek yetişkin nörogenezi ve nöral kök hücre biyolojisi alanlarında çok sayıda 

çalışma yapılmasına ve pek çok bilgi elde edilmesine rağmen, nöral kök hücreleri 

suskun halde tutan, aktif hale geçiren, aktif kök hücreleri proliferasyon, migrasyon ve 

diferansiyasyona uğratan mekanizmalar ve bu mekanizmalarda rol oynayan etken ve 

uyaranlar henüz yeterince açığa çıkarılamamıştır. Bu mekanizmalarda, değişik sinyal 

yolakları ve büyüme faktörlerinin etkisinin olduğu bilinmektedir. Bunların içinden 

büyüme faktörleri tek başlarına ve birlikte verildiklerinde farklı etkiler ortaya çıkmakta, 

etkileri farklı kombinasyonlarda artıp azalmaktadır.   

Bu nedenle projemizde rat hipokampal kökenli nöral kök hücreler (NKH)’lerin 

suskunluk, aktivasyon, proliferasyon ve migrasyon mekanizmalarında rolleri olan 

büyüme faktörlerinden, IGF-I, MGF, EGF, FGF-2, BDNF ve EPO’nun tek başlarına ve 

birlikte olan etkileri araştırılmıştır.  

Çalışmada hücre kültüründe yetiştirilen NKH’lere büyüme faktörleri ve 

kombinasyonları belirlenen oranlarda eklenmiş ve 1. gün, 3. gün ve 7. günlük zaman 

dilimlerinde bekletilip hem BrdU eklenmesi ile Akım Sitometri cihazında hücre 

döngüsü analizi yapılmış, hem de Gerçek Zamanlı RT-PCR yöntemi ile GFAP, Nestin, 

DCX ve TUBB3 genlerinin aktivasyon düzeyleri analiz edilmiştir.  Migrasyon deneyleri 

için ise Cell Asic ONIX cihazı kullanılarak ölçümler yapılmıştır.  

Elde ettiğimiz bulgular arasında; FGF-2+EGF kombinasyonunun birlikte etkisinin 

suskun NKH’leri aktive ettiği tespit edilmiştir. MGF+EPO kombinasyonunun NKH’leri 

genç nöron halinde tuttuğu ve göç etmeleri üzerinde de etkisi bulunduğu gösterilmiştir. 

Ayrıca, EPO ve BDNF’in de NKH’leri olgun nöron fazına yönelttiği düşünülmektedir.   

Bu sonuçlar ışığında, yetişkin nörogenezi, nöral kök hücre biyolojisi ve sinirbilim 

alanlarına gelecek yıllarda yapılacak çalışmalara alt yapı oluşturarak katkı sağlamak 

hedeflenmiştir. Nörogenez ve rejenerasyon gerektiren beyin dokusu patolojilerine köklü 

ve kalıcı tedavilerin geliştirilmesi yönünde yeni projeler geliştirilecektir.  

Anahtar Kelimeler: Nöral Kök Hücre, Nörogenez, Büyüme Faktörleri, Proliferasyon, 

Migrasyon  

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 50267  
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ABSTRACT 

Tunc BS. Investigation of mutual in vitro effects of growth factors which have roles 

in neural stem cell's activation, proliferation and migration. Istanbul University, 

Institute of Health Science, Department of Genetics. MSc. Thesis. Istanbul. 2017. 

Although there has been many studies on the fields of adult neuregenesis and neural 

stem cells biology, still there are many unknowns including, holding neural stem cells in 

quiescent phase and initiation of activation, mechanims of differentiation, proliferation 

and migration for active stem cells and also the factors playing role for these 

mechanisms. 

Therefore, in this project, we investigated the effect of growth factors such as IGF-I, 

MGF, EGF, FGF2, BDNF and EPO alone and together on activation, proliferation and 

migration mechanisms for quiescent neural stem cells that have hippocampal origin. 

In this study, growth factors and combinations were added to the NSCs at the 

determined ratios, and they were kept at the 1st, 3rd and 7th day time intervals 

following BrdU addition for cell cycle and apoptosis analysis with flow cytometry and 

the activation and proliferation changes of GFAP, Nestin, DCX and TUBB3 genes by 

expression levels with real time RT-PCR analysis. Furthermore, the Cell Asic ONIX 

instrument were used for the migration experiments.  

It has been determined that the synergistic effect of FGF-2 + EGF co-stimulation 

activates silent NSCs. The combination of MGF and EPO also has an effect on 

migrating NSCs as young neurons. EPO and BDNF are also thought to direct NSCs to 

the mature neuron phase.  

With the future studies to be done in the light of these results, it is aimed to contribute 

adult neurogenesis, neural stem cell biology and neuroscience fields. New projects will 

be developed to develop fundamental and permanent therapies for brain tissue 

pathologies that require neurogenesis and regeneration. 

 

Key Words: Neurogenesis, Neural Stem Cells, Growth Factors, Proliferation, Migration   
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kök hücreler doğumdan itibaren hayat boyu farklı dokularda yapım-onarım 

merkezleri olarak işlev görürler. Beyin dokusundaki doku onarım ve yenilenme süreci 

(nörogenez ve nöral rejenerasyon) doğumdan kısa bir süre sonra tamamlanmasına 

rağmen yeni nöron yapımının aslında hayat boyu devam ettiği çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir.  

Oluşan bu yeni nöronlar beyinde, lateral ventrikülün subventriküler bölgesi 

(SVZ) ile hipokampustaki dentate gyrus’un subgranüler bölgesi (SGZ)’nde, çoğunluğu 

suskun (quiescent) / inaktif halde bulunan Nöral Kök Hücreler (NKH) tarafından 

üretilirler (1-5).   

Genellikle belirtilen nişlerde suskun halde bekleyen nöral kök hücreler, herhangi 

bir beyin hasarı durumunda aktifleşmekte ve çoğalıp, farklılaşıp, göç ederek hasar 

bölgesine doğru yönelmektedir. Bu göç ile (migrasyon) konumlandığı yeni bölgede 

Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nin değişik hücre tiplerine dönüşerek rejenerasyonu 

tamamlamaktadır (1-9).   

Nörogenezin genel olarak memelilerde postnatal beyinde de yapıldığının tespit 

edilmesinden bu yana nörogenez üzerine yapılan çalışmalar da hayli artmıştır. Yapılan 

çalışmalarda, beyinde oluşan hasarın kendiliğinden onarılıp onarılamayacağı 

incelenmiş, ancak çıkan sonuçlarda deri, kan hücreleri gibi yüksek rejenerasyon 

kapasitesine sahip hücrelerin aksine, beynin rejenerasyon kapasitesinin oldukça düşük 

olduğu ortaya konmuştur.  

Nörogenezin yetişkin dokularda esas olarak bir hasar durumunda aktifleştiği, 

nöral kök hücrelerin bu uyarıyla ‘suskun’ halden aktif hale geçip prolifere olduğu ve 

hasarlı bölgeye farklılaşarak yol aldığı tespit edilmiştir. Ancak bu hücrelerden de 

yalnızca küçük bir kısmının nörön haline gelip beyine entegre olduğu anlaşılmıştır. 

Yeni doğan hücrelerin büyük kısmının öldüğü, kalanların da önemli bir kısmının nöron 

yerine astrosit ya da oligodentrosit haline geldiği tespit edilmiştir (8,10).   

Yapılan çalışmalarla nörogenez ve nöral kök hücre biyolojisine açıklık 

getirilmeye çalışılsa da, büyük oranda ana mekanizmayı anlamada eksiklikler devam 

etmektedir. Kök hücre nişlerinde suskun halde bekleyen kök hücrelerin hangi uyaranlar 
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etkisi ile aktif hale geçtiği, aktif kök hücrelerin hangi mekanizmalar ile prolifere olup 

migrasyon ve farklılaşmaya uğradığı henüz tam olarak ortaya konamamıştır.  

Sözü edilen bu süreçlerde değişik büyüme faktörleri, nörotrofik faktörler, 

sitokinler ve nörotransmiterlerin etkisinin bulunduğu tespit edilmiştir. Bunların içinden 

en çok öne çıkanlar, EGF (6,7,11-14), bFGF de denilen FGF2 (6,7,11,13,14), BDNF 

(6,7,13,15,16), Eritropoietin (EPO) (13,17,18), ve IGF-I (6,7,16,19-22) ve benzerleridir.    

Bugüne dek yapılan çalışmalarda gösterilmiş olan, bu büyüme faktörleri ve 

nörotrofik faktörler tek başlarına veya kombinasyonlar halinde birlikte verildiklerinde 

farklı etkiler ortaya çıkarmakta, gösterdiği etkiler değişmekte veya etkileri artıp 

azalmaktadır (16,17,23). 

Araştırmaların yoğunlaştığı son 20-25 yılda yetişkin nörogenez, nöral 

rejenerasyon ve yetişkin nöral kök hücre biyolojisi alanında pek çok çalışma yapılıp 

özgün bilgiler elde edilmiştir. Ancak bu alanda hala bilinmeyen pek çok şey, pek çok 

soru vardır. Bunlar araştırılmayı beklemektedir.    

Tüm bunların ışığında bu projede; FGF-2, MGF, IGF-1, EPO, EGF ve BDNF’i 

tek başlarına ve çeşitli kombinasyonları ile Rat Hipokampal kökenli Nöral Kök 

Hücrelere uygulamanın, bu hücrelerin Aktivasyonu, Proliferasyonu ve Migrasyonu 

üzerinde etkilerinin olduğu yönünde bir hipotez kurulmuştur. 

Bu hipotez doğrultusunda rat hipokampal kökenli nöral kök hücreler, hücre 

kültürü koşullarında yetiştirilmiş ve uygun protokoller kullanılarak yukarıdaki büyüme 

faktörleri ile muamelesi gerçekleştirilmiştir. Deneyler 2 kez tekrarlanmış ve zaman 

içerisindeki farklılıklar yada benzerlikleri gözlemlenmiştir. Büyüme Faktörü 

uygulamasını takip eden  1. gün, 3. gün ve 7. gün zaman dilimlerinde deneyler 

yapılmıştır.  

Çalışmanın GZ-PZR Analizi sırasında bakılacak genlerden Glial Fibriler Asidik 

Protein (GFAP), astrosit ve suskun nöral kök hücre belirteci olarak çalışmalarda 

kullanılmaktadır. Nestin yine suskun haldeki kök hücre belirteçlerinden biri olarak 

kullanılmakta, Doublecortin (DCX)  olgunlaşmaya başlayan ve migrasyona ugrayan 

hücre belirteci ve son olarak β-Tubulin-III (TUBB3) ise olgunlaşmış nöron belirteci 

olarak yayınlarda kullanılmıştır.  
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Her bir zaman diliminde Nestin, DCX, GFAP ve TUBB3 genlerinin ekspresyon 

değişimleri Gerçek Zamanlı-Polimer Zincir Reaksiyon yöntemi ile tespit edilmiştir. 

Aynı zamanda Brdomodeoxyuridine (BrdU) eklenmesi ile her bir zaman diliminde 

kullanılan büyüme faktörlerinin hücre proliferasyonu üzerinde, hücre siklusu üzerindeki 

ve apoptotik hücre oranı açısından etkileri Akım Sitometrisi cihazı ile de incelenmiştir. 

Bunun yanında, büyüme faktörlerinin nöral kök hücre migrasyonu üzerindeki etkilerini 

incelemek amacıyla da Cell Asic ONIX cihazı kullanılmış ve burada hücreler 72 saat 

boyunca kültür edilmiş, her 12 saatte bir fotoğrafları çekilerek bunların karşılaştırılması 

yolu ile nöral kök hücrelerin migrasyonu incelenmiştir. Migrasyon deneyleri için Cell 

Asic ONIX cihazı ve bu cihaza özel M04G Plateleri kullanılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kök Hücre 

Kök hücreler elde edildikleri, köken aldıkları hücrelere veya farklılaşmış diğer 

hücre tiplerine dönüşebilen, rejenerasyon, uzun süre bölünebilme ve çeşitli özelleşmiş 

hücre tiplerine farklılaşma kapasitesine sahip hücreler olarak tanımlanır.   

Rejenerasyon, ana hücre ile aynı özelliklere sahip yeni kardeş hücre üretebilme 

yeteneği olarak tanımlanır ve başta kök hücre tanımlamalarının en genel özelliği olarak 

değerlendirilir.  

Kök hücreyi yalnızca rejenerasyon ile tarif eden bu tanımla, başından beri genel 

kabul görmüş bir tanımlama olsa da kök hücre üzerine yapılan çalışmalar arttıkça kök 

hücre tanımı da gelişme göstermiş, zamanla değişmiştir. Bir hücreye kök hücre özelliği 

kazandıran belli kriterler araştırıcılar tarafından belirlenmiştir. Bunlar 3 başlıkta 

toplanabilir:  

1. Kendini yenileme,  

2. Farklı hücrelere veya doku tiplerine farklılaşma yetkinliği (potensi),  

3. Klon oluşturma yeteneği (klonalite) (24,25) 

Zaman içerisinde araştırmaların çoğalması ile kök hücreleri tarif eden bu üç 

kriter de, bir organizmanın yaşamı boyunca devam eden kök hücre davranışlarının 

tümünü açıklayamaz hale gelmiştir.  

Her dokunun, kök hücre kriterlerinden sayılan; kendini yenileyebilme ya da 

farklılaşma gibi özelliklerinin potansiyeli dokudan dokuya farklılık gösterebilir. 

Örneğin, Embriyonik Kök Hücreler (EKH) bu örneklemde en çok farklılaşma 

potansiyeline sahip hücreler olarak bilinirler. Aynı şekilde Nöral Kök Hücrelerin (NKH) 

ise kendini yenileyebilme kabiliyetininde sınırlı olduğu bilinmektedir.  

 

2.1.1. Nöral Kök Hücre 

Sinir sisteminin gelişmesi Nöral Kök Hücre (NKH) farklılaşmasının temelini 

oluşturur. Çünkü gastrülasyon evresinden sonra nöral kök hücrelerden farklılaşarak 

gelişen ilk sistemlerden biri sinir sistemidir (26).  
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Yakın zamana kadar, başta beyin olmak üzere tüm sinir sistemi üzerindeki 

gelişimin doğumdan bir süre sonra tamamlanarak rejenerasyon yeteneğinin ortadan 

kalktığı düşünülmekteydi. Bu yüzden de yetişkinlerde yeni sinir yapımı yani yetişkin 

nörogenezi ve rejenerasyonunun olmadığı; beyinde ölen hücrelerin yerine yeni hücre 

gelmediği öne sürülmüştür (27). 

Yeni gelişmeler ışığında sinir kök hücrelerinin kendini yenilediği ve nöronlar, 

astrositler ve oligodendrositleri oluşturduğu bilinmektedir. Bu hücreler, yaralanma veya 

hastalıktan sonra nöral tamir için büyük bir potansiyel taşırlar. Sinirsel onarımın temel 

kavramlarından biri hastalık veya yaralanma sonucu kaybedilen hücrelerin yerini 

almasıdır. 

2.1.2. Nöral Kök Hücre Tarihi 

Nöral Kök Hücreler temelde nöronlar, astrositler ve oligodendrisitlere 

farklılaşarak Merkezi Sinir sistemini oluştururlar.  Bu hücreler, yaralanma veya 

hastalıktan sonra nöronal tamir görevleri için büyük bir potansiyel taşırlar.  

Uzun yıllar boyunca gelişmekte olan canlı Merkezi Sinir Sisteminde (MSS) 

kolaylıkla bulunan kök hücrelerin, yetişkin beyninde bulunmadığı düşünülmüştür. Hatta 

araştırmacı Santiago Ramón Y Cajal 1928 yılında canlı sistemler açısından "Everything 

may die, nothing may regenerate.” yani “Her şey ölebilir, ama hiçbir şey yenilenemez.” 

öngörüsünü ortaya atmış ve zamanı açısından  çok etki görmüştür (27). 

Erişkin beyninde nörogenez ve rejenerasyon kapasitesinin varlığına ilişkin ilk 

kanıt 1962’de Amerikalı Nörobiyolog Joseph Altman tarafından, yetişkin memelilerin 

serebral korteksinde gösterilmiştir (28).  Altman bir yıl ve üç yıl sonra yetişkin 

sıçanlarda bu nörogenezin beyinde hipokampusun Dentate Gyrus denilen bölgesinden 

başladığını ortaya koymuştur (29,30). 1969’da da farklı yaşlardaki prenatal ve postnatal 

sıçan beyninde bölünen hücrelerin popülasyonunu timidin aracılığı ile incelemiş ve 

nörogenez sırasında yeni oluşmaya başlayan hücrelerin Rostral Göç Akımı (Rostral 

Migratory Stream-RMS-RGA) yoluyla Olfactory Bulb’a doğru göç ettiklerini bulmuştur 

ve bu bölgeye RMS adını vermiştir (31). 

Buna rağmen Altman ve doğal olarak da yetişkin nörogenezi, 1980’lerin 

ortalarına hatta 1990’ların başlarına dek pek ilgi görmemiştir.  
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1980’lerde kuşlarda yeni sinir hücresi  yapımı gösterilmiştir (32). 1990’lardan 

itibaren memeliler üzerinde başlayan yoğun çalışmalar, insan dahil memeli beyninde 

nörögenezin doğumla bitmediğini, doğumdan sonra da, yaşla azalmakla birlikte hayat 

boyu devam ettiğini göstermiştir (2,6,33-35). 

Bu aşamadan sonra zamanla nörogenez kanaryalarda (36), kemirgenlerde (33) 

ve insanlarda da (35,37) ispatlanmıştır (33,35,36). 

Daha sonra spesifik nöronal antikorların ve timin analoğu olan 

Bromodeoksiüridin (BrdU)’nun gelişimi Altman’ın yetişkin beynindeki erişkin-doğan 

nöronların varlığı hipotezini doğrulamıştır (38). 

1990’ların sonlarında Peter Eriksson ve arkadaşları ise aynı metodolojiyi 

kullanarak, insan hipokampüsünde yetişkin nörogenezinin varlığını göstermiştir (35).  

Bu çalışma ve buluşlar sonrasında izole edilen ‘kendini yenileme kabiliyeti olan 

multipotent hücreler’ Nöral Kök Hücre olarak isimlendirilmiştir (36,39,40). 

 

2.1.3. Nöral Kök Hücre Merkezleri 

Nörogenez sonucu oluşan yeni nöronlar, beynin esas olarak 2 nörogenik 

bölgesindeki niş (nich) denilen alanlarda yuvalanmış ve çoğunluğu suskun (quiescent) 

halde bulunan, yani bölünmeden inaktif halde bekleyen, Nöral Kök Hücreler tarafından 

üretilirler (3,5).  

Yetişkin beyninde Nöral Kök Hücre nişlerinin bulunduğu bu iki bölge;  

(a) lateral ventrikülün subventriküler bölgesi (SVZ) ile  

(b) hipokampustaki Dentate Gyrus’un subgranüler bölgesi (SGZ) dir (1-4). 

Bu 2 ana nörogenik bölgelerden SubVentriküler Bölgeyi (SVZ), Ventriküler-

SubVentriküler Bölge (V-SVZ) ya da SubEpendymal Bölge (SEZ) gibi farklı isimlerle 

adlandıran yayınlar da bulunmaktadır(5,8).  

Bunlardan SubVentriküler Zon (SVZ)’un, nörogenik potansiyeli Reynolds ve 

Weiss tarafından 1992’de farelerde gösterilmiş ve o zamandan bu yana SVZ’nin kök 

hücre rezervuarı olması potansiyeli çokça çalışılmıştır (33,41). 

Bazı yazarlar bu iki bölgeye üçüncü bir nörogenik bölge olarak Olfactory 

Epithelium / OE’u da eklerler (8).  Bununla birlikte beynin iki ana nörogenik bölgesi 

olarak SVZ ve SGZ ezici çoğunlukla genel kabul görmüş durumdadır.  
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Çoğunlukla belirtilen nişlerinde bekleyen bu nöral kök hücreler, beyin hasarı 

durumunda aktifleşerek harekete geçmekte ve sonra prolifere olup farklılaşmaya 

(diferansiyasyona) uğrayıp hasar bölgesine doğru göç ederek (migrasyon), o bölgede 

MSS’nin farklı hücrelerine dönüşerek rejenerasyon yapmaya çalışmaktadırlar (1-6,8).  

2.1.4. Nöral Kök Hücre ve Büyüme Faktörü İlişkisi  

Çoğunlukla bu belirtilen nişlerde “uyuklar” (quiescent) halde bekleyen suskun 

Nöral Kök Hücreler, beyin hasarı durumunda aktifleşerek prolifere olmakta ve sonra 

diferansiyasyona uğrayarak hasar bölgesine doğru göç etmektedirler (1-4,6).  

Quiescent/Suskun nöral kök hücreleri aktifleştirip proliferasyon ve migrasyonu 

indükleyen moleküler mekanizmalar çoğunlukla henüz bilinmemektedir (6). Sözü 

edilen süreçlere değişik büyüme faktörü, nörotrofik faktör, sitokin ve 

nörotransmiterlerin etkide bulundukları da bilinmektedir.  

Bunların içinden en çok öne çıkanlar, EGF (6,11-14), VEGF (6,13,14,42),  

FGF2 de denilen bFGF (6,11,13,14), BDNF (6,13,15,16), GDNF (6,43), TGF-α (13,14), 

Eritropoietin (EPO) (13,17,18), NGF (16), IGF-I (6,16,19-22,44) ve benzerleridir.   

Bu büyüme faktörü ve nörotrofik faktörler tek başlarına ve bir kaçı birlikte farklı 

etkiler göstermekte; etkileri artıp azalmaktadır. Örneğin yapılan çalışmalarla IGF-I’in 

FGF-2’nin etkisini artırdığı gösterilmiştir(16,23,45).  

 

2.2. Büyüme Faktörleri 

2.2.1. Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1) 

Sıçanlarda IGF-1 geni 7. kromozom üzerinde yer alır. 4 ayrı transkripti bulunur. 

IGF’ler yapı ve işlev bakımından insüline oldukça benzeyen polipeptid yapıda 

molekülledir (46).  

IGF-1 farklı dokularda en az üç ayrı alternatif kırpılmaya uğrayarak farklı 

izoform peptidleri üretir. Bu izoformlar, IGF-I Ea, IGF-I Eb ve IGF-I Ec olarak 

tanımlanır (47). 

IGF-1 birçok vücut dokusu tarafından ekspresse edilen tek zincirli bir 

polipeptiddir (46,48). Ağırlıklı olarak karaciğerde sentezlenir (48). Kas, böbrek, over, 

testis, plasenta, deri ve akciğer gibi organlarda da IGF üretilmektedir.  
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IGF'ler, embriyonik gelişimin erken dönemlerinden başlayarak yaşam boyunca 

devam eden geniş bir fizyolojik etki özeliğine sahiptir (48). Ayrıca protein sentezini 

uyararak migrasyonu teşvik eder (48). IGF-I'in bir diğer önemli özelliği, hücre 

döngüsünün sürdürülebilmesi ve mitogenezin düzenlenmesidir (48). IGF'ler, çeşitli 

hücrelerde apoptozu azaltarak hayatta kalma faktörleri (survival factor) olarak da işlev 

görür (48,49). 

Çoğu hücre tipi, kültürde büyüme için IGF-1 gerektirir ve IGF-1 reseptör 

sayısındaki azalma, tümör hücrelerinde apoptoza neden olur (49). İnsülin ve IGF'ler 

biyolojik etkilerini ilgili transmembran reseptörlerine bağlayarak uygularlar (49). 

IGF-1’in oligodendrositlerin proliferasyon ve farklılaşmasını uyararak merkezi 

sinir sisteminde miyelinizasyonu arttırdığı da bilinmektedir. IGF-1’in hücre 

proliferasyonunda ve diferansiyasyonundaki genel etkileri biliniyor olsa da bilinmeyen 

önemli bir kısım hala araştırılmaktadır.  

2.2.2. Mechano Growth Factor (MGF / IGF-1 Ec) 

Yukarıda IGF-I’i anlatırken söylediğimiz gibi; IGF-I farklı dokularda en az üç 

ayrı alternatif kırpılmaya uğrar ve alternatif izoform peptidleri üretir. Bu izoformlar, 

IGF-I Ea, IGF-I Eb ve IGF-I Ec olarak tanımlanır (47).  

Bunlardan IGF-I Ec, mekanik etkilere duyarlılığı nedeniyle 1996 yılında, 

Mechano Growth Factor – MGF olarak isimlendirildi (50). Yani MGF, diğer ismi ile 

IGF-I Ec, IGF-1 in varyantlarından biridir.  

MGF’in molekül büyüklüğü henüz gösterilmemiştir (51). Günümüzde IGF-1‘in 

bir izoformu olarak tanımlanan MGF dokularda onarımı başlatır ve beyin, kalp gibi 

önemli organları iskemik hasardan korur. MGF rejeneratif bir faktör olarak kök 

hücreleri aktive eder (51). 

Literatürde MGF’in başta iskelet kası (52) ve kalp kası (53), beyin/sinir 

(51,54,55), kemik olmak üzere (8) pek çok dokuda, travmatik, iskemik ve dejeneratif 

patolojilerde rejenerasyonun sağlanmasında önemli rol oynadığı gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır (56).  

Goldspink ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmalarda, MGF’in, suskun 

(quiescent) durumdaki kas progenitör hücreleri olan satellite hücreleri aktive ederek 

çoğalmalarını sağladığı gösterildi (52,57-60). MGF’in aynı etkiyi kemik progenitor 
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hücreleri olan osteoblastlar (61) ve mezenkimal kök hücreler üzerinde de gösterdiği 

ortaya konuldu (62,63).   

MGF normal koşullarda eksprese olmamakta, doku hasarının yanı sıra daha çok 

egzersiz ve fiziki aktivite yapıldığı durumlarda hızla eksprese olmaktadır (47,50,52,56).   

Bunlara ek olarak, özellikle de iskemik beyin hasarlarından sonra fare ve 

sıçanlara egzersiz / fiziksel aktivite yaptırıldığı durumlarda nörogenezin başladığı, yani 

egzersizin nörojenezde rolünün olduğu bazı çalışmalarca gösterilmiştir (6,64,65). 

Bugüne dek değişik ülke ve gruplarda yapılan çalışmalarda MGF’in pek çok 

özellikleri ortaya konulmuştur. Bu özellikler arasında en önemlilerden birisi MGF’in -

neredeyse tüm dokularda- değişik doku hasarı durumlarında genel “doku onarım 

faktörü” olarak rol oynamasıdır. Hasara uğramış her dokuda rejenerasyonu tetiklediği 

öne sürülmektedir (56). Bu etkisinin de dokulardaki yetişkin kök hücreleri aktive edip 

suskun halden çıkararak proliferasyona sokma yoluyla sağladığı iddia edilmektedir (56).  

MGF’in travmatik doku kayıpları; dejenerasyonla seyreden kas dokusu hasarları, 

kardiyak ve beyin iskemisi, kemik, kıkırdak, tendon ve endometriyal doku hasarları gibi 

durumlarda eksprese olduğu ve bu hasarlı dokularda, rejenerasyon ve doku onarımını 

gerçekleştirdiği daha önce yapılan in vivo ve in vitro çalışmalarla gösterilmiştir. Bu 

etkisini de daha çok doku hasarının olduğu bölgedeki kök hücreleri aktive edip 

proliferasyona sokarak gösterdiği gözlenmiştir.  

MGF doku onarımı için suskun/inaktif (quiescent) olan kök hücrelerin 

aktifleşmesinden sorumlu olduğunu bildiren çalışmalar vardır (57,58).  

2.2.3. Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) 

Fibroblast büyüme faktörleri (FBF'ler), nematodlardan insanlara kadar uzanan 

organizmalarda bulunan geniş bir polipeptid büyüme faktörü ailesini oluşturur (66).  

En çok bilinen FBF’ler asidik FBF ve bazik FBF’dir. Asidik FBF, aFGF veya 

FGF-1, bazik FBF ise, bFGF veya FGF-2 olarak ifade edilebilir (67,68). Omurgalılarda, 

FBF familyasının 22 üyesi bulunmaktadır ve  molekül kütlesi 17 ila 34 kDa 

aralığındadır (66).   

FGF-2 (bFGF) 2. kromozom üzerinde yer alır ve bir transkripti bulunur. Toplam 

4 exonu bulunur ve bunların 3’ü kodlayan bölgededir. 1269 baz çifti içerir, 154 

aminoasit kodlar.  
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FGF-2 ilk kez sığır hipofizinden elde edilmiştir ve bu 146 aminoasitlik bir 

polipeptit zincirden oluşur (69,70). Omurgalı türleri arasında, FBF'ler hem gen yapısı 

hem de amino asit dizilimi bakımından oldukça korunmuş olduğu bilinmektedir (66). 

FGF-2 ilk olarak fibroblastlarda hücre bölünmesini uyarıcı bir faktör olarak 

tanımlanmıştır. Ancak sonraki yıllarda çok sayıda hücrenin, dokunun ve organın 

büyümesinde, yenilenmesinde, gelişiminde, fonksiyon ve işlevlerini yerine getirmesinde 

önemli bir faktör olduğu anlaşılmıştır.  

Yapılan çalışmalarca FGF-2’nin sinir hücrelerinin yaşamlarını sürdürmelerini 

sağladığı, yeni damar yapımını, mezodermal şekillenmeyi, hücre bölünmesini ve hücre 

göçünü uyardığı, yara iyileşmesini hızlandırdığı bilinmektedir (71).  

Genel olarak hücre içerisinde çekirdekte ve sitoplazmada bulunurlar. Hücrenin 

ölümü veya hasara uğraması durumunda dışarı salınırlar (72).  

Yetişkin dokusunda ifade edilen FGF-2, merkezi ve periferik sinir sistemlerinde 

nöronal sinyal iletiminde önemlidir (66). 

MSS’de FGF-2’nin hücrelerin çoğalmasında, büyümelerinde, yaşamlarını 

sürdürmelerinde, farklılaşmalarında önemli işlevleri bulunmaktadır. Mitoz sonrası 

farklılaşmış nöronların yaşamını artırır (68,73). Doğum sonrası dönemde de dışarıdan 

FGF-2 verilmesinin nöron yapımını arttırdığı gösterilmiştir (74). Santral Sinir Sistemi 

yaralanmaları sonrasında sistemin rejenerasyonunda FGF-2 önemli bir rol oynamaktadır 

(75). 

 Embriyonik gelişim sırasında da, FGF'lerin hücre çoğalması, göç ve 

farklılaşmayı düzenleyen farklı rolleri vardır (66).  

Yetişkin organizmada, FGF’ler homeostatik faktörlerdir ve doku onarımı ve 

yaralanmaya yanıtta işlev görürler. Uygunsuz şekilde ifade edildiğinde, bazı FGF’ler 

kanser patogenezine katkıda bulunabilir (66).   

İskemi çalışmalarında da koruyucu etkisi tespit edilmiştir. Hipokampusta 

yaşanan iskemi hızlı bir şekilde nöronların ölümüne yol açar ve bu FGF-2 gibi bir takım 

nöron koruyucu büyüme faktörleriyle önlenebilir (76). FGF-2 beyni geçici ve devamlı 

iskemiye karşı korur (77,78).  

Ayrıca FGF-2 nöronları serbest radikallere, nitrik okside, hipoglisemiye, uyarıcı 

aminoasitlere, toksin ve ekstitatör amino asitler, intraselüler kalsiyum akışı, eksitatör 

aminoasitlere (glutamik asit), hipoksiye (oksijensizliğe) ve iskemiye karşı da korur (78). 
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MSS yaralanmaları sonrasında onarım sürecinde FGF-2 önemli rol oynar. Kültürde 

çoğaltılmış nöronların yaşamını yüksek oranda artırmıştır (79).  

Sonuç olarak FGF-2’nin yaşamın devamını sağlayan önemli etkileri vardır. 

Yapılan çalışmaların toplamında FGF-2’nin yokluğu olgunlaşmış normal hücrelerin 

apoptozisi ile sonuçlanırken, FGF-2 verilmesi apoptotik uyarılara karşı hücrenin 

yaşamını sürdürmesini sağlar. 

2.2.4. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) 

BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor/ Beyinden Türetilmiş Nörotrofik 

Faktör) ilk kez 1982 yılında Nörotrofik Faktör ailesinin ikinci bir üyesi olarak 

bulunmuştur. 3. Kromozom üzerinde yer alır ve 8 transkript içerir (80-82).   

BDNF de nörogenezde rol alan önemli bir nörotrofik faktördür. BDNF 

nöronların büyümesini sağlayan dimerik küçük bir proteindir; beyinde fazla miktarda 

bulunur ve nöronlarda sentezlenir. BDNF beyinde en fazla bulunan nörotransmiter 

olmasına rağmen günümüzde az araştırılmış bir faktördür (83).  

BDNF gelişim süresinde embriyoda oluşan nöronların ölmesini engeller. BDNF 

düzeyinin canlıda gelişim süresince düşük olduğu, olgunlaşmayla birlikte artış 

gösterdiği bildirilmiştir. Rossi ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada BDNF’in, 

bulbus olfactorius ve diğer bölgelerdeki nöron sayısını artırdığı, ayrıca in vitro olarak da 

nöral kök hücre proliferasyonunu stimule ettiği bildirilmiştir (84). 

Gelişim sırasında BDNF’in merkezi ve periferik sinir sistemindeki bazı nöronal 

popülasyonun hayatta kalmasını desteklediği tespit edilmiştir.  

Nörotrofinler arasında BDNF, merkezi sinir sisteminde en bol ve yaygın 

miktarda bulunandır. Dentritlerin büyümesine olumlu etki ederek nöronların 

devamlılığını ve plastisiteyi düzenler (85).  

BDNF başlıca küçük ve orta boylu nöronlarda eksprese edilir, en fazla 

bulunduğu yer serebral korteks ve hipokampustür (86). Ancak özellikle nöron dışı 

hücrelerde mesane, kolon ve akciğerde de ekspresyonu vardır (87-89). 

BDNF üretiminin ve sekresyonunun çeşitli hastalıklarda değiştiği gözlenmiştir. 

Alzheimer, Parkinson gibi, nörodejeneratif hastalıklarda azalırken, inflamatuar 

hastalıklarda ve inflamasyon dokusunda yüksek miktarda bulunmuştur. Artmış olan 
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BDNF sentezinin inflamatuar durumlarda sinir hücrelerini koruduğu düşünülmektedir 

(90,91).  

BDNF'nin nöronal sağkalım, farklılaşma, nörotransmitter salınımı, dendritik 

yeniden şekillendirme ve akson büyümesi sürecinde hayati bir rol oynadığı 

gösterilmiştir (92). 

Buna ek olarak, BDNF, erişkin beynin öğrenme ve hafıza kabiliyetinin hücresel 

biyolojik temelini oluşturan sinaptik plastisite için esastır, bu nedenle BDNF'nin bilişsel 

bozukluğun etiyolojisinde yer alabileceğini önermektedir (93). 

Bu bulgulara dayanarak, BDNF üretiminin bozulması ile nörodejeneratif 

patogenez arasında bir ilişki olduğunu ortaya koyan çeşitli nörodejeneratif hastalıkların 

gelişimini geciktirmek için umut verici bir aday olabilir. 

 

2.2.5. Eritropoietin (EPO) 

EPO başlangıçta bir hematopoietik faktör olarak eritropoezdeki rolü üzerinden 

tanımlanmış, 30.4 kDa’lık bir glikoproteindir ve vücutta doğal olarak üretilir (18,94). 

12. kromozom üzerinde yer alır ve tek transkripti bulunur. 5 exon ve 1376 baz 

çifti içerir, 192 aminoasit kodlar. EPO farklı birçok beyin hasarlı hayvan modellerinde 

nörotrafik ve nöroprotektif ajan olarak tanımlanmıştır (17,95).  

EPO molekülü insanlarda son derece iyi çalışılmış ve iyi tolere edilebilen bir 

moleküldür(96,97).  

EPO ve EPO reseptörleri (EPO-R) nöral, hematopoetik ve endotelial hücrelerde 

tespit edilmiş, ekspresyon gözlemlenmiştir. Nöral hücrede EPO, EPO-R’ye bağlanarak 

farklı yolakları aktive eder ve nöral hücre yaşamında bu şekilde rol alır (95,98).  

Hem nöroblast göçünün hem de göç edilen yerde uygun çevrenin sağlanması 

EPO’nun etkinliğinde rol almaktadır. Göç eden nöroblastlar için uygun mikroçevre 

sağlanmaktadır (18). 
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2.2.6. Epidermal Growth Factor (EGF) 

Epidermal büyüme faktörü (EGF), Stanley Cohen tarafından sinir büyüme 

faktörü (NGF) üzerine çalışırken tesadüfen gözlem yoluyla 1962'de keşfedilmiştir. EGF, 

çeşitli hücre tipleri için iyi bilinen bir güçlü mitojendir (99-101).  

Başlangıçta erkek farenin çene altı tükrük bezinden izole edilmiştir(101). Fare 

tükürüğünde EGF konsantrasyonları yüksektir. Bunun dışında süt (102-104), tükrük, 

idrar, plazma, bağırsak sıvısı, amniotik sıvı ve diğerleri gibi çeşitli vücut sıvılarında 

saptanmıştır (100,102,105). 

EGF, etkinliğini hücre yüzeyinde bulunan kendisine ait EGFR reseptörüne 

bağlanarak gösterir. 

Bugüne kadar saflaştırılmış büyüme faktörlerinden Epidermal Büyüme Faktörü 

(EGF), fiziksel, kimyasal ve biyolojik özelliklerinden en iyi şekilde karakterize 

edilenlerden biridir (100).  

Ve EGF/EGF reseptörü sinyal yolunun çeşitli hücre tiplerinde -özellikle 

epitelyal hücrelerde- hücrelerin çoğalması, farklılaşması ve migrasyonunda önemli rol 

oynar (105,106).   

EGF’in nöronları koruduğu rapor edilmektedir. Özellikle iskemi kaynaklı nöron 

kaybı üzerine in vivo yapılan çalışmalarda pozitif etkisi olduğu rapor edilmiştir (101). 

EGF, gelişmekte olan ve erişkin beyinde eksprese edilmektedir (107,108). 

Ayrıca hücrelerin subventrikuler zonda (SVZ) ve dentat girusta proliferasyon ve uzun 

sağ kalım icin FGF-2 ve EGF’ye gereksinim gösterdiklerini belirten çalışmalar 

bulunmaktadır (109,110). EGF ve FGF-2 verilmesi global iskemiden sonra nörogenezi 

uyarmıştır (111). 

 

2.3. Nöral Kök Hücre ile İlişkili Genler 

Nörogenez sonucu oluşan yeni nöronlar beynin genel kabul gören 2 nişi olan  

SVZ ve SGZ’de bulunmaktadır. 

Bu iki nörogenik bölgeden hipokampüsün Dentate Gyrus (DG)’undaki SGZ’de 

yaygın kabul gören nörogenez modeli şöyledir: Suskun (Quiescent) haldeki kök 

hücreler Radial Glia benzeri hücreler (RGL)’dir ve bunlar RGL yada Tip 1 hücre adıyla 
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anılırlar.  Bu quiescent haldeki NKH’ler mitotik değillerdir ve çoğalmazlar. Proliferatif 

olmayan suskun NKH (Tip1)’lerin aktif hale geçmesiyle yüksek proliferasyon 

kapasitesi olan aktive olmuş NKH’ler oluşur. Bunlardan radial olmayan (nonradial) 

hücreler ve intermediate progenitor hücreler gelişir, bunlara IPC yada Tip 2 hücreler 

denir.  Tip 2 hücreleri kendi aralarında gelişim sırasına göre Tip 2a, Tip 2ab ve Tip 2b 

gibi alt sınıflara ayrılır. Aktif NKH (aNKH) denilen Tip 2 hücrelerinden nöroblast adlı 

Tip 3 hücreleri gelişir. Tip 3 hücrelerinden olgunlaşmamış nöron hücreleri (immature 

nöron) gelişir ve bu hücrelerden de granüler nöronlar ve yetişkin nöron hücreleri oluşur. 

(112) SGZ’deki bu hücrelerden Tip 1/RGL hücreleri (qNKH) GFAP, Sox2, BLBP ve 

Nestin pozitiflerdir. Bazı yazarlara göre RGL hücreleri Nestin negatiftir (5). 

Tip 2 hücreleri MCM2 ve Tlx2, göç eden Tip 3 hücreleri (nöroblastlar) ise DCX 

(Doublecortin) pozitiflerdir. Olgunlaşmamış nöronlar DCX ve Prox1 pozitif, 

olgunlaşmış nöronlar ise Neun, β-Tubulin-III ve Calbindin pozitiflerdir (ŞEKİL 2-1) 

(112-114). 
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Şekil 2-1: SGZ ve Dentate Gyrus (DG)’ta yetişkin nörogenezi (113)   

 

2.3.1. Nestin 

İkinci kromozom üzerinde yer alır. İki transkript içerir, protein kodlayan bir 

gendir. Bu çalışmada kullanılan dizi Nes-201 isimli transkriptte yer alır. 5682 baz çifti 

içerir ve 1893 aminoasit kodlar; 4 ekzom içerir.  

Nestin, ilk olarak Hockfield ve McKay (1985) tarafından bir monoklonal antikor 

ile tanımlanan bir ara filament proteindir. Genellikle sinir tüpünde merkezi sinir 

sisteminin kök hücrelerinde ifade edilir. Terminal sinirsel farklılaşma üzerine, nestin 

down regüle olur ve nörofilamentlerle değiştirilir (115). 

Dahlstrand ve ark. (1992) sıçan geninden bir prob kullanarak bir genomik DNA 

kütüphanesinden insan Nestin genini klonlamıştır (116). 
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İnsandaki alfa sarmal alanı, sıçan proteinine % 82 benzerlik gösterir, ancak 

dizinin diğer bölgeleri daha az korunmuştur (116).   

Ayrıca ratlarda yapılan çalışmalarda nöral öncü hücrelerin hücre 

proliferasyonunda (117), beyin enfaktüsü (118), hücre morfogenezi (119) ve 

proliferasyonu (120,121) bunun yanında hücre döngüsünde G2/M safhasında (121), 

nöron hücre ölümü/apoptoz döngüsünde (122), sinir sistemi gelişimi (123) üzerinde 

etkisi vardır.  

 

2.3.2. Glial Fibrilar Asidic Protein (GFAP) 

10. kromozom üzerinde yer alır. 1 transkripti bulunur ve o da 9 exon içerir. 

Toplam 2688 baz çifti uzunluğundadır ve 430 amino asidlik protein kodlar.  

Glikoprotein bağlanmasını sağlayan bir proteini kodlar. Glial hücre çoğalmasını 

pozitif olarak düzenlediği, beyin ödemi ile ilişkili olduğu, astrosit projeksiyonunu 

etkilediği anlaşılmıştır.  

GFAP, astrositleri ve ana filament proteinleri kodlar. Bu gendeki bozukluklar 

MSS’deki nadir bulunan bir astrosit bozukluğu olan Alexander Hastalığına neden olur.  

Bozukluğunun yol açtığı Alexander hastalığı hem insanlarda hem sıçanlarda 

ortaktır. (124) ALS hastalığı ile ilişkisi (125) beyin ödemi (126), epilepsi (127), sinir 

sistemi hasarları (128-130) , parkinson hastalığı (131), inme (132) , astrosit gelişimi 

(133) , nöron projeksiyon rejenerasyonu(134) ile ilişkili olduğu bildirilmiştir.   

GFAP, NKH’ler açısından ise astrosit ve  suskun haldeki (Tip-1) kök hücre 

belirteci olarak kullanılmaktadır (112,113). 

 

2.3.3. Beta Tubulin 3 yada β-Tubulin III (TUBB-3) 

Beta tubulin 3, beta 3 classs III olarak da adlandırılır. 19. Kromozomda yer alır. 

1 transkripti, 4 exonu vardır. 1767 baz çifti içerir ve 450 amino asit üretir.  

Olgun nöron farklılaşması ve mitotik hücre bölünmesi üzerine etkisi 

bilinmektedir. Buradan yola çıkarak çalışmalarda olgun NKH belirteci olarak 

kullanılmaktadır (114). 
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2.3.4. Doublecortin (DCX) 

Doublecortin, X kromozomu üzerinde yer alır. Tek transkripti vardır, 7 exon 

içerir. 6 exonu kodlayan bölgededir. 8827 baz çifti içerir ve 365 aminoasit üretir.  

Nöron göçü ile ilişkisi kurulmuştur hatta nöronal migrasyondan sorumlu gen 

olarak da bilinir. Beyin hastalıkları (135), beyin gelişimi (136), nöron migrasyonu 

(9,135-138), hipokampüs gelişimi (139) dendrit morfogenezisi (9,136) ile ilişkilidir.  

İlk olarak 10,5. embriyonik günde saptanan DCX’in, gelişen fare MSS’sinde 

yüksek oranda ekspresse edildiği tespit edildi. (140,141) 

DCX geni en başta insan kortikal hastalıkları bağlamında tanımlanmıştır 

(140,142).  

DCX ekspresse eden çoğu hücrelerin morfolojisi migrate olan nöroblastlarınki 

ile uyumludur (143).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Tez çalışması boyunca yapılan tüm deneyler için İstanbul Üniversitesi Aziz 

Sancar Deneysel Araştırma Enstitüsü Genetik Bölümü Laboratuvarları, Tüm Genom 

Analiz Laboratuvarı ve İmmünoloji Bölüm Laboratuvarları kullanılmıştır. 

3.1. Kullanılan Gereçler 

3.1.1. Kullanılacak Sıçan Hipokampal Nöral Kök Hücre Hattı 

Çalışmada kullanılan hücre hattı Merck Milipore Yetişkin Sıçan Hipokampal 

Nöral Kök Hücre satın alınmıştır (Merck Milipore Adult Rat Hippocampal Neural Stem 

Cell, Katalog No: SCR022). Çalışmada kullanılan örnekler, bu Sıçan Hipokampal Nöral 

Kök Hücrelerinden çoğaltılıp çeşitli büyüme faktörleri uygulandıktan sonra izole edilen 

hücre pelletleridir. 

3.1.2. Kullanılan Solüsyonlar ve Kimyasal Maddeler 

Kullanılan Solüsyonlar TABLO 3-1’de gösterilmektedir. 

Tablo 3-1: Kullanılan Solüsyonlar 

DMEM/HAM'S F-12 Medium w/o L-Glutamine, 500 ml  

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Biochrom) 

Accutase (Sigma) 

Fetal Bovin Serum (FBS) (Capricorn) 

50x B-27 Supplement (İnvitrogen) 

Poly-L-Ornithine (Sigma) 

Laminin (Sigma) 

IGF-1 peptidi (Insulin Like Growth Factor) (Sigma) 

FGF-2 peptidi (Fibroblast Growth Factor) (PeproTech) 

EPO peptidi (Eritropoietin) (Biolegend) 



 19 

BDNF peptidi (Brain Derived Neurotrophic Factor)(Aviscera) 

MGF peptidi (Mechano Growth Factor) (Phoenix Peptide) 

EGF peptidi (Epidermal Growth Factor) (Peprotech) 

Penisilin/Streptomisin karışımı  

DMSO (Dimetil Sülfoksit) (Sigma)  

DPBS (Fosfat Tampon Çözeltisi) (Gibco) 

Etil Alkol (Merck) 

İzopropanol (Merck) 

Steril su 

Kloroform  

L-Glutamin (200nm) (Gibco) 

 

3.1.3. Kullanılan Cihazlar 

Kullanılan cihazlar TABLO 3-2’de gösterilmektedir. 

Tablo 3-2: Kullanılan Cihazlar 

Buzdolabı (+4°C) (Samsung) 

Derin Dondurucular (-20°C ve -80°C) ( Haier, Haier)  

Buz Makinası (Cornelius) 

Sıvı Azot Tankı 

CO2 inkübatörü 

Laminar Akışlı Steril Kabin (Nuaire) 
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Akım Sitometri Cihazı (BD FACSCalibur) 

Hassas Terazi (Shimadzu) 

Otoklav (Kermanlar, Alp) 

Hibridizasyon Fırını / Kuru Etüv 

Mikroskop (Olympus) 

Pipetörler 

Distile Su Cihazı (Millipore) 

Su banyosu (Memmert) 

Vorteks (Scientific Industries) 

Masaüstü Mini Santrifüj (Beckman Coulter) 

Soğutmalı Santrifüj (Beckman Coulter) 

Isı blokları 

PZR Cihazı (BİO-RAD T-100, Thermal Cycler) 

Gerçek zamanlı Kantitatif PZR Cihazı (LightCycler 480 II, Roche) 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) 

Sıcak su banyosu (Memmert)  

Otomatik pipetler (Eppendorf, Axygen) 

Güç kaynağı (E-C Apparatus Corporation) 

Cell Asic ONIX (Merck) 
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3.1.4. Kullanılan Kitler 

Kullanılan Kitler TABLO 3-3’de gösterilmiştir. 

Tablo 3-3: Kullanılan Kitler 

SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience) 

Total RNA Purification Izolasyon Kit (Jena Bioscience) 

BD Pharmingen BrdU Flow Kit (BD Pharmingen) 

SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Bioline) 

 

3.1.5. Kullanılan Tampon ve Çözeltiler 

 

%70 lik Etil Alkol 

70 ml Etil Alkol 

Steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanır. 

 

Hücre Dondurma Solüsyonu 

%80 FBS (Fetal Bowl Serum) 

%20 DMSO ile tamamlanır. 

20 dk buzda bekletilir 
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3.2. Deney Tasarımları 

 

 

 

Şekil 3-1: Yapılan BrdU ve GZ-PZR Analiz Deneylerininin Şema ile Gösterimi 

 

3.2.1. Yapılan Deney Tasarımı 

Deney için seçilen büyüme faktörleri hem tek başlarına hücrelere uygulandı hem 

de literatürde öne çıkan FGF-2 ve MGF büyme faktörleri ile kombinasyon kurularak 

çalışmaya dahil edildi. Bunlar; FGF-2+IGF-1, FGF-2+BDNF, FGF-2+EPO, FGF-

2+EGF, FGF-2+MGF, MGF+IGF-1, MGF+EPO, MGF+BDNF ve MGF+EGF’dir. Tek 

başına uygulananlar ve kontrol ile birlikte toplam 16 farklı çalışma grubu oluşturuldu.  
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Her bir büyüme faktörü için önceki çalışmalardan konsantrasyonlar araştırıldı ve 

bu çalışmada kullanılacak büyüme faktörü konsantrasyonları belirlendi. Büyüme 

faktörleri ve konsantrasyon oranları TABLO 3-4’de gösterilmiştir.  Kombinasyon 

örneklerinin yer aldığı gruplarda aynı büyüme fatörlerinin tek başına iken verilen miktar 

ve konsantrasyonları aynen uygulandı. Bu deneylerden 2 set olarak yapıldı. Bunların bir 

grubuna BrdU Pharmingen kit protokolü uygulanıp Akım Sitometri cihazında ölçüm 

yapıldı. Aynı deney setinden yapılan diğer deney grubunda ise hücre kültüründen elde 

lizatlardan önce RNA izolasyonu yapıldı. Ardından cDNA sentezi ve Gerçek Zamanlı 

PZR yapılarak Nestin, GFAP, DCX, TUBB3 genlerinin  ekspresyon düzeyinde bakıldı. 

Her bir deney iki kere tekrarlandı.  

Migrasyon deneyleri için ise Cell Asic ONİX cihazı ve bu cihazlara özgü M04G 

kodlu plakalar kullanıldı. Migrasyon düzeyleri kontrol, FGF-2, MGF ve FGF2+MGF 

büyüme faktörleri için gerçekleştirildi. Deney 3 gün (72 saatlik) olarak tasarlandı ve 

periyodik aralıklarla (12 saatte bir) hücrelerin fotoğrafları çekildi. Analizler bu 

fotoğraflar üzerinden gerçekleştirildi. Bu deney de iki kere tekrar edilmiştir.  

Tablo 3-4: Kullanılan Büyüme Faktörleri ve Konsantrasyonları 

Büyüme Faktörleri Final Konsantrasyonları 

FGF-2 60 ng/ml 

MGF 15 ng/ml 

EPO 150 ng/ml 

BDNF 10 ng/ml 

 

EGF 60 ng/ml 

IGF-1 10 ng/ml 
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3.3. Kullanılan Yöntemler 

3.3.1. Hücre Kültürü 

3.3.1.1. Kullanılacak Platelerin Kaplanması 

Nöral Kök Hücrelerin hücre kültürü ortamında yetiştirilebilmesi için, büyüyüp 

gelişebilecekleri bir zeminin hazırlanması açısından kullanılan petri ve/veya plakaların 

deney öncesinde Poly-L-Ornithine ve Laminin ile muamele edilmiş olmaları 

gerekmektedir.  

Poly-L-Ornithine Hazırlanması ve Uygulanması 

Elimizde bulunan 100 mg toz halde Poly-L-Ornithine’den (Sigma) 10 mg/ml 

konsantrasyondaki stok solüsyon steril su ile hazırlandı.  

Kullanacağımız plate ve petrilere uygulamak içinse final konstantrasyon 

TABLO 3-5’de yazdığı oranda steril su ile hazırlandı. Petrilere 10’ar ml, plaalara da 24 

kuyulu için her kuyucuğa 600 μl olacak şekilde bu solüsyondan muamele yapıldı. Ve 

petri/plakalar 1 gece oda sıcaklığında inkübe edildi. Inkübasyon sonrası plate 

içerisindeki Poly-L-Ornithine kaldırıldı. Ve plakalar 2 kere 10 ml steril su ile yıkandı.   

Tablo 3-5: Poly-L-Ornithine ve Laminin Konsantrasyonları 

Kimyasal İlk konsantrasyon Final konsantrasyon 

 

Poly-L-Ornithine 100 mg (toz) 10 μg/mL 

  

Laminin  1 mg/mL 6 μg/mL 

  

 

 

Laminin Hazırlanması ve Uygulanması 

1 mg’lık stok Lamininden final konsantrasyonu 6 ug/ml olacak şekilde PBS ile 

dilüe edilip hazırlandı.  

Önceki gece Poly-L-Ornithine ile inkübe edilmiş ve 2 kere steril su ile yıkanmış 

kültür kaplarına; petrilere 10 ml, 24’lük plaklarda her kuyuya 600 µl olacak şekilde 

muamele edilip, uygulandı. Hafifçe karıştırılıp, 1 gece de bu şekilde oda sıcaklığında 

inkübe edildi.  
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İnkübasyon sonrası Lamininli kültür kapları eğer hemen kullanılmayacaksa 

etrafı parafilm ile kapatılıp -20 ℃’de derin dondurucuya kaldırıldı.  

Kullanılacak plakaların içesindeki lamininli solüsyon kaldırıldı ve plakalar 2 

defa PBS ile yıkandı. 

3.3.1.2. Besiyeri Hazırlama 

Bir şişe (500 ml) DMEM/F-12’den 20 ml bir falkona ayrılır. Kalan besiyerine 10 

ml B-27 Supplementi (50x), 5ml Penisilin+Streptomisin ve 5 ml L-Glutamin (200mM) 

stoğundan eklenerek besiyeri yeniden 500 ml’ye tamamlanarak hazırlanır.  

 

3.3.1.3. Besiyerine Eklenecek FGF-2 konsantrasyonu hazırlama 

Stokta bulunan 100 mg/ml konsantrasyonundaki FGF-2, besiyeri ile 10 kat 

sulandırıldı. Yukarıda hazırlanışı yazan besiyerinin yanı sıra, hücrelere inkübasyon 

sırasında kültür kaplarına her seferinde taze FGF-2, final konsantrasyon 20 ng/mL 

olacak şekilde stoktan eklendi. 

 

3.3.1.4. Hücrelerin Çözdürülmesi ve Ekimi 

Hazırlanan nöral kök hücre için DMEM/F12 mediumu işlemlerden en az 20-30 

dk önce 37°C su banyosuna konuldu. Sıvı Azot tankından vidalı kapaklı tüpteki sıçan 

Hipokampal Nöral Kök Hücreler çıkarıldı, hızlıca 37°C su banyosunda büyük bir 

kısmının çözülmesi beklendi. Hücreler çözünmüş halde çok fazla kalmasın diye bu 

süreç hassasiyetle izlendi. Stoktaki 1 ml’lik donmuş NKH’li solüsyon 15 ml’lik falkon 

tüpüne aktarıldı. 10 ml’ye tamamlamak için üzerine 9 ml’lik medium eklendi. 

Hücrelerin osmotik şoka girmemesi için medium damla damla ve nazikçe eklendi. 

Ardından bu tüp 300xg de 3-5 dk arası santrifüj edildi. Süpernatant atıldı. 

Pelletin üzerine 10 ml taze medium eklendi. Pipetaj yapıp, çözdürüldü. Hücreler 

ekilmeden üzerlerine taze FGF-2 stokundan 20 μl eklendi, tekrar karıştırıldı.  

Taze besiyeri içerisinde çözdürülen hücreler, hücre kültürü için özel olan kültür 

kaplarına (petri) aktarıldı. Petri 37°C, %5 CO2 koşullarını içeren inkübatöre kaldırıldı. 
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3.3.1.5. Besiyeri Değişimi 

Besiyeri gün aşırı/2 güne bir şeklinde değiştirildi. Medium değiştirilecek 

petrideki hücreler önce mikroskopta kontrol edildi. Eski medium pipet yardımı ile 

çekildi.  15 ml’lik falkona önceden 37°C’de ısıtılmış taze NKH mediumu eklendi. 

Üzerine 20 μl (final cons: 20 ng/ml) FGF-2 eklenip karıştırıldı.  

Medium petride hücrelerin üzerine pipet ile eklenip tekrar mikroskop ile kontrol 

edildi. Ve petri tekrar 37°C, %5 CO2 inkübatöre kaldırıldı.  

3.3.1.6. Hücre Pasajlama 

İnkübatördeki hücreler mikroskopta kontrol edildi. Hücrenin bulunduğu alandaki 

yoğunluğuna göre pasaj yapıldı. Bunun için petrideki hücrelerin üzerindeki besi yerinin 

tamamı çekildi. Besi yeri kalıntılarını uzaklaştırmak ve yıkamak için kültür kabına 10 

ml PBS konuldu, çalkalandı ve tamamı çekilip atıldı. Nöral Kök Hücreler yapışan 

hücreler olduğu için hücreleri petri yüzeyinden ve birbirinden ayırmak için Accutase 

(Sigma) kullanıldı.  

-20°C de 5’er ml’lik bölünen Accutaselardan biri oda sıcaklığında çözdürüldü. 

Petrinin üzerine Accutaselardan biri eklenip karışması sağlandıktan sonra kontrol etmek 

şartı ile 3-5 dakika arası 37°C, %5 CO2 inkübatöre kaldırıldı. Hücrelerin ayrışıp 

ayrışmadığı mikroskoptan bakarak kontrol edildi Hücreler ayrışmış ise solüsyon pipet 

yardımı ile çekilip boş 15 ml’lik falkon tüpüne aktarıldı. Ve üzerine Accutase 

aktivitesini inhibe etmek için 10 ml’ye tamamlanacak kadar medium eklendi. Falkon 

300xg de 3-5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı. Pellet taze besiyerinde 

çözdürülüp yeni petriye ya da platelere aktarıldı. Üzerine 20 μl (final cons: 20 ng/ml) 

FGF-2 eklenip karıştırıldı ve kültür kapları -petri ya da plak- 37°C, %5 CO2 inkübatöre 

kondu. 

 

3.3.1.7.  Petriden 24’lük kuyulu-plakaya ekim 

Petride yetiştirilen hücreler deney protokolünü uygulamak üzere 24 kuyulu 

plakalara eklendi. Bu sebeple yukarıdaki hücre pasajlama protokolünün ilk aşamasına 

göre hücreler Accutase yardımı ile kaldırıldı. Her bir kuyuya sabit sayıda hücre 

ekleyeceğimiz için hücreler önce hematocytometer yardımı ile sayıldı.  
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Bunun için; santrifüj sonrası süpernatant atıldıktan sonra pellet halindeki 

hücrelerin üzerine 1 ml medium eklenir. Gerekli görüldüğü kadar 1/10 oranında 

seyreltilmeye devame dilir. Seyreltilen bu hücre süspansiyonundan 10 μl alınıp, 10 μl 

tripan mavisi ile 0,5 ml PZR tüpünde karıştırılır. Karışımdan thoma lamının yüzeyine 

10 μl eklenir. Mikroskopta thoma lamında sayım yapılır.  

24 kuyulu plate için her bir kuyuya 60 bin hücre ekilecek şekilde yeterli hücre 

miktarı belirlendi. Sayımdan sonra yeterli sayıdaki hücreyi içeren miktar ayrıldı, boş 

falkona kondu. Son aşamada 24’lük kuyulu plağın her bir kuyusuna 600 µl 

besiyeri+hücre karışım solüsyonu eklenecektir. Bunu için yeterli sayıdaki hücre 

çöküntüsü üzerine yine kuyu başına 600 µl besiyeri hücre solüsyonu karışımı 

düşeceğinden hesapla yeterli miktarda taze besiyeri eklendi, karıştırıldı. Hücreler kültür 

kabına geçirildikten sonra besiyerine FGF-2 eklenmez. 24 kuyulu plaklar her bir kuyuya 

600 µl olacak şekilde ekildi. Mikroskopta kontrol edildikten sonra 37°C, %5 CO2 

inkübatöre kaldırıldı. 

Bu şekilde büyüme faktörü uygulamaksızın 24 saat hücrelerin kendine gelmesi 

ve açılması için inkübe edildi.  

 

3.3.1.8. Hücrelere Büyüme Faktörlerinin Eklenmesi 

24 saatlik büyüme faktörü uygulamaksızın yapılan inkübasyondan sonra 

inkübatörden alınan hücrelerin üzerine TABLO 3-4’de yazan son final konsantrasyon 

olacak şekilde bu büyüme faktörleri eklendi.  

Kombinasyon halinde verilecek olan büyüme faktörlerinin oranları her bir 

faktörün tek başına verilen konsantrasyonları ile aynı olacak şekilde hesaplanıp 

uygulandı.  

Bu işlem 1. gün (24 saat), 3. gün (72 saat) ve 7. gün (168 saat) deney 

düzenekleri için ayrı ayrı tekrarlandı.  

Deneyler için büyüme faktörü muamelesi şu şekilde yapılmıştır;  

Hücreler 24 saat hiçbir büyüme faktörü eklenmeksizin besiyeri ile kültür 

kaplarında yetiştirildikten sonra 24. saatte tüm kültür kaplarına belirtilen miktarlarda 

büyüme faktörleri eklenmiştir. 24 saat sonra 1. gün deneyi durdurulup analiz edilmiştir. 
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Ardından 3. gün deneyi için 72. saattte durdurulup analiz edilmiştir. Tam bu 72. saate 

denk gelen sürede de 7. gün deneyi için hazırlanan kültür kaplarına taze besiyeri ve 

büyüme faktörü eklemesi yapılmıştır.  

 

3.3.1.9. Bromodeoksiüridin (BrdU) muamelesi ve Protokolü 

Bu aşamada BD Pharmingen BrdU Flow Kits kiti kullanıldı ve firma tarafından 

oluşturulmuş protokole uyuldu.  

1. BrdU muamelesi için önce kit içerisinde gelen BrdU’dan 31 µl alınır, 1 ml 

NKH besiyeri içerisinde çözdürüldü. Ardından ışık almayan ortamda, deneyin 

durdurulmasından 2 saat öncesinde 24 kuyulu plateteki hücrelere her bir kuyuya 6’şar 

µl gelecek şekilde eklendi ve 24 kuyulu plaklar tekrar inkübatöre kaldırıldı.  

2. 2 saatin sonunda BrdU solüsyonunu içeren besiyeri plaklardan çekildi. Ve 

Accutase ile hücre kaldırma protokolü uygulandı. Her bir kuyuya 500 µl Accutase ilave 

edildi. 3-5 dk kadar inkbatörde bekletildi. Mikroskopta hücrelerin kalkıp kalkmadığı 

kontrol edildi. Üzerine 500 µl besiyeri ilave edilip, süspansiyon 1.5’luk ependorf 

tüplerine aktarıldı.  

3. 300 x g’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatant atıldı.  

4. Pellete BrdU kit protokolünü uygulamak üzere protokolün ilk basamağında 

hücreler Flow tüplerine aktarıldı.   

5. Flow tüpüne aktarılan hücrelerden her bir tüpün üzerine 100 µl 

Cytofix/CytoPerm buffer eklendi.  

6. 15-30 dk oda sıcaklığında ya da buzda inkübe edildi. Hücreler 1 ml 1x BD 

Perm/Wash Buffer ile yıkandı. 5 dk 200-300 g de santrifüj edilip ve süpernatant atıldı.  

7. Hücreler 100 µl BD Cytoperm Permeabillization Buffer Plus ile resüspanse 

edildi. 10 dk buzda -ya da +4’te- inkübe edildi. Ardından hücreler tekrar 1 ml 1x BD 

Perm/Wash Buffer ile yıkandı.  Ve 5 dk 200-300 xg de santrifüj edilip, süpernatant 

atıldı. 

8. Ardından 100 µl dilüe edilmiş DNase ile resüspanse edildi. 60 dakika 37 ℃ 

kuru etüvde tüpler inkübe edildi ve hücreler yeniden yıkandı. 
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9. Hücreler 1/50 oranında PWB ile dilüe edildi, 50 µl Anti-BrdU ile resüspanse 

edildi ve 20 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Bu aşama kontrol tüpüne uygulanmaz. 

Ardından yeniden yıkama protokolü uygulandı.  

10. Hücreler 20 µl 7AAD ile yeniden resüspanse edildi. Bu total DNA’yı 

boyamayı sağlar. Üzerlerine 1 ml PBS eklenip ve Akım Sitometri Cihazında analiz 

edildi.  

Çalışma mümkün olduğu kadar en az ışıklı ortamda yapıldı.  

 

3.3.1.10. Hücrelerin Dondurulması 

Hücreler dondurulmak üzere sıvı nitrojene kaldırılırken vidalı kapaklı cryo 

tüplerde muhafaza edildi. Ve her tüpte 1 milyon hücre olacak şekilde solüsyonlar 

hazırlandı.  

Sayımdan sonra pellet halindeki hücrelerin üzerine eklemek için %80 FBS ve 

%20 DMSO içerikli solüsyon hazırlanıp 20 dk buzda bekletildi ve ardından süspansiyon 

halindeki hücreyi içeren falkona kenardan yavaş yavaş eklendi. Bu karışım 1’er ml 

olacak şekilde vidalı kapaklı cryo tüplere paylaştırıldı. Her bir tüpteki içeriğin 1 milyon 

hücre olmasına dikkat edildi.  

Dondurucu kapta -80 ℃ de 2 gün bekletildikten sonra yaklaşık -195℃ 

derecedeki sıvı azot tankına kaldırıldı. 

 

3.3.2. RNA İzolasyonu 

Birinci, üçüncü ve yedinci gün olmak üzere 3 farklı gün grubunda, her grubun 

kontrolü ile birlikte 16 farklı kombinasyonuna RNA izolasyonu yapıldı.  

Rat Hipokampal Nöral Kök Hücrelerin kültüründen kaldırılan çöküntü halindeki 

hücrelerin RNA izolasyonunun yapılmasında Jena Bioscience RNA Purification Kit 

kullanıldı. Kit protokolünde uygulanan adımlar aşağıdaki gibidir: 

1. Filtrelerin üzerini ıslatmak için önce tüplere 100 µl “Aktivasyon Buffer” 

eklendi. 10 000 xg’de 30 saniye santrifüj edildi.  

2. 1.5 ml’lik tüp içerisindeki hücre süspansiyonu 3000 xg’de 5 dk santrifüj 

edildi ve süpernatant atılarak hücreler pellet haline getirildi.  
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3. Hücre pelletine 250 µl “Lysis Buffer” eklenip, vortekslenerek hücreler 

buffer içerisinde parçalandi.  

4. Hücre lizatına -Lysis Buffer’ı çekmeden- 150 µl izopropanol eklendi, 

vorteks uygulandı ve karışım spin kolonuna alındı.  

5. Spin kolondaki karışım 10 000 xg’de 30 sn santrifüjlendi ve toplama 

haznesine geçen sıvı atıldi. Bu aşamada RNA, spin kolon içerisindeki 

membranda bulunmaktadır.  

Yıkama aşamaları; 

1. Spin kolon tekrar toplama haznesine alındı ve spin kolonuna 350 ul “Primary 

Washing Buffer” eklendi.  

2. Spin kolon 10000xg’de 30 sn santrifüjlenir ve santrifüj sonrası toplama 

haznesindeki sıvı atıldı.  

3. 350 ul “Secondary Washing Buffer” spin kolonuna eklendi. 

4. Spin kolon 10000xg 30 sn santrifüjlenir ve toplama haznesine geçen sıvı 

atıldı. 

5. Spin kolonu içerisindeki sıvının elimine olması için 10000 xg’de 2 dk daha 

santrifüj yapıldı. 

RNA Elüsyonu 

1. Spin kolon içerisindeki sıvı tamamen uzaklaştırıldıktan sonra, DNaz/Rnaz 

içermeyen 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı.  

2. Mikrosantrifüj tüpü içerisindeki spin kolon membranına mikropipet ucu 

temas edecek şekilde 20 ul “Elution Buffer” eklendi ve 2 dk inkübe edildi.  

3. 10000xg’de 1 dk santrifüj yapıldı ve santrifüj sonrasında mikrosantrifüj tüpü 

içerisinde RNA elde edilmiş oldu.  

4. RNA -20℃ de kısa süreli olarak veya -80 ℃ de uzun süreli saklanabilir.  
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3.3.3. cDNA Sentezi 

Elde edilen RNA örneklerinden cDNA sentezlenmiştir. Öncesinde bu RNA 

örnekleri 50 ng/ul sabitlendi.  

cDNA sentez aşamasında Jena Bioscience “ScriptcDNA Sentez Kiti” 

kullanılmıştır ve aşağıdaki protokol izlenmiştir: 

Kalıp RNA/Primer Karışımını hazırlanması: 

1. TABLO 3-6’de belirtilen miktarlar DNase/Rnaz içermeyen steril PZR 

tüplerine eklenerek RNA/primer karışımı hazırlandı. İşlemlerin tamamı buz 

üzerinde gerçekleştirildi.  

2. RNA/primer karışımı hazırlandıktan sonra PZR cihazında 70 ℃ de 5 dakika 

inkübe edilip hemen buza alındı.  

Tablo 3-6: Kalıp RNA/Primer Karışımı 

Bileşen  Bileşenin stok 

konsantrasyonu 

Reaksiyon 

konsantrasyonu 

Miktar (10ul) 

H2O - - 10 µl’ye 

tamamlanır 

Primer: 

Oligo-dT15-25 

Random Hexamer 

-  

50 pmol (300ng) 

50 pmol (100 ng) 

 

0.5 µl 

0.5 µl 

Kalıp RNA - 50 ng x µl 

 

Reaksiyon Karışımının Hazırlanması: 

3. İnkübasyon sırasında TABLO 3-7’da yazan bileşenler ile örnek sayısına göre 

bir reaksiyon karışımı hazırlandı.  

4. İnkübasyondan sonra primer/kalıp RNA karışımına, inkübasyon esnasında 

Tablo 3-9’a göre hazırlanmış reaksiyon karışımından 10’ar µl eklendi. 

Toplam hacim bu aşamada 20 µl olmuş olur.  
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Tablo 3-7: Reaksiyon Karışımı 

Bileşen  
Bileşenin stok 

konsantrasyonu 

Reaksiyon 

konsantrasyonu 
Miktar (10 µl) 

H2O - - 10 µl’ye tamamlanır 

SCRIPT-RT Tampon Solüsyonu 5x 1x 4 µl 

dNTP Karışımı 
Her biri için 10 

mM 

Her biri için 500 

uM 
1 µl 

DTT Solüsyonu 100 mM 5 mM 1 µl 

Rnaz inhibitörü 40 ünite/µl 40 ünite 1 µl 

SCRIPT Ters Transkriptaz 200 ünite/µl 100 ünite 0.5 µl 

 

5. Belirtilen miktarlarda bileşenleri içeren PZR tüpleri, PZR cihazına 

yerleştirildi ve TABLO 3-8’da yazan koşullarda reaksiyon gerçekleştirildi. 

 

Tablo 3-8: cDNA Sentez Koşulları 

42 ℃ 10 dakika 

50 ℃ 50 dakika 

70 ℃ 10 dakika 

 

cDNA’nın saklanması: 

6. PZR sonucunda elde edilen cDNA -20 ℃’de kısa süreli saklandı.  
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3.3.4. Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR (GZ-PZR) (Q-PCR) 

Hücre kültüründe uygulanan büyüme faktörü kombinasyonlarının gen 

ekspresyonu düzeyinde değişimlerini incelemek için Gerçek zamanlı kantitatif PZR 

yapıldı. NKH’lerin aktivasyon, proliferasyon ve migrasyonunu gösteren literatürde 

belirlenen belirteç antikorlar proje bütçesini çokça aşacağından tezde bu gen 

primerlerinin ekspresyonlarını incelemek yoluyla tespit etmeye karar verilmiştir. Bu 

bağlamda PZR’de DCX, TUBB3, Nestin ve GFAP genleri ve referans gen olarak 

GAPDH kullanıldı. Bu genlere ait primerler ise daha önce çalışılan makalelerden 

belirlenip alınmıştır. Primerlerin dizilimi TABLO 3-9’da gösterilmektedir. Gen 

ekspresyonları 1. gün, 3. gün ve 7. gün zaman dilimlerinde ayrı ayrı incelendi.  

Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR’de ekspresyon analizi için hücre kültüründen 

sonra elde edilen cDNA örnekleri ve reaksiyonda ışımayı sağlamak için ise SYBER 

Green Boyası kullanılmıştır.  

Yine PZR Plakasında negatif kontrol olarak su, pozitif kontrol olarak ise Dr. 

Özkan Özdemir’den temin edilen rat hipokampal bölge hücreleri kullanılmıştır.  

Gerçek Zamanlı Kantitatif PZR için şu basamaklar uygulandı: 

1. PZR işlemi laminer akışlı kabin içerisinde yapıldı ve kullanılacak 

malzemeler (filtreli pipet uçları, 96 kuyulu PZR plate, sling, steril su, 1.5 ml 

lik steril tüpler, pipetler (200, 10, 2.5’luk)) 15 dakika kadar kabinde UV ışını 

altında bekletildi. 

2. PZR bileşenlerini içeren ortak reaksiyon karışımı örnek miktarından %10 

fazla olacak şekilde hazırlandı. 

Ortak karışımda; PZR karışımı, primerler, steril su bulunmaktadır. 

Bileşenlerin konsantrasyonu TABLO 3-10’de gösterilmiştir.  

3. Hazırlanan reaksiyon karışımından 96 kuyulu PZR plağındaki her bir kuyuya 

19 µl oalcak şekilde dağıtıldı ve her bir örneğin kuyusuna 1 µl cDNA 

eklendi. Sling ile üzeri kapatılıp, yapıştırıldı. 

4. Hazırlanan plaka 1500 xg’de 2 dakika santrifüj edildikten sonra cihaza 

yerleştirildi. TABLO 3-11, TABLO 3-12, TABLO 3-13 ve TABLO 3-14’da 

gösterilen PZR koşullarında amplifikasyon gerçekleştirildi. 
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Tablo 3-9: Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR’da Kullanılan Primerler 

Primer Primer dizileri 

Nestin İleri Primer 5’ CCGGGTCAAGACGCTAGAAGA 3’ (144) 

Nestin Geri Primer 
5’ CTCCAGCTCTTCCGCAAGGTTGT 3’ (144) 

GFAP İleri Primer 5’ CTCCTATGCCTCCTCCGAGACGAT 3’ (144) 

GFAP Geri Primer 
5’ GCTCGCTGGCCCGAGTCTCTT 3’ (144) 

DCX İleri Primer 5’ TTGGACATTTTGACGAACGA 3’ (7) 

DCX Geri Primer 
5’ CCCTTCTTCCAGTTCATCCA 3’ (7) 

TUBB3 İleri Primer 5’ GTCCGCCTGCCTCTTCGTCTCTA 3’ (144) 

TUBB3 Geri Primer 5’ GGCCCCTATCTGGTTGCCGCACT 3’ (144) 

GAPDH İleri Primer 5’ GGTGTGAACGGATTTGGCCGTAT 3’ (144) 

GAPDH Geri Primer 
5’ CTCAGCACCAGCGTCACCCCATT 3’ (144) 

 

Tablo 3-10: PZR Reaksiyon Karışımı 

Bileşen Konsantrasyon Miktar 

2x SensiFAST SYBER No-ROX Mix 1x 10 µl 

İleri Primer (10µM) 400 nM 0.8 µl 

Geri Primer (10µM) 400 nM 0.8 µl 

H2O - 8.4 µl (10 µl’ye tamamlanacak) 

cDNA ürünü - 1 µl 

TOPLAM  20 µl 
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Tablo 3-11: Nestin Geni için Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR Programı 

Başlangıç 

Denatürasyonu 

 

95 ℃ 

 

3 dk 
 

1 Döngü 

 

Amplifikasyon 
95 ℃ 5 saniye  

 

 

45 Döngü 
68 ℃ 20 saniye 

72 ℃ 20 saniye 

 

Erime Eğrisi Analizi 
95 ℃ 5 saniye  

 

1 Döngü 
65 ℃ 1 dakika 

Soğuma 40 ℃ 20 saniye 1 Döngü 

 

 

 

Tablo 3-12: GFAP Geni için Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR Programı 

Başlangıç 

Denatürasyonu 

 

95 ℃ 

 

3 dk 
 

1 Döngü 

 

Amplifikasyon 
95 ℃ 5 saniye  

 

 

45 Döngü 
65 ℃ 20 saniye 

72 ℃ 20 saniye 

 

Erime Eğrisi Analizi 
95 ℃ 5 saniye  

 

1 Döngü 
65 ℃ 1 dakika 

Soğuma 40 ℃ 20 saniye 1 Döngü 
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Tablo 3-13: TUBB3 Geni için Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR Programı 

Başlangıç 

Denatürasyonu 

 

95 ℃ 

 

3 dk 
 

1 Döngü 

 

Amplifikasyon 
95 ℃ 5 saniye  

 

 

45 Döngü 
60 ℃ 20 saniye 

72 ℃ 20 saniye 

 

Erime Eğrisi Analizi 
95 ℃ 5 saniye  

 

1 Döngü 
65 ℃ 1 dakika 

Soğuma 40 ℃ 20 saniye 1 Döngü 

 

 

 

Tablo 3-14: DCX Geni için Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR Programı 

Başlangıç 

Denatürasyonu 

 

95 ℃ 

 

3 dk 
 

1 Döngü 

 

Amplifikasyon 
95 ℃ 5 saniye  

 

 

45 Döngü 
56 ℃ 20 saniye 

72 ℃ 20 saniye 

 

Erime Eğrisi Analizi 
95 ℃ 5 saniye  

 

1 Döngü 
65 ℃ 1 dakika 

Soğuma 40 ℃ 20 saniye 1 Döngü 
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3.4. Migrasyon Deneyleri 

Migrasyon deneyleri için Cell Asic ONIX cihazı ve o cihaza spesifik M04G 

plakları kullanıldı. Migrasyon deneyleri diğer deney setlerinden farklı olduğu için bu 

ayrı planlandı ve diğer deneyler için planlanan tüm büyüme faktörü kombinasyonları 

yerine, yalnızca FGF-2, MGF, FGF-2 + MGF seçenekleri kontrol örneği ile birlikte 

çalışıldı. Konsantrasyon olarak yine TABLO 3-4’deki konsantrasyonların aynısı 

kullanıldı.  

3.4.1. Migrasyon Plate Özellikleri  

Cell Asic ONIX Cihazı yalnızca cihaza özel plakalar kullanılarak çalıştırılabilen 

bir cihazdır. Önemli özelliklerinden biri de cihazın kendi inkübasyon ortamını 

ayarlayabiliyor olmasıdır. Bunu da özel plateleri aracığı ile  kapağına bağlanan manifolt 

ve gaz tüpleri yardımı ile yapar. Bu vesile ile hem normal şartlardaki inkübasyon 

ortamını sağlayabilir hem de hipoksi deneyleri istenilen azot ve oksijen oranında  

değiştirilerek kullanılabilir. Her deney için farklı plate seçenekleri sunulmaktadır.  

Migrasyon deneyleri için kullanılan M04G plakları da bunlardan biridir ve bu 

tezin deneylerinde bu plakalardan faydalanılmıştır.  

Plakanın görünüşü ŞEKİL 3-2’de verilmiştir. Birbirinden bağımsız 4 havuz ve 

bu havuzlara bağlanan 6 giriş, 2 çıkış kuyusu bulunmaktadır. Hücreler ŞEKİL 3-3’te 

görünen C kısmındaki PTFE halkası içerisine özel protokolü ile eklenir. Ve manifolt 

yardımı ile havuza itilir. ŞEKİL 3-3’te A kısmında cihazın protokolünde yer alan 

hücrelerin dizilimini gösteren çizim ve B kısmında hücrelerin kültüre edildikleri alan, C 

kısmında ise hücrenin ekimin yapıldığı kuyunun yakından görünümü gösterilmektedir. 

ŞEKİL 3-4’de ise deneyin ilk aşamasında, hücre ekimini gerçekleştirdikten sonraki ilk 

görsel bulunmaktadır.  

Ardından bu havuzda istenilen zaman aralığında, istenilen hızda ve istenilen 

etken maddeler alt ve üst bariyerlerden istenilen periyodlarda akıtılır. Bu ayarlama 

cihazın bağlandığı bilgisayara kurulu bir program aracılığı ile yapılır. Program 

arayüzünün görünümü ŞEKİL 3-5’te verilmiştir. Ve zaman içerisinde hücrelerin 

yönelimleri resmedilip tespit edilir.  

Bu tez dizaynı açısından migrasyon deneyleri 3 gün olarak yapıldı. Her 12 saatte 

bir fotoğraf çekildi. Ve tüm deney planı 2 tekrar olacak şekilde kuruldu.  
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Şekil 3-2: Cell Asic ONIX Cihazı M04G Plaka Görünümü 

1)Yer Çekimi Akış Girişi 2-5) Dört adet çözelti girişleri 6) bir adet hücre girişi 7-8) iki adet 

ortak çıkış.  M04G Mikroakışkan Platelerde dört adet bağımsız kültür üniteleri bulunmaktadır (A-D). 

Herbir plate kuyuların içerisinde PBS solüsyonu ile dolu şekilde gelir. Deney öncesi protokole göre bu 

solüsyon değiştirilir. Plateler tek kullanımlıktır.  
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Şekil 3-3:M04G Platelerinin daha yakından görünüşü  

 (A) Odaların Görüntüleme Penceresi (B) Kültür Odası Görünümü (C) Hücrenin 

eklendiği 6. Kuyunun yakından görünümü, PTFE halkası içerisine (10µl hacminde) hücre 

bırakılır 
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Şekil 3-4: Hücre Ekildikten Sonraki Kültür Odalarının Görünümü  

 (A) Cell Asic ONIX Protokolünde bulunan Çizim (B) Deney protokolüne uygun hücre 

ekildikten hemen sonraki deney görseli 
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Şekil 3-5: Program Yazılımının Görünümü  

 

 

3.5. Verilerin İstatistiksel Analizi  

NKH’lere hücre kültüründe yapılan uygulamaların ardından RNA izolasyonu, 

cDNA sentezi ve gen ekspresyonu analizi için Gerçek zamanlı PZR yapıldı. Yapılan 

kantitatif PZR’de örnekler duplike çalışıldı. Tüm deneyler iki tekrarlı olarak yapıldı.  

Hücre kültüründe hiçbir uygulama yapılmayan hücreler kontrol örneği olarak 

değerlendirildi. Aynı zamanda PZR’de pozitif kontrol olarak rat hipokampal 

bölgesinden izole edilen örnekler kullanıldı.  

Referans gen olarak GAPDH kullanıldı. Sonuçlar ΔCT= 2-(CTÖrnek-CTReferans) 

formülü kullanılarak hesaplandı. Daha sonra her bir örnek deneyin kendi kontrol 

örneğine -hiç bir büyüme faktörü eklenmeden deney protokolünün uygulandığı- 

bölündü (ΔCTörnek/ ΔCTkontrol). 

Ardından çıkan sonuçlar eğer 1’den büyük ise aynen alınmış, 1’den küçükse (-1) 

eklenmiştir. Böylelikle tüm örnekler kontrol örneğine sıfırlanmış ve kontrole göre artış 

veya azalış tespiti yapılmıştır.  

BrdU Analizi sonuçları da aynı şekilde kontrol örneğine göre değerlendirilmiş 

ve önce deneyin kontrol örneğine bölünmüş, ardından 1‘den büyükse aynen alınıp, 

küçükse -1 eklenmiştir.  
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Migrasyon deneyi analizleri ise tamamen görsel olarak fotoğraflardan analiz 

edilmiştir. NKH’lerin sayıca yoğunluğu, nörosferlerin varlığı, yoğunluğu ve büyüklüğü 

değerlendirilmiştir. Ayrıca görsel olarak analiz edilip sayıya dökülen bu sonuçlar Mann-

Whitney t testi kullanılarak da analiz edilmiştir.  
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4. BULGULAR 

Çalışma boyunca hücre kültüründe biri kontrol olmak üzere toplam 16 örnek 

üzerine büyüme faktörü uygulamaları yapılmıştır. Bu 16 örnekli deneyin gün bazlı 

değişimlerini incelemek üzere 1. gün 3. gün ve 7. gün gibi farklı gün seçenekleri 

düzenlenmiştir.  

Bu deney düzenekleri hem BrdU uygulaması sonrası Akım ölçer cihazında 

analiz edilmiştir. Hem de aynı deney düzeneğinden yapılıp, GZ-PZR ile 4 genin (GFAP, 

Nestin, DCX, TUBB3) anlatım düzeyine bakılmıştır.  

Migrasyon deneyleri için ise Cell Asic ONIX cihazı kullanılmıştır.  

4.1. Hücre Döngüsü Analiz Sonuçları 

NKH’ler belirtilen gün ve konsantrasyonlarda büyüme faktörleriyle muamele 

edildikten sonra BrdU eklenip Akım Ölçer cihazında analiz edilmiştir. Analiz sonucu 

hücreler G0/G1 fazı, G2/M fazı, S fazı ve Apoptotik faz olmak üzere 4 ayrı fazda 

incelenmiştir.  

Büyüme faktörlü örneklerin kontrole göre göstermiş olduğu değişimin 

değerlendirilmesi sonucu 1. gün deneylerinde FGF-2 (-1.10 kat) ve MGF (-1.18 kat) 

büyüme faktörlü deney gruplarında hücrelerin kontrole göre G0/G1 fazından çıktığı 

tespit edilmiştir. Fakat bu büyüme faktörlerinin birlikte kullanıldığı FGF-2+MGF (1.25 

kat) örneğinde ise hücrelerin G0/G1 fazında yani uyku fazında kalma oranının kontrole 

göre arttığı tespit edilmiştir.  

FGF-2 ve IGF-1 büyüme faktörlerinin tek başına uygulanmasından farklı olarak 

birlikte kullanıldığında FGF-2+IGF-1 birlikte etki göstererek hücreleri G0/G1 fazında 

tuttuğu gösterildi. (ŞEKİL 4-1’de de gösterilmiştir.) Bu da NKH karakterinde istenilen 

bir özelliktir. Hücreler quiescent (uyku) fazında tutularak proliferasyon ve farklılaşma 

(diferantiasyon) yeteneklerinin baskılanması şeklinde görülebilir. FGF-2’nin diğer 

büyüme faktörleriyle yapılan kombinasyonlarında ise aynı etki görülmemektedir. Aynı 

şekilde IGF-1’in  MGF’le yaptığı kombine etki de bu düzeyi yakalayamamıştır. BDNF 

ve EPO tek başına hücreleri G0/G1 fazından çıkarmaktadır. 
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ŞEKİL 4-2’de ki sonuçlar apoptotik faza ait sonuçlardır. Bunlara göre; FGF-2 ve 

IGF-1 tek başlarına uygulandılarında tüm zaman dilimlerinde NKH’leri apoptoza 

yönelmekten kontrole göre bir koruyucu etkisi olduğu tespit edilmiştir. 

Yine bu deney sonucunda MGF’li hücre grubu 3. günde, EPO’lu hücre grubu 3. 

ve 7. günde, BDNF’li deney grubu 1. ve 3. günde ve EGF’li deney grubu ise 3. günde 

apoptotik hücre oranını kontrole göre arttırdığı tespit edilmiştir. Fakat bu büyüme 

faktörleri FGF-2 ile kombine edilip hücrelere uygulandığında yine belirtilen günlerde 

apoptotik cevabın değiştiği, apoptotik hücre sayısının azaldığı tespit edilmiştir. Bu etki 

MGF ile oluşturulan kombine uygulamada gösterilememiştir.  

IGF-1, MGF ve EPO tek uygulandığında her bir zaman dilimi içerisinde 

NKH’leri mitoza sokarak hücrenin bölünmesine ve farklılaşmasına destek olduğu 

sonucu elde edilmiştir (ŞEKİL 4-3). Aynı şekilde FGF-2+EGF ve FGF-2+BDNF ve 

MGF+EPO ve MGF+EGF de zamana bağlı hücrenin mitoza girmesini indüklediği 

gösterilmiştir. FGF-2 ve BDNF’li deney gruplarında 1. günde hücrelerin kontrole göre 

mitoz fazında olmadığı görülürken bu büyüme faktörleri birlikte verildiğinde bu sonuç 

değişmiş ve mitoz fazına yönelim olmuştur.  

FGF-2’nin kombine uygulanmalarının uzun süreli (7 gün) kısımlarında 

NKH’lerin sentez fazda kontrole göre daha fazla kaldıkları tespit edilmiştir (ŞEKİL 4-

4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Şekil 4-1: Hücre Döngüsü Analiz Sonuçları G0/G1 Safhası  
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Şekil 4-2: Hücre Döngüsü Analiz Sonuçları – Sentez Safhası 
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Şekil 4-3: Hücre Döngüsü Analiz Sonuçları – G2+M Safhası 
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Şekil 4-4: Hücre Döngüsü Analiz Sonuçları – Apoptotik Hücre Sayısı 



4.2. Gen Anlatım Sonuçları 

4.2.1. GFAP Geni Anlatım Sonuçları 

GFAP Geninin GZ-PZR Analiz sonuçları ŞEKİL 4-5’te verilmektedir.   

GFAP Geni quiescent (suskun) NKH’lerde yüksek düzeyde  ifade edilmektedir. 

Buradan yola çıkarak GFAP gen anlatım düzeyi yüksek çıkan büyüme faktörlü deneyin 

sonuçlarında suskun NKH düzeyi yüksektir, yani NKH’lerin aktifleşme sürecinde o 

büyüme faktörünün etkisi düşüktür denilebilir.  

GFAP geni için FGF-2, EGF ve FGF-2+EGF’li hücre kombinasyonlarında ve 

tüm günlerde kontrole göre baskılanmış -düşük ekspresyon- olduğu tespit edilmiştir. 

Tüm gün seçenekleri ve diğer büyüme faktörleri içerisinde de en yüksek baskılanma 

düzeyi FGF-2+EGF kombinasyonunda 1. günde görülmüştür. Bu da FGF-2+EGF’in 

birlikte etkisinin bu büyüme faktörlerinin tek başına uygulandığı halinden daha fazla 

NKH’leri aktive ettiğini göstermektedir. 

Yine FGF-2 ve MGF büyüme faktörlü örneklerin 1. gününde de bu faktörlerin 

kombinasyonunun tek tek uygulanmış örneklere göre NKH’lerin aktivasyonunda daha 

etkili olduğu tespit edimiştir.  

Ayrıca  GFAP geninde MGF, BDNF ve MGF+IGF’in 1. gündeki azalmış 

regülasyonunun 3. gün örneklerinde artarak artmış regülasyon olarak değiştiği 

hesaplanmıştır. Bunun büyüme faktörlerinin aktivasyon üzerindeki etkilerinin daimi 

sitokin sitümilasyonuna bağlı olduğundan kaynaklı olduğu söylenebilir.  

 

4.2.2. Nestin Geni Anlatım Sonuçları 

Nestin Geninin GZ-PZR Analiz sonuçları ŞEKİL 4-6’te verilmektedir.  

Nestin Geninin ekspresyon sonuçlarında özellikle FGF-2, IGF-1, MGF, FGF-

2+IGF-1 ve FGF-2+MGF örnekleri tutarlı bi şekilde tüm günlerde artmış regülasyon 

göstermiştir.  

Çoğunlukla tüm örneklerde artmış expresyon görülmektedir. MGF+BDNF ve 

MGF+EGF örneklerinde tüm gün seçeneklerinde azalmış expresyon görülmektedir.  

FGF-2 ve MGF’li deney gruplarında 1. günde artmış expresyon görünmekte, 

BDNF’li örnekte ise yine 1. günde azalmış expresyon görünmektedir. FGF-2 ve MGF 
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büyüme fakörleri BDNF ile kombine edilerek uygulandığında ise her iki örnek de 1. 

günde azalmış expresyon olarak tespit edilmiştir.  

4.2.3. DCX geni anlatım sonuçları 

DCX Geninin GZ-PZR Analiz sonuçları ŞEKİL 4-7’te verilmektedir.  

DCX geninde tüm büyüme faktörü muamelelerinde ilk 24 saatteki sonuçlarda 

artmış regülasyon tespit edilmiştir.  

DCX geninin 1. günü açısından en yüksek upregülasyon oranı MGF+EPO 

kombinasyonunda tespit edilmiştir. MGF ve EPO’nun tek başlarına muamelesindeki 

upregülasyon oranını da çokça aştığı için bu kombinasyonun NKH’leri genç nöron 

halinde bulundurma ve göç etmesi açısından birlikte daha fazla etkilerinin olduğu 

söylenebilir. 

Ayrıca MGF’in tüm diğer kombinasyoları olan MGF+IGF, MGF+BDNF ve 

MGF+EGF’te de tek başına uygulanan oranlardan çok daha yüksek bir upregülasyon 

oranı görülmektedir. Bu açıdan MGF’in birlikte kullanıldığı diğer büyüme faktörleri ile 

birkarşılıklı etki içine girdiği söylenebilir.  

DCX geninin 3. gün sonuçlarında ise yalnızca EPO, BDNF, FGF+EPO ve 

MGF+EGF uygulamalarında upregülasyon görülmekte, bunun da 1. gün sonucuna 

kıyasla çok daha düşük oranda olduğu görülmektedir.  

Bunlar dışındaki DCX geninin tüm büyümr faktörü uygulamaları ve 

kombinasyonlarında 3. gün sonuçları downregüle olduğunu göstermektedir.  

 

4.2.4. TUBB3 Geni Anlatım Sonuçları 

TUBB3 Geninin GZ-PZR Analiz sonuçları ŞEKİL 4-8’te verilmektedir.  

TUBB3 geninde de tüm büyüme faktörleri muamelelerinde ilk 24 saatteki 

sonuçlarda artmış regülasyon tespit edilmiştir.  

FGF-2 muamelesi yapılan hücrelerde 1. günde TUBB3 Geni upregüle olmuştur. 

Burada FGF-2 etkisi ile NKH’lerin olgun nöronlara dönüşme eğilimi olduğu yorumu 

yapılabilir. Fakat bu değer 3. günde, down regülasyona düşmüş ve bu düşüs 7. günde de 

devam etmiştir. Bu FGF-2 büyüme faktörünün NKH’leri 1. gündeki olgun nöron 
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hücresine teşvik etmesi potansiyelinin uzun süreli kültürlerde kaybolduğu ve hatta 

NKH’leri dediferansiyasyona soktuğu düşünülebilir.  

Ayrıca FGF-2’li deneylerin bu 3. ve 7. gündeki baskılanmış sonucu EPO ve 

MGF’li deney gruplarındaki kombinasyonlarda da tespit edilmektedir. Hatta tek 

başlarına EPO ve MGF’li örnekler  tamamen upregüle iken, FGF-2’li örneğin kombine 

uygulandığı FGF-2+EPO ve FGF-2+MGF kombinasyonlarında 3. ve 7. günlerde 

tamamen azalmış ekspresyon olduğu görülmüştür.   

FGF-2+IGF-1 ve BDNF’li örneklerde TUBB3 geni açısından 3. gün uygulaması 

incelendiğinde 1. gün değerlerinden daha yüksek bir upregülasyon oranı görülmektedir. 

Buradan yola çıkarak FGF-2+IGF-1 kombinasyonu ve BDNF uygulamasının NKH’leri 

uzun süreli kültürde -3. güne kadar- daha çok olgun hücre fazına yönelttiği tespit 

edilmiştir.  

GFAP, Nestin, DCX ve TUBB3 genlerinin anlatım sonuçları heatmap grafiği 

şeklinde ŞEKİL 4-9’te toplu bir şekilde verilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Şekil 4-5: GFAP Geninin GZ-PZR Analiz Sonuçları 
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Şekil 4-6: Nestin Geninin GZ-PZR Analiz Sonuçları 
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Şekil 4-7: DCX Geninin GZ-PZR Analiz Sonuçları 
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Şekil 4-8: TUBB3 Geninin GZ-PZR Analiz Sonuçları 
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Şekil 4-9: GFAP, Nestin, DCX ve TUBB3 Genlerinin GZ-PZR Analizi Sonuçlarının Heatmap Grafiğinde Gösterimi 

GFAP; suskun NKH ve astrosit belirteci. Nestin; suskun NKH belirteci (fakat bu gen üzerinde tersini iddia eden tartışmalar da bulunmaktadır). DCX; 

olgunlaşmaya başlayan ve migrasyon yapabilen genç nöronların belirteci. TUBB3; olgun nöron belirteci. 



4.3. Migrasyon değerleri sonuçları 

Cell Asic ONIX cihazı ile 3 gün boyunca farklı büyüme faktörleri muamelesine 

bırakılan hücreler periyodik olarak, 12 saatte bir fotoğraflanarak deney sonunda görsel 

olarak analizi yapılmıştır. Deney iki tekrarlı olarak yapılmıştır. Aşağıda eklenen 

sonuçlar 2. tekrar deney grubuna aittir. Normal Şartlar Altında cihazın kılavuzunda da 

yazdığı gibi hücreler deney sonu fotoğraflarda tek tek tespit edilerek yukarı ya da aşağı 

ilerleme durumlarının incelenmesi planlandı. Fakat deney için bizim kullandığımız 

hücre hattı olan rat hipocampal NKH’ler nörosfer yapma ve bir araya gelme eğiliminde 

oldukları için bu durum pek mümkün olmadı. Bunun yerine nörosfer sayıları, 

büyüklükleri, yoğunlukları ve görsel olarak hücre ve nörosferlerin durumlarına dikkat 

edildi (145). 

Buna göre; herhangi bir büyüme faktörü muamelesi yapılmayan nöral kök 

hücrelerin bu faktörlerin uygulandığı diğer tüm örneklere göre sayıca daha fazla 

görünen fakat çok ufak nörosferleri bulunduğu tespit edilmiştir. FGF-2’li havuzdaki 

nörosferlerin de kontrol örneğinden nörosfer büyüklüğü ve yoğunluğu açısından bariz 

fark vardır. Fakat en büyük fark MGF’li solüsyonlu bulunan havuzdaki hücrelerde 

görüünmektdir. Nörosferler bir araya gelme eğilimi göstermiş ve büyük nörosferler 

oluşturmuşlardır. Sonuçlara göre oluşturulan  TABLO 4-1’de verilmiştir.  

Mann-Withney t testi ile yapılan istatistiksel analiz sonucu 5 mm ve altındaki 

nörosferlerin olduğu sonuçlarda FGF-2 için p value değeri 0,8457, MGF’li deney için p 

value değeri >0,9999, FGF-2+MGF için p value değeri >0,9999’tir.  

5-10 mm arasındaki nörosferlerin bulunduğu deney sonuçlarında FGF-2 için p 

value değeri  0,3333, MGF’li deney için p value değeri >0,9999, FGF-2+MGF için p 

value değeri >0,9999’tir. 

10-20 mm arasındaki nörosferlerin bulunduğu deney sonuçlarında FGF-2 için p 

value değeri  >0,9999, MGF’li deney için p value değeri 0,3333, FGF-2+MGF için p 

value değeri 0,3333’tir. 

20 mm ve üstündeki nörosferlerin bulunduğu deney sonuçlarında FGF-2 için p 

value değeri >0,9999, MGF’li deney için p value değeri >0,9999, FGF-2+MGF için p 

value değeri >0,9999’tir. 
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Tablo 4-1: Migrasyon Deneyleri Sonucu Boyutlarına Göre Nörosfer Sayıları 

Boyutlar 

 

Kontrol Örneği FGF-2 ve 

Normal Besiyeri 

MGF ve Normal 

Besiyeri 

FGF-2+MGF ve 

Normal Besiyeri 

 

5 mm ve altındaki 

nörosferler (küçük) 

14            ±4 14,5         ±0,5 13           ±2 14          ±1 

5 – 10 mm arasındaki 

nörosferler (orta) 

3,5           ±0,5 6,5           ±0,5 2             ±2 5,5         ±3,5 

10-20 mm arasındaki 

nörosferler (büyük) 

4               ±1 3,5            ±0,5 1,5          ±0,5 1 

20 mm ve üstündeki 

nörosferler (çok 

büyük) 

1,5           ±1,5 1  3 2,5         ±0,5 

 

 



 

Şekil 4-10: Migrasyon Deneyi Kontrol Örneği.   

Bu deney dizaynında plakanın hem üst hem de alt bariyerinden kültür besiyeri verilmiştir. (A) Hücrelerin M04G plakalarına ilk aktarıldığı 

zamanki görünüm, (B) Deneyin 12. saatindeki görüntüsü, (C) Deneyin 24. saatindeki görüntüsü, (D) Deneyin 36. saatindeki görüntüsü, (E) Deneyin 48. 

saatindeki görüntüsü, (F) Deneyin 60. saatindeki görüntüsü, (G) Deneyin 72. saatindeki görüntüsü, (H) G Görselinin büyütülmüş hali 
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Şekil 4-11: Migrasyon Deneyi - FGF-2 ve Normal Besiyeri Örneği  

Bu deney dizaynında plakanın üst bariyerinden FGF-2 büyüme faktörlü besiyeri, alt bariyerinden ise yalnızca normal kültür besiyeri verilmiştir. (A) 

Hücrelerin M04G plakalarına ilk aktarıldığı zamanki görünüm, (B) Deneyin 12. saatindeki görüntüsü, (C) Deneyin 24. saatindeki görüntüsü, (D) Deneyin 36. 

saatindeki görüntüsü, (E) Deneyin 48. saatindeki görüntüsü, (F) Deneyin 60. saatindeki görüntüsü, (G) Deneyin 72. saatindeki görüntüsü, (H) G Görselinin 

büyütülmüş hali 
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Şekil 4-12: Migrasyon Deneyi - MGF ve Normal Besiyeri Örneği.  

Bu deney dizaynında plakanın üst bariyerinden MGF büyüme faktörlü besiyeri, alt bariyerinden ise yalnızca normal kültür besiyeri verilmiştir. (A) 

Hücrelerin M04G plakalarına ilk aktarıldığı zamanki görünüm, (B) Deneyin 12. saatindeki görüntüsü, (C) Deneyin 24. saatindeki görüntüsü, (D) Deneyin 36. 

saatindeki görüntüsü, (E) Deneyin 48. saatindeki görüntüsü, (F) Deneyin 60. saatindeki görüntüsü, (G) Deneyin 72. saatindeki görüntüsü, (H) G Görselinin 

büyütülmüş hali 
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Şekil 4-13: Migrasyon Deneyi - FGF-2+MGF ve Normal Besiyeri Örneği.  

Bu deney dizaynında plakanın üst bariyerinden FGF-2+MGF büyüme faktörlü besiyeri, alt bariyerinden ise yalnızca normal kültür besiyeri verilmiştir. 

(A) Hücrelerin M04G plakalarına ilk aktarıldığı zamanki görünüm, (B) Deneyin 12. saatindeki görüntüsü, (C) Deneyin 24. saatindeki görüntüsü, (D) Deneyin 

36. saatindeki görüntüsü, (E) Deneyin 48. saatindeki görüntüsü, (F) Deneyin 60. saatindeki görüntüsü, (G) Deneyin 72. saatindeki görüntüsü, (H) G Görselinin 

büyütülmüş hali. 



5. TARTIŞMA 

Postnatal beyinde nörogenezin keşfedilmesinden bu yana nöral kök hücrelerin 

aktivasyon, proliferasyon ve migrasyonunda etkisi olan etmenler çok tartışılmakta, 

bilim insanları tarafından çok araştırılmaktadır. Buradan yola çıkarak bu projede 

kurduğumuz hipotez FGF-2, MGF, IGF-1, EPO, EGF ve BDNF’in ve bazı 

kombinasyonlarının NKH aktivasyon proliferasyon ve migrasyonunda etkisininin 

olduğu yönünde idi.  

Bu hipotezi test etmek için geliştirilen deneysel platformlarda: Rat Hipokampal 

kökenli NKH’ler hücre kültüründe uygun koşullarda yetiştirildi. TABLO 3-4’de 

belirtilen büyüme faktörleri tek başlarına ve belirtilen kombinasyonlarda hücrelere 

uygulandı.  

Bu deney dizaynı 3 ayrı zaman diliminde incelenmiştir: 1. gün, 3. gün, ve 7. 

gün.  Ardından bu NKH’lere BrdU eklenerek Akım Ölçer Cihazı ile hücre döngüsü 

analizi yapılmıştır. Diğer yandan benzer şekilde yapıla bir diğer deneyden elde edilen 

hücrelere GZ-PZR yapılarak GFAP, Nestin, DCX ve TUBB3 genlerinin gen ekspresyon 

değişimleri tespit edilmiştir. Tüm bunların dışında Cell Asic ONIX cihazı ile yalnızca 

FGF-2, MGF ve FGF-2+MGF büyüme faktörü gruplarının migrasyon düzeyleri 

değerlendirilmiştir. Her bir deney iki kere tekrar edilmiştir.  

5.1. Aktivasyon Deneyleri 

NKH’lerin yer aldıkları rezervuarlarda quiescent -suskun- halde bulundukları 

önceki çalışmalarca elde edilmiş bir bilgidir. Bu suskun haldeki NKH’ler herhangi bir 

yaralanma anında aktive olup farklılaşarak dejenere olmuş bölgeye göç etmektedirler. 

Bu aktivasyon aşamasında burada oluşturulan deney düzeneği ile  bu aşamada rolleri 

olduğu düşünülen büyüme faktörleri test edilmiştir.  

Hücrelere, hücre kültüründe TABLO 3-4’de belirtilen büyüme faktörleri 

eklenmiş ve 1. gün, 3. gün ve 7. gündeki değişimleri ölçülmüştür. Bu aşamada astrosit 

belirteci olduğu bilinen ve quiescent/suskun NKH’ler tarafından ekspresse olan GFAP 

geninin ürününün PZR yöntemi kullanılarak tayini yapılmıştır.  

GFAP geninin ekspresyonu quiescent (suskun) NKH’lerde yüksek düzeyde 

görülmektedir. Buradan yola çıkarak GFAP gen anlatım düzeyi yüksek çıkan büyüme 



 64 

faktörü sonuçlarında suskun NKH düzeyi yüksektir, yani NKH’lerin aktifleşme 

sürecinde o büyüme faktörünün etkisi düşüktür/yoktur denilebilir. GFAP down 

regülasyon görünmüş ise o büyüme faktörünün nöral kök hücreleri aktive etmekte 

kontrole göre başarılı olduğu söylenir ve NKH’leri diferansiyasyon fazına soktuğu 

düşünülür.   

Buna göre; GFAP geni için 1. gündeki deney sonuçlarında FGF-2’nin tek başına 

uygulaması NKH’leri kontrole göre -1.27 kat, IGF-1 -2.38 kat, MGF -1.38 kat ve 

BDNF ise -1.62 kat  NKH aktivasyonunu arttırdığı tespit edilmiştir.  

FGF-2+MGF kombinasyonunun NKH’lerin aktivasyonunda oynadığı rol ise 

deney sonuçlarında kontrole oranla -3.07 kat fazla çıkmıştır. (Sonuçlardaki down 

regülasyon hücrelerin aktive olmuş hali ile ilişkilendirilir.) Bu büyüme faktörlerinin 

yalnız başına uygulamalarının sonuçları (FGF-2: -1.27 kat, MGF: -1.38 kat) 

düşünüldüğünde bu FGF-2+MGF kombinasyonun NKH’leri aktive etme açısından daha 

fazla etkili olduğu söylenebilir.  

FGF-2+IGF-1 kombinasyonu ise 1. günde NKH’leri kontrole göre -2.44 kat 

oranında aktive etmiştir. Bu açıdan bu kombinasyonun da FGF-2 (-1.27 kat) ve IGF-1 (-

2.38 kat) büyüme faktörlerinin yalnız başına uygulamalarından pozitif yönde bir farkı 

olduğu tespit edilmiştir. Bu tespit daha önce de literatürde yer alan bilgileri 

doğrulamaktadır (16,23,45).  

En yüksek nöral kök hücre aktivasyon oranı (GFAP gen ekspresyonu açısından 

down regülasyon) FGF-2+EGF (-3.86 kat) kombinasyonunda tespit edilmiştir. Bu oran 

aynı zamanda bu büyüme faktörlerinin tek başlarına uygulamalarından (FGF-2: -1.27 

kat, EGF: -2.46 kat) daha fazla NKH’leri aktive ettiği tespit edilmiştir.  

GFAP ekspresyonunu 1. günde arttırdığı gösterilen tek örnek EPO olmuştur 

(1.16 kat). Buradan yola çıkarak EPO’nun NKH’leri suskun halde tutmaya yönelttiği 

yorumu yapılabilir. EPO’nun kombine edildiği FGF-2+EPO (-2.84 kat) ve MGF+EPO 

(-1.05 kat) kombinasyonlarında ise yine 1. gün açısından bu durumun tersine döndüğü, 

NKH’leri aktive etme yoluna dönüştüğü görünmüştür. Daha önceki literatür 

taramalarında EPO’nun nöral kök hücrelere mikroçevre hazırladığına refere edilen 

çalışmalar düşünüldüğünde, EPO’nun, yanındaki bir diğer büyüme faktörünün etkisini 

mikroçevre hazırladığı için güçlendirdiği fakat kendisinin tek başına 1. gün açısından 

NKH aktivasyonununda pek etkisi olmadığı söylenebilir.  
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FGF-2+BDNF kombinasyonunun NKH’lerin aktivasyonunda oynadığı rol ise 

deney sonuçlarında kontrole oranla 1. gün  -3.03 kat fazla çıkmıştır. Bu büyüme 

faktörlerinin yalnız başına uygulamalarının sonuçlarını (FGF-2: -1.27 kat, BDNF: -1.62 

kat) düşünüsek bu kombinasyonun da NKH’leri aktive etmede katkısı fazladır 

diyebiliriz.  

Ayrıca toplamda FGF-2 ile kombine edilen tüm büyüme faktörleri, FGF-2’nin 

tek başına uygulamasından daha fazla NKH’leri aktivasyon yoluna soktuğu tesppit 

edilmiştir. Bu da FGF-2’nin başka büyüme faktörleri ile kombine uygulandığında tek 

başına uygulanmasına göre etkisinin NKH’leri aktive etme lehine arttığını 

göstermektedir. 

MGF büyüme faktörü tek başına uygulandığında 1. günde NKH’leri (-1.38 kat) 

aktive ettiği görünmüştür.  

MGF+IGF-1 kombinasyonunda 1. günde bu oran -2.43 kat ile her iki büyüme 

faktörünün de tek başına uygulamasının üstüne çıkmıştır.  

MGF+BDNF kombinasyonu ise 1. günde -1.85 kat kontrole göre NKH’leri 

aktivasyona yönlendirmiştir.  

GFAP geni ekspresyon sonuçlarında bir diğer farklı veri ise 3. günlerdeki MGF, 

BDNF ve MGF+IGF-1 büyüme faktörü ve/veya kombinasyonlarında yaşanmıştır. MGF 

büyüme faktörü uygulanmış deneyde 1. gün -1.38 kat kontrole oranla NKH’leri aktive 

ettiği görülürken 3. günün sonunda burada bir artmış regülasyon olmuş ve 1.16 kat 

GFAP gen ekspresyonunun arttığı yani NKH aktivasyonunun azaldığı tespit edilmiştir. 

Bu azalma 7. gün yeniden NKH aktivasyonuna dönüşmüştür (-2.30 kat). 

Yine BDNF büyüme faktörü uygulanmış 1. gün deneyinde -1.62 kat tespit edilen 

GFAP gen ekspresyonu 3. gün 1.37’ye çıkmış yani NKH aktivasyonu kontrole göre 

oldukça azalmıştır. 7. gün deneylerinde bu oranın yeniden -2.12 kat arttığı tespit 

edilmiştir.  

Aynı şekilde MGF+IGF-1 kombinasyonunda da 1. gün deneylerinde -2.43 kat 

NKH aktivasyonu açısından pozitif etki tespit edilmiş, bu etki 3. gün deneyinde 1.19 kat 

olmuş yani NKH’lrein suskun faza yöneldiği görülmüş ve 7. günde yeniden -1.24 kat 

oranına değişmiştir.   
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Bunun nedeni olarak bu büyüme faktörü ve/veya kombinasyonlarının ilk etki 

olarak nöral kök hücreleri aktive ettiği fakat bu etkisinin uzun süreli devam etmesi için 

daimi bir sitokin sitimülasyonuna ihtiyaç duyduğu söylenebilir. Hatta uzun vadede (3. 

gün) bu hücreleri de-diferansiye ettiği yani aktive olmuş NKH’leri yeniden 

inaktif/suskun faza yönelttiği düşünülebilir.  3. gündeki bu etkiden sonra 7. günde 

yeniden NKH aktivasyonu üzerinde pozitif etki göstermeleri, öncelikle deney 

uygulamasından kaynaklanabileceği düşünülmüştür. Çünkü deneyler sırasında büyüme 

faktörleri hücrelere uygulandıktan sonra (0. saat) ilk deney grubu 24. saatte 

durdurulmuş, diğer deney grubu (3. gün) 72. saatte durdurulmuş ve analiz edilmiştir. 7. 

gün deneyleri için ise yaklaşık 72. saatte kültür kaplarındaki besiyeri, taze büyüme 

faktörlü besiyeri ile yenilenmiştir. Bu sebeple bu ve toplamda tüm deneylerdeki 7. gün 

sonuçlarını değerlendirirken bu faktörü göz önüne alarak, 7. gün sonuçları için; 1. ve 3. 

gündeki büyüme faktörü muamelesinin devamı, ve uzun vadedeki etkisi olarak ifade 

edilmekten kaçınılmıştır. Fakat 7. Gün deneyleri de kendi için iki doz uygulamanın 

gösterildiği özgün bir deney sonucu oluşturmatadır.  

Gün bazlı değerlendirme de 1. günkü sonuçlarda NKH aktivasyonunda pek 

etkisi bulunmadığı gösterilen EPO’nun 3. ve 7. gündeki deneylerde NKH aktivasyonu 

üzerindeki etkisi oluşmaya başlamıştır. Burada EPO’nun uzun süreli kültürde NKH 

aktivasyonu üzerinde bir etki yaratabildiği sonucu çıkarılabilir.  

Bunlar dışında toplamda diğer büyüme faktörleri ve kombinasyonlarında (FGF-

2, IGF-1, EGF, FGF-2+IGF-1, FGF-2+MGF, FGF-2+EPO, FGF-2+EGF, FGF-

2+BDNF, MGF+BDNF, MGF+EGF) 3. gün GFAP ekspresyon sonuçları 1. Gün 

sonuçlarına oranla daha düşüktür. Bunun da sebebi olarak bu büyüme faktörlerinin 

sürekli enjeksiyonunun bu etkileri gösterdiği, tek muamelenin devamlı uzun süreli etkisi 

olmadığını düşündürmektedir.  

Bir tek MGF+EPO (1. gün: -1.05; 3. gün: -1.43 kat; 7. gün: -2.59 kat) 

kombinasyonu sonuçlarında 1. gün, 3. güne oranla daha çok aktivasyon oranı göstererek 

devam etmiştir; yine aynı düzende 7. gün de, 3. güne oranla daha çok ekspresyon 

göstermiştir. EPO’nun tek başına uygulamasının 3. günde NKH’leri aktive etme lehine 

değiştirdiğini de göz önünde bulundurursak uzun vadede MGF+EPO 

kombinasyonununda NKH aktivasyonu üzerinde etkisi vardır diyebiliriz.  
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Nestin geni literatürde üzerinde hala tartışmalar olan, suskun NKH’lerin ekspre 

edip etmediği yönünde bir görüş birliğine varılamayan bir gendir. Doğrudan antikorları 

ile çalışma da yüksekk lisans tez projesi için maaliyeti arttıracağından dolayı üzerine 

tartışma yapılamamıştır.  

 

5.2. Proliferasyon Deneyleri 

Bu aşamada da DCX ve TUBB3 gen ürünlerinin GZ-PZR sonuçları kontrolle  

kıyaslanarak incelendi. DCX özellikle henüz olgunlaşmaya başlayan genç nöronlar ile 

migrasyon belirteci olarak kullanılmaktadır. TUBB3 ise olgun nöron hücresinin 

belirteci olarak kullanılmaktadır (146,147). 

Hem DCX geni için hem de TUBB3 geni için tüm büyüme faktörlerinin 

uygulamaları ve kombinasyonlarında ilk 24 saatteki sonuçlarda upregülasyon tespit 

edilmiştir.  

DCX geninin 1. günü açısından en yüksek upregülasyon oranı MGF+EPO 

(11.60 kat) kombinasyonunda tespit edilmiştir. MGF (3.67 kat) ve EPO’nun (5.28 kat)  

tek başlarına muamelesindeki upregülasyon oranını da çokça aştığı için bu 

kombinasyonun NKH’leri genç nöron halinde bulundurma ve migrate etmesi açısından 

karşılıklı etkileri olduğu söylenebilir. Ayrıca bu sonuç TUBB3 genindeki sonuçlar ile de 

konfirme edilmektedir. TUBB3 geninde de 1. günde MGF+EPO artmış regülasyon 

oranı diğer büyüme faktörlerinin içinde en yüksek ikinci sıradadır (2.41 kat). Buradan 

bu büyüme faktörü kombinasyonunun NKH’leri prolifere etme eğiliminde olduğunu ve 

migrate edip olgun nöron olmaya yönelttiğini söyleyebiliriz.  

Ayrıca DCX geninde MGF’in tüm kombinasyolarında (FGF-2+MGF (5.46 kat), 

MGF+IGF-1 (8.59 kat), MGF+EPO (11.60 kat), MGF+BDNF (8.12 kat) ve MGF+EGF 

(8.12 kat) ) MGF’in (3.67 kat)  tek başına uygulanan oranlarından çok daha yüksek bir 

upregülasyon oranı görülmektedir. Bu açıdan MGF’in birlikte kullanıldığı diğer 

büyüme faktörleri ile NKH’leri prolifere edip migrasyona yönlendirmesi açısından 

pozitif yönde bir etki içine girdiği söylenebilir.  

Ayrıca yine literatüre yeni geçen bir yayına göre de MGF’in nöral kök hücreleri 

olgunlaşmaya teşvik ettiği ve genç nöron seviyelerinde tutmaya katkısı olduğu 
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belirtilmiştir. EPO’nun ise göç eden hücrelere mikroçevre hazırladığı bilgisi ile birlikte 

düşünüldüğünde bu bulgu da son yayını destekler niteliktedir (148,149).  

Sonuçlarımıza göre DCX gen ekspresyon sonuçlarında tüm büyüme faktörü ve 

kombinasyonlarında 1. günde görülen artmış regülasyon, 3. günde bazı büyüme faktörü 

ve kombinasyonlarında downregüle olmuştur. Artmış regülasyon devam edenlerde ise 

bu oran oldukça düşmüştür. FGF-2 (6.29 kat, -1.23 kat), IGF-1 (2.87 kat, -1.60 kat), 

MGF (3.67 kat, -1.73 kat), EPO (5.28 kat, 1.03 kat), BDNF (2.99 kat, 1.72 kat), EGF 

(4.92 kat, -1.22 kat), FGF-2+IGF-1 (5.52 kat, -1.26 kat), FGF-2+MGF (5.46 kat, -2.08 

kat), FGF-2+EPO (3.76 kat, 1.35 kat), FGF-2+EGF (8.55 kat, -1.80 kat), FGF-2+BDNF 

(5.31 kat, -1.41 kat), MGF+IGF-1 (8.59 kat, -1.10 kat), MGF+EPO (11.60 kat, -1.06 

kat), MGF+BDNF (8.12 kat, -1.09 kat), MGF+EGF (8.12 kat, 1.04 kat) (paratez içinde 

ilk sırada yazılanlar 1. gün, ikinci sıradakiler ise 3. gün sonuçlarıdır).  

Bu sonuçlar 7. günde diğer günlere kıyasla çok ufak bir oranda da olsa yeniden 

upregüle olarak devam etmiştir. Buna daha önce bahsettiğimiz aradaki besleme neden 

olmuş olabilir. Böyle bile olsa devamlı büyüme faktörü sitümilasyonunun DCX geni 

üzerinde ilk gündeki etki kadar etkisi olmadığı görülmektedir.  

Birinci gün deneyinde DCX geninde tüm büyüme faktörleri ve kombinasyonları 

aktivasyona neden olmuştur. Böylelikle bu faktörlerin tamamının ilk 24 saatte aktive 

olan hücreleri olgun nöron fazı aşamalarından genç nöron fazında tuttuğu /getirdiği ve 

migrasyon yapma eğiliminde olduğu söylenebilir.  

DCX geninin 3. gün sonuçlarında ise yalnızca EPO (5.28 kat; 1.03 kat), BDNF 

(2.99 kat; 1.72 kat), FGF+EPO (3.76 kat; 1.35 kat) ve MGF+EGF (8.12 kat; 1.04 kat) 

uygulamalarında upregülasyon görülmekte, onda da 1. gün sonucuna kıyasla çok daha 

düşük oranda olduğu görülmektedir (parantez içlerinde ilk veri 1. gün, ikinci veri 3. gün 

verisidir).  

Bunlar dışındaki DCX geninin tüm büyüme faktörü uygulamaları ve 

kombinasyonlarında 3. gün sonuçları downregüle olduğunu göstermektedir. Bu da bize 

NKH’lerin genç nöron aşamasında kalması, migrasyona uğrayabilmesi için daimi 

sitokin sitümilasyonunun gerektirdğini düşündürmektedir.  
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Bir diğer ölçülen gen TUBB3 gen ekspresyonudur. TUBB3 olgun nöron 

belirtecidir.  

TUBB3 geni açısından 1. günde FGF-2 (gün bazında sırasıyla 1.10 kat, -1.06 

kat, -1.27 kat) muamelesi yapılan hücreler upregüle olmuştur. Burada FGF-2 etkisi ile 

NKH’lerin olgun nöronlara dönüşme eğilimi olduğu yorumu yapılabilir. Fakat 3. gün bu 

değer, down regülasyona düşmüş ve bu düşüs 7. günde de devam etmiştir. Bu FGF-2 

büyüme faktörünün NKH’leri 1. gündeki olgun nöron hücresine teşvik etmesi 

potansiyelinin uzun süreli kültürlerde kaybolduğu ve hatta NKH’leri dediferansiyasyona 

soktuğu düşünülebilir.  

Ayrıca FGF-2’in bu 3. ve 7. gündeki baskılanmış sonucu FGF-2+EPO (1.38 kat, 

-1.03 kat, -1.13 kat) ve FGF-2+MGF (1.57 kat, -1.34 kat, -1.09 kat) 

kombinasyonlarında da tespit edilmektedir. Hatta tek başlarına EPO (1.52 kat, 1.04 kat, 

1.21 kat) ve MGF (2.46 kat, 1.02 kat, 1.03 kat) tamamen upregüle iken, FGF-2’nin 

kombine uygulandığı FGF-2+EPO (1.38 kat; -1.03 kat; -1.13 kat) ve FGF-2+MGF (1.57 

kat; -1.34 kat; -1.09 kat) kombinasyonlarında 3. ve 7. günlerde tamamen downregüle 

olduğu görülmüştür.   

GFAP geninin astrositlerin suskun hücrelerin belirteci olduğu düşünüldüğünde 

MGF (GFAP geni 1. gün: -1.38 kat; 3. gün: 1.16 kat) büyüme faktörlü örnek için 1. gün 

deneyinde downregüle olan, yani quiescent/suskun halden çıkıp aktive olan NKH’ler  3. 

günde upregüle olmuştur. Bu sonuç bize 24 saatlik MGF muamelesinde suskun halden 

çıkıp aktive olan NKH’lerin, 3 günlük kültür süresi boyunca MGF etkisi ile yeniden 

quiescent hale dönme eğilimi gösterdiğini yani dediferansiye olduğunu 

düşündürmektedir.  Bu büyüme faktörü muamelesine maruz kalan örnekler (MGF’li 

örnekler) (DCX geni için 1. gün: 3.67 kat; 3. gün: -1.73 kat) aynı zamanda DCX 

geninde 1. günde upregüle iken 3. günde downregüle olmuştur. Bu kurduğumuz 

önermeyi güçlendirmektedir.  

Yine benzer bir örnek MGF+IGF-1 kombinasyonunda da yaşanmaktadır. Burada 

MGF+IGF-1 örneği 1. günde GFAP geninde downregüle olmuş (GFAP geni için 

sırasıyla; -2.43 kat, 1.19 kat), aynı şekilde genç nöronların ve aynı zamanda migrasyon 

belirteci DCX geninde de upregülasyon görülmüştür (DCX geni için sırasıyla; 8.59 kat, 

-1.10 kat). Ve olgun nöron belirteci TUBB3 geni de aynı oranda 1. gün upregüle 

olmuştur (MGF+IGF-1 (TUBB3 geni için sırasıyla; 1.56 kat, -1.35 kat). 3. günkü deney 
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ölçümlerinde GFAP’nin upregüle olduğu, DCX ve TUBB3 genlerinin downregüle 

olduğu görülmektedir.  

TUBB3 geni açısından BDNF ve FGF-2+IGF-1 örneklerinin uygulandığı 

deneylerde ise TUBB3 upregülasyon oranlarının 3. günleri örneklerin kendi 1. gün 

sonuçlarından fazla olduğu görünmüştür burada bu büyüme faktörlerinin muamelesinin 

nispeten uzun sürede NKH’lerin olgun nöron haline gelmesini teşvik ettiğini 

düşündürmektedir. Bu örneklerin DCX geni sonuçlarına bakıldığında 3. günde düşüş 

olduğu görünmektedir. Özellikle FGF-2+IGF-1 örneğinde bu düşüş downregülasyona 

ilerlemiştir. Bu açıdan bakıldığında özellikle FGF-2+IGF-1 örneğinin NKH’leri olgun 

nöron fazına daha çok ilerletme eğiliminde olduğu düşünülmektedir.  

Olgun nöron belirteci olan TUBB3’te toplamda 1. gün sonuçlarının tüm büyüme 

faktörleri ve kombinasyonlarının kontrole göre upregüle olduğunu görülmektedir. Yani 

bu büyüme faktörleri ve kombinasyonlarının uygulanması sonrası 24 saatte olgun nöron 

yapımına katkı sunmaktadır. Fakat bu upregülasyon oranları DCX’inki kadar yüksek 

değildir. Buradan bu büyüme faktörlerinin NKH’leri daha çok genç nöron fazında tutma 

eğilimlerinin fazla olduğu söylenebilir.  

 

5.3. Hücre Döngüsü Analiz Sonuçları  

Apoptozdan koruma, BrdU eklenerek, Akım Sitometri cihazında ölçülerek test 

edilmiştir. ŞEKİL 4-2’de de görülen kontrole göre değerlendirilen sonuçlara göre; FGF-

2 (gün sırasıyla; -1.46 kat, -1.39 kat, -1.87 kat) ve IGF (-1.26 kat, -1.19 kat, -1.06 kat) 

tek başlarına NKH’ler için apoptoza karşı  bir direnç oluşturmaktadılar.  

MGF (-1.33 kat, 1.65 kat, -1.14 kat) ve EGF (-1.04 kat, 1.20 kat, -1.15 kat)’in 3. 

gün deneylerinde;  BDNF’in (1.07 kat, 1.12 kat, -1.20 kat) 1. ve 3. gün deneylerinde; 

EPO (-1.09 kat, 1.14 kat, 1.08 kat) ‘nun ise 3. veya 7. günlerinde apoptotik fazda bir 

artmış regülasyon görülmüştür. Bu büyüme faktörlerinde belirtilen günlerde hücreleri 

apoptoza yöneltiği yada nöral kök hücreleri apoptozdan korumadığı yönünden 

değerlendirilebilir.  

Bunun yanında FGF-2; yalnız kullanıldığında upregülasyon gösterdiği tespit 

edilen EPO, EGF ve BDNF ile birlikte kullanılınca farklı etki göstermiş ve NKH’lerinin 

apoptozdaki cevabı değişmiş, direnç gelişmiştir. Tüm deney zamanlarında downregüle 
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olmuş, apoptoza karsı bir koruma geliştirmiştir. (FGF-2+EPO; -1.44 kat, -1.27 kat, -

1.54 kat) (FGF-2+EGF; -1.74 kat, -1.70 kat, -1.65 kat), (FGF-2+BDNF; -1.69 kat, -1.21 

kat, -1.86 kat). Bu etki MGF ile oluşturulan kombine uygulamada bu şekilde 

gösterilememiştir.  

Fakat MGF kendi içinde ayrı ilginç sonuç göstermiştir. MGF muamalesi olan 

hücreler 1. gün downregüle olmuş yani kontrole göre ölen hücre sayısının daha az 

olduğu tespit edilmiştir. Fakat bu oran 3. gün artmış regülasyon göstermiş yani ontrole 

oranla MGF uygulanmış NKH’lerdeki apoptotik hücre oranı fazla çıkmıştır. Ardından 

7. gün yeniden NKH’lerin apoptozdan korunması yani azalmış regülasyon söz 

konusudur.  

MGF (-1.33 kat, 1.65 kat, -1.14 kat) ile kombine edilen tüm büyüme faktörü 

kombinasyonlarında FGF-2+MGF (-2.04 kat, 1.07 kat, -1.80 kat), MGF+EPO (-1.25 

kat, 1.08 kat, -1.08 kat), MGF+IGF-1 (-1.79 kat, 1.06 kat, -1.42 kat), MGF+BDNF (-

1.27 kat, 1.25 kat, -1.21 kat), MGF+EGF (-1.38 kat, 1.20 kat, -1.30 kat) 1. gün down 

regülasyon, 3. gün up regülasyon ve 7. gün yeniden down regülasyon oranları aynı 

şekilde gözlemlenmektedir.  

En yüksek down regülasyon sonucu FGF-2+MGF kombinasyonunun 1. gününde 

ortaya çıkmıştır (-2.04 kat). MGF’in birlikte bulunduğu tüm kombinasyonlarda ilk 24 

saatte NKH’leri apoptoza karşı koruduğunu söylenebilir.  Literatür ile uyumlu bu 

sonucun devamlı gerçekleşmesi için daimi bir MGF muamelesi gereli olduğu tespit 

edilmiştir.  

NKH’lerin büyüme faktörleriyle yapılan muamelesi sonucunda hücre döngüsü 

analizi ile  kontrole göre göstermiş olduğu değişimin değerlendirilmesi sonucu (ŞEKİL 

4-1)  IGF-1’in (G0/G1 fazı için sırasıyla; 1.10 kat; -1.05 kat; -1.08 kat) tek başına 

uygulamasının  G0/G1 safhasında 1. günde upregüle olduğu görülmektedir. G0/G1 fazı 

hücrelerin uyuklar halde beklediği bir fazdır. Bu sonuçlar IGF-1’in hücreleri senteze ve 

mitoza yöneltmektense hücreleri G0/G1 fazında, uyuklar halde beklettiği hipotezini 

düşündürmektedir. Aynı şekilde aynı deney dizaynında S fazında 1. güne baktığımızda 

da IGF-1’in downregüle olduğu görülmektedir. Burdan yola çıkarak IGF-1’in hücreleri 

daha ziyade uyku fazında tuttuğu diğer sonuç ile de desteklenmektedir.  

Ayrıca FGF-2 ve IGF-1 ikili kullanıldığında farklı etki göstererek hücreleri 

G0/G1 fazında tutar. Hücreler quiescent (uyku) fazında tutularak proliferasyon ve 
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diferansiyasyona olma yeteneklerinin baskılanması şeklinde görülebilir. FGF-2’nin 

diğer büyüme faktörü kombinasyonlarında ise aynı etki görülmemektedir. Aynı şekilde 

IGF-1’in  MGF’le yaptığı kombine etki de bu düzeyi yakalayamamıştır.  

FGF-2 (-1.10 kat) ve MGF’in (-1.18 kat)  uygulandığı deney gruplarının 1.gün 

sonuçlarında NKH’lerin kontrole göre uyku fazından çıktığı tespit edilmiştir. Fakat bu 

büyüme faktörlerinin birlikte uygulandığı FGF-2+MGF örneğinde ise bu etkinin terse 

döndüğü ve bu kombinasyonun 1.25 kat oranında NKH’leri uyku fazında belettiği 

sonucu elde edilmiştir. Burada bu büyümne faktörlerinin karşılıklı etkisi sonucu bu etki 

gözlemlenmiştir.  

ŞEKİL 4-3’te, yani G2+M fazında ise IGF-1 (1.22 kat, 1.30 kat, 1.20 kat), MGF 

(1.08 kat, 1.31 kat, 1.19 kat) ve EPO (1.18 kat, 1.17 kat, 1.00 kat) tek uygulandığında 

uygulanılan her bir zaman dilimi içerisinde NKH’leri mitoza sokarak hücrenin 

bölünmesine ve farklılaşmasına destek olmuşlardır. Aynı şekilde FGF-2+EGF (1.29 kat, 

1.18 kat, 1.26 kat) ve FGF-2+BDNF (1.06 kat, 1.09 kat, 1.19 kat) ve MGF+EPO (1.00 

kat, 1.28 kat, 1.18 kat) ve MGF+EGF (1.16 kat, 1.35 kat, 1.25 kat) kombinasyonlarında 

da zamana bağlı kalmaksızın hücrenin mitoza girmesini indüklediği gösterilmiştir.  

FGF-2 ve BDNF’in tek başına muamelesinde 1. günde NKH’leri mitoz fazına 

yöneltmede kontrole göze etkisiz olduğu tespit edilmiştir. Fakat bu büyüme 

faktörlerinin birlikte uygulandığı FGF-2+BDNF örneğinde ise bu etkinin terse döndüğü 

ve bu kombinasyonun 1.06 kat oranında NKH’leri mitoza indüklediği tespit edilmiştir. 

Burada bu büyümne faktörlerinin karşılıklı etkisi sonucu bu etki gözlemlenmiştir.  

 

Tüm deneylerde gün ve sbüyüme faktörü muamelesi kısımları şu şekilde 

ilerlemiştir; Hücreler 24 saat hiçbir büyüme faktörü eklenmeksizin kültür kaplarında 

yetiştirilmiştir. Ardından 24. saatte tüm kültür kaplarına belirtilen miktarlarda bu 

faktörler eklenmiştir.  İlk 1. gün deneyi büyüme faktörü eklenmesinin 24. saatinde 

durdurulup analiz edilmiştir. Ardından 3. gün deneyi için 72. saattte durdurulup analiz 

edilmiştir. Tam bu 72. saate denk gelen sürede de 7. gün deneyi için hazırlanan kültür 

kaplarına taze besiyeri ve büyüme faktörü eklemesi yapılmıştır. Tüm deneyler 

toplamında 7. gün sonuçlarının bu sebeple analiz aşamasında tam olarak tek 

enjeksiyonlu uzun süreli kültür açısından tartışması yapılamamaktadır. 3. gün ve 7. gün 

arasındaki değişim veya benzerliklerin tam olarak bir uzun süreli kültür etkisi ile mi 
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olduğu yoksa aradaki besi yeri tazelemenin farklı bir etkisinden mi kaynaklandığı tam 

anlaşılamamıştır. 

5.4. Migrasyon Deneyleri 

Kullanılan CellAsic ONIX cihazı özel plakalar ile çalışan bir cihazdır. Önceki 

bölümlerde anlatıldığı gibi bu plakalar içerilerinde ince kanallar içerir. Hücreyi bu 

kanallar vasıtası ile havuza aktardıktan sonra yine başka kanallar yardımı ile de bu 

havuzda besleme yapılır. Bu besleme üst kanaldan farklı alt kanaldan farklı içerikli 

besiyerlerini aktarabilmemizi sağlar. Biz de bu deney dizaynında NKH’leri havuza 

yerleştirdikten sonra birinde üst kanaldan MGF’li medium, alt kanaldan normal 

medium; ikincisinde üst kanaldan FGF-2’li medium, alt kanaldan normal medium; 

üçüncüsünde üst kanaldan FGF-2+MGF’li medium, alt kanaldan kontrol mediumu ve 

sonuncusunda da  her iki kanaldan normal medium kontrol grubu olarak akıtmak üzere 

de 4 deney seti şeklinde planlanmış ve deneyler iki defa tekrar edilmiştir.  

Alt ve üst kanallardan farklı besiyerleri akarak ortaya dizilen hücrelerin de 

deney sonunda hangi yöne hareket etme eğilimi olduğu hücreler tek tek işaretlenerek 

tespit edileceği planlanmıştı. Fakat, nöral kök hücrelerin nörosferleşme eğiliminde 

olması nedeniyle tek tek işaretleyerek hücreleri tespit etmenin mümkün olmadığı, 

hücrelerin bir araya gelerek nörosferler oluşturduğu gözlemlendi. Bu sebeple, 

nörosferlerin sayısı, büyüklüğü gibi morfolojik özelliklerinden yola çıkarak yorumlama 

yapılmıştır.  

Buna göre; nöral kök hücrelerin herhangi bir büyüme faktörü muamelesi 

yapılmayan kontrol örneğinin diğer tüm örneklere göre sayıca daha fazla görünen fakat 

çok ufak nörosferler içerdiği tespit edildi.  

Burada yöntem olarak ortalama 5 mm ve altında olan nörosferler küçük 

nörosfer, 5-10 mm arasındaki nörosferler orta boyutta nörosferler, 10-20 mm (1-2 cm) 

arasındaki nörosferler büyük nörosferler ve 20 mm (2 cm) üstü nörosferler de çok 

büyük nörosferler olarak ele alınmıştır. Sonuçlar iki deneylerin sonuçlarının hesaplanıp, 

ortalamalarının alınması ile elde edilmiştir. Standart sapmalarını da içeren bu sonuçlar 

tablo olarak da TABLO 4-10’da gösterilmiştir.  

FGF-2’li besiyeri içeren havuzda yetişen hücrelerde büyüme faktörsüz beesiyeri 

ile yetişen hücrelere göre nörosfer nörosfer boyutlarının büyüdüğü tespit edilmiştir.  
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Kontrol örneğinde 14 küçük nörosfer, 3.5 orta, 4 büyük nörosfer bulunurken iki 

deney arasında ortalama alındığında 1.5 adet kadar çok büyük nörosfer bulunmaktadır.  

FGF-2’li havuzda ise 14.5 küçük, 6.5 orta,  3.5 büyük ve 1 çok büyük nörosfer 

bulumaktadır.  

Özellikle MGF'li kültür örneğinde nörosferlerin birleşme eğilimi daha fazla 

gösterdiği  ve bu nedenle burada bulunan çok büyük saydığımız nörosferlerinde 

gerçekten büyük oldukları söylenebilir. MGF’li havuzda 13 küçük, 2 orta, 1.5 büyük ve 

3 çok büyük nörosfer bulunatadır 

FGF-2+MGF solüyonu içeren deneyde de yine büyük hacimli ve çok hücre 

içeren nörosferler bulunmatadır. 14 küçük, 5.5 orta, 1 büyük ve 2.5 çok büyük norosfer 

vardır.  

Fakat en çok MGF’in tek başına uygulandığı deney grubunda görsel açıdan çok 

büyük nörosferler görülmüştür. MGF’in nörosfer oluşturma yöneliminde daha çok etkisi 

bulunmaktadır diyebiliriz. 

Migrasyon yeteneklerinin kıyaslanmasının hedeflendiği bu deney grubunda 

migrasyon yeteneklerine dair kaliteli bir veri bulunmadığından bu konuda bir yorum 

yapmak mümkün olamamıştır.  

Sonuç olarak, rezervuarlarında suskun halde bulunan nöral kök hücreleri aktive 

etmek için özellikle uygulamadan sonraki ilk 24 saatte büyüme faktörlerinin etkili 

olduğu, fakat bu etkinin zamanla azaldığı tespit edilmiştir. EPO büyüme faktörünün 

NKH’leri aktive etmede uzun süreli bir pozitif etkisi olduğu, zamanla arttığı tespit 

edilmiştir. MGF, BDNF ve MGF+IGF-1 kombinasyonu ve büyüme faktörü 

uygulamalarında nöral kök hücre aktivasyonunun uzun vadede de-diferansiyasyona 

yöneldiği tespit edilmiştir. Nöral kök hücre proliferasyonu ve migrasyonunda da yine bu 

büyüme faktörlerinin ilk 24 saatteki etkisinin en fazla olduğu tespit edildi. Toplamda bu 

büyüme faktörlerinin nöral kök hücreleri olgun nöron fazına yöneltmekteki oranı 

migrasyona uğrayan genç nöron fazında tutma oranından daha düşük oranda artış ile 

bulunmuştur. Ayrıca yine bu büyüme faktörlerinin yine akut olara ilk 24 saateki 

etkisinin hücreleri apoptoza yöneltmekten koruduğu tespit edilmiştir. Hücre döngüsü 

açısından da hücreleri uyku fazından çıkardıkları, bu fazdan çıkan hücrelerin ise sentez 

fazında fazla kalmadan çoğunlula mitoza yöneldiği tespit edilmiştir.  
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Tüm bu sonuçlar ve tartışmalardan yola çıkarak;  

Bu çalışmanın son ayağı olarak gelecekte yapılması planlanan spesifik nöral kök 

hücre antikorları ile immünohistokimya yöntemleri kullanılarak NKH ve nöral hücrelere 

ait anikorların gösterilmesi bölümü yer almaktadır. Ancak belirtilen bu çalışmalar 

burada uygulanan proje bütçesini çokça aşacağı için tez önerisine dahil edilmemiştir. 

Bu çalışmanın ışığında ilerleyen dönemlerde nörodejeneretif fare modelleri 

tasarlanarak bir in vivo çalışma düşünülmekte, bu vesile ile nörolojik rejenerasyon 

gerektiren nörodejeneretif hastalıkların tedavisine yönelik elde edilecek yeni bilgiler 

hedeflenmektedir. Postnatal dönem rejenerasyon mekanizmasının daha iyi 

anlaşılabilmesi için  bu çalışmanın sonuçlarından faydalanarak seçilen bazı büyüme 

faktörleri detaylı olarak incelenebilir, konsantrasyon değişiklikleri bazında da 

farklılıkları ortaya koyacak deneyler yapılabilinir.  

İskemi oluşturulmuş hayvan modelleri üzerinde de in vivo olarak bu büyüme 

faktörleri uygulanarak nöral kök hücre belirteçlerinin incelenmesi tercih edilebilinir.  

Gelecek dönemde ayrıca kullanılacak büyüme faktörlerinin tek doz 

uygulamasının kısa ve uzun süreli etkisi, uzun vadedeki sitümilasyonunun farklı 

dönemler açısından etkisinin karşılıklı değerlendirilmesi planlanarak deney düzenekleri 

kurulabilinir. 

Ayrıca migrasyon deneyinin beklenen sonucu vermemesinden dolayı nöral kök 

hücrelerin migrasyon yeteneklerini yeniden hem in vivo hem in vitro deneylerle 

desteklenerek tekrarlanması mümkündür.  

Bu çalışma ile MGF+IGF-1, MGF+EPO, MGF+BDNF ve MGF+EGF büyüme 

faktörü kombinasyonlarının literatürde  ilk defa nöral kök hücrelerde çalışılmıştır ve bir 

ilk olma özelliğindedir.  

Nörodejeneratif hastalılarda tedavi potansiyeli ve umudu veren bu uygulama 

canlıda doğal olarak var olan büyüme faktörleri üzerinde çalışıldığı için tedavi sırasında 

dışarıdan kök hücre gönderimi gibi tedavi yollarından daha güvenilir olacaktır.  

Elde ettiğimiz sonuçların gelecekte yapılacak yukarıda bahsedilen çalışmalara 

alt yapı oluşturarak çok müspet sonuçlar ortaya çıkacağı kanaatindeyiz.  
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