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OZET

Tung, BS. Noral Kok Huicre Aktivasyonu, Proliferasyonu ve Migrasyonunda
Rolleri Olan Biiyiime Faktorlerinin Karsihkh Etkilesimlerinin in vitro
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisti, Genetik ABD. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul. 2017.

Bugiine dek yetiskin nérogenezi ve noral kok hiicre biyolojisi alanlarinda ¢ok sayida
calisma yapilmasma ve pek cok bilgi elde edilmesine ragmen, noral kok hiicreleri
suskun halde tutan, aktif hale geciren, aktif kok hicreleri proliferasyon, migrasyon ve
diferansiyasyona ugratan mekanizmalar ve bu mekanizmalarda rol oynayan etken ve
uyaranlar heniiz yeterince agiga ¢ikarilamamistir. Bu mekanizmalarda, degisik sinyal
yolaklart ve biiylime faktorlerinin etkisinin oldugu bilinmektedir. Bunlarin iginden
biiylime faktorleri tek baslarina ve birlikte verildiklerinde farkli etkiler ortaya ¢ikmakta,
etkileri farkli kombinasyonlarda artip azalmaktadir.

Bu nedenle projemizde rat hipokampal kodkenli néral kok hicreler (NKH)’lerin
suskunluk, aktivasyon, proliferasyon ve migrasyon mekanizmalarinda rolleri olan
blylme faktorlerinden, IGF-1, MGF, EGF, FGF-2, BDNF ve EPO’nun tek baslarina ve
birlikte olan etkileri arastirilmistir.

Calismada hiicre kiiltlirlinde  yetistirilen NKH’lere biiylime faktorleri ve
kombinasyonlar1 belirlenen oranlarda eklenmis ve 1. gln, 3. glin ve 7. ginlik zaman
dilimlerinde bekletilip hem BrdU eklenmesi ile Akim Sitometri cihazinda hiicre
dongiisii analizi yapilmis, hem de Gergek Zamanli RT-PCR yontemi ile GFAP, Nestin,
DCX ve TUBB3 genlerinin aktivasyon diizeyleri analiz edilmistir. Migrasyon deneyleri
icin ise Cell Asic ONIX cihazi kullanilarak dlgtimler yapilmistir.

Elde ettigimiz bulgular arasinda; FGF-2+EGF kombinasyonunun birlikte etkisinin
suskun NKH’leri aktive ettigi tespit edilmistir. MGF+EPO kombinasyonunun NKH’leri
geng noron halinde tuttugu ve go¢ etmeleri lizerinde de etkisi bulundugu gosterilmistir.
Ayrica, EPO ve BDNF’in de NKH’leri olgun noron fazina yonelttigi diistiniilmektedir.

Bu sonuglar 1s181inda, yetiskin nérogenezi, noral kok hiicre biyolojisi ve sinirbilim
alanlarina gelecek yillarda yapilacak calismalara alt yapr olusturarak katki saglamak
hedeflenmistir. N6rogenez ve rejenerasyon gerektiren beyin dokusu patolojilerine kokli
ve kalict tedavilerin gelistirilmesi yoniinde yeni projeler gelistirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Noral Kok Hicre, Norogenez, Buyume Faktorleri, Proliferasyon,
Migrasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. 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

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 50267
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1. GIRIS VE AMAC

Kok hiicreler dogumdan itibaren hayat boyu farkli dokularda yapim-onarim
merkezleri olarak islev goriirler. Beyin dokusundaki doku onarim ve yenilenme sireci
(nérogenez ve noral rejenerasyon) dogumdan kisa bir siire sonra tamamlanmasina
ragmen yeni ndron yapimimnin aslinda hayat boyu devam ettigi cesitli ¢aligmalarda

gosterilmistir.

Olusan bu yeni néronlar beyinde, lateral ventrikilin subventrikiler bdélgesi
(SVZ) ile hipokampustaki dentate gyrus’un subgraniiler bolgesi (SGZ)’nde, ¢ogunlugu
suskun (quiescent) / inaktif halde bulunan No6ral Kok Hicreler (NKH) tarafindan
uretilirler (1-5).

Genellikle belirtilen nislerde suskun halde bekleyen néral kok hiicreler, herhangi
bir beyin hasari durumunda aktiflesmekte ve cogalip, farklilasip, go¢ ederek hasar
bolgesine dogru yonelmektedir. Bu gog¢ ile (migrasyon) konumlandigi yeni bolgede
Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nin degisik hiicre tiplerine doniiserek rejenerasyonu

tamamlamaktadir (1-9).

NoOrogenezin genel olarak memelilerde postnatal beyinde de yapildiginin tespit
edilmesinden bu yana nérogenez iizerine yapilan ¢aligmalar da hayli artmistir. Yapilan
caligmalarda, beyinde olusan hasarin kendiliginden onarilip onarilamayacagi
incelenmis, ancak c¢ikan sonuglarda deri, kan hiicreleri gibi yliksek rejenerasyon
kapasitesine sahip hicrelerin aksine, beynin rejenerasyon kapasitesinin oldukga diisiik

oldugu ortaya konmustur.

Norogenezin yetiskin dokularda esas olarak bir hasar durumunda aktiflestigi,
noral kok hiicrelerin bu uyariyla ‘suskun’ halden aktif hale gegip prolifere oldugu ve
hasarli bolgeye farklilagarak yol aldigi tespit edilmistir. Ancak bu hticrelerden de
yalnizca kiigiik bir kisminin nérén haline gelip beyine entegre oldugu anlasilmistir.
Yeni dogan hiicrelerin biiylik kisminin 61diigii, kalanlarin da 6énemli bir kisminin néron

yerine astrosit ya da oligodentrosit haline geldigi tespit edilmistir (8,10).

Yapilan calismalarla ndrogenez ve noral kok hiicre biyolojisine agiklik
getirilmeye calisilsa da, biiyilk oranda ana mekanizmay1 anlamada eksiklikler devam

etmektedir. Kok hiicre niglerinde suskun halde bekleyen kok hicrelerin hangi uyaranlar



etkisi ile aktif hale gectigi, aktif kok hiicrelerin hangi mekanizmalar ile prolifere olup

migrasyon ve farklilagsmaya ugradigi heniiz tam olarak ortaya konamamustir.

Sozii edilen bu siire¢lerde degisik bliytime faktorleri, norotrofik faktorler,
sitokinler ve norotransmiterlerin etkisinin bulundugu tespit edilmistir. Bunlarin iginden
en c¢cok one c¢ikanlar, 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-1 (6,7,16,19-22) ve benzerleridir.

Bugiine dek yapilan ¢alismalarda gosterilmis olan, bu buyime faktérleri ve
norotrofik faktorler tek baslarina veya kombinasyonlar halinde birlikte verildiklerinde
farkli etkiler ortaya cikarmakta, gosterdigi etkiler degismekte veya etkileri artip
azalmaktadir (16,17,23).

Arastirmalarin  yogunlastigi son 20-25 yilda yetiskin nérogenez, noral
rejenerasyon ve yetiskin noral kok hiicre biyolojisi alaninda pek ¢ok c¢alisma yapilip
Ozgln bilgiler elde edilmistir. Ancak bu alanda hala bilinmeyen pek ¢ok sey, pek ¢ok

soru vardir. Bunlar arastirilmay1 beklemektedir.

Tiim bunlarin 15181nda bu projede; FGF-2, MGF, IGF-1, EPO, EGF ve BDNF’i
tek baglarina ve gesitli kombinasyonlar: ile Rat Hipokampal kokenli Noral Kok
Hiicrelere uygulamanin, bu hicrelerin Aktivasyonu, Proliferasyonu ve Migrasyonu

tizerinde etkilerinin oldugu yoninde bir hipotez kurulmustur.

Bu hipotez dogrultusunda rat hipokampal kokenli ndral kok hicreler, hiicre
kiiltirii kosullarinda yetistirilmis ve uygun protokoller kullanilarak yukaridaki buyime
faktorleri ile muamelesi gerceklestirilmistir. Deneyler 2 kez tekrarlanmis ve zaman
icerisindeki farkliliklar yada benzerlikleri g6zlemlenmistir. Buyume Faktori
uygulamasin1 takip eden 1. gun, 3. gin ve 7. giin zaman dilimlerinde deneyler

yapilmugtir.

Calismanin GZ-PZR Analizi sirasinda bakilacak genlerden Glial Fibriler Asidik
Protein (GFAP), astrosit ve suskun noral kok hiicre belirteci olarak calismalarda
kullanilmaktadir. Nestin yine suskun haldeki kok hiicre belirteglerinden biri olarak
kullanilmakta, Doublecortin (DCX) olgunlagmaya baslayan ve migrasyona ugrayan
hicre belirteci ve son olarak B-Tubulin-111 (TUBB3) ise olgunlasmis ndron belirteci

olarak yayinlarda kullanilmistir.



Her bir zaman diliminde Nestin, DCX, GFAP ve TUBB3 genlerinin ekspresyon
degisimleri Gergek Zamanli-Polimer Zincir Reaksiyon yontemi ile tespit edilmistir.
Aym zamanda Brdomodeoxyuridine (BrdU) eklenmesi ile her bir zaman diliminde
kullanilan biytme faktorlerinin hicre proliferasyonu tizerinde, hicre siklusu tzerindeki
ve apoptotik hiicre orani agisindan etkileri Akim Sitometrisi cihazi ile de incelenmistir.
Bunun yaninda, biyume faktorlerinin noral kok hiicre migrasyonu Uzerindeki etkilerini
incelemek amaciyla da Cell Asic ONIX cihazi kullanilmis ve burada hiicreler 72 saat
boyunca kiiltiir edilmis, her 12 saatte bir fotograflar1 ¢ekilerek bunlarin karsilastirilmasi
yolu ile noral kok hicrelerin migrasyonu incelenmistir. Migrasyon deneyleri icin Cell
Asic ONIX cihazi ve bu cihaza 6zel M04G Plateleri kullanilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hucre
Kok hcreler elde edildikleri, koken aldiklari hiicrelere veya farklilagmis diger
hiicre tiplerine doniisebilen, rejenerasyon, uzun siire boliinebilme ve ¢esitli 6zellesmis

hiicre tiplerine farklilagsma kapasitesine sahip hiicreler olarak tanimlanir.

Rejenerasyon, ana hiicre ile aymi 6zelliklere sahip yeni kardes hiicre iiretebilme
yetenegi olarak tanimlanir ve basta kok hiicre tanimlamalariin en genel 6zelligi olarak

degerlendirilir.

Kok hiicreyi yalnizca rejenerasyon ile tarif eden bu tanimla, basindan beri genel
kabul gormiis bir tanimlama olsa da kok hiicre {izerine yapilan g¢alismalar arttik¢a kok
hiicre tanimi1 da gelisme gostermis, zamanla degismistir. Bir hiicreye kok hiicre 6zelligi
kazandiran belli kriterler arastiricilar tarafindan belirlenmistir. Bunlar 3 baslikta

toplanabilir:
1. Kendini yenileme,
2. Farkli hiicrelere veya doku tiplerine farklilasma yetkinligi (potensi),
3. Klon olusturma yetenegi (klonalite) (24,25)

Zaman icgerisinde arastirmalarin ¢ogalmasi ile kok hucreleri tarif eden bu (¢
kriter de, bir organizmanin yagami boyunca devam eden kok hiicre davraniglariin

tiimiinii agiklayamaz hale gelmistir.

Her dokunun, kok hiicre kriterlerinden sayilan; kendini yenileyebilme ya da
farklilasma gibi ozelliklerinin potansiyeli dokudan dokuya farklilik gosterebilir.
Ornegin, Embriyonik K&k Hiicreler (EKH) bu o6rneklemde en ¢ok farklilasma
potansiyeline sahip hiicreler olarak bilinirler. Ayni sekilde Noral Kok Hiicrelerin (NKH)

ise kendini yenileyebilme kabiliyetininde sinirli oldugu bilinmektedir.

2.1.1. Noral Kok Hucre
Sinir sisteminin gelismesi NOral Kok Hucre (NKH) farklilagsmasinin temelini
olusturur. Clnki gastriilasyon evresinden sonra noral kok hiicrelerden farklilagarak

gelisen ilk sistemlerden biri sinir sistemidir (26).



Yakin zamana kadar, basta beyin olmak tiizere tim sinir sistemi Uzerindeki
gelisimin dogumdan bir sire sonra tamamlanarak rejenerasyon yeteneginin ortadan
kalktig1 diistiniilmekteydi. Bu yiizden de yetiskinlerde yeni sinir yapimi yani yetiskin
ndrogenezi ve rejenerasyonunun olmadigi; beyinde olen hiicrelerin yerine yeni hiicre

gelmedigi One siirtilmiistiir (27).

Yeni gelismeler 1s1ginda sinir kok hucrelerinin kendini yeniledigi ve ndronlar,
astrositler ve oligodendrositleri olusturdugu bilinmektedir. Bu hiicreler, yaralanma veya
hastaliktan sonra noral tamir icin biylk bir potansiyel tasirlar. Sinirsel onarimin temel
kavramlarindan biri hastalik veya yaralanma sonucu kaybedilen hicrelerin yerini

almasidir.

2.1.2. Noral Kok Hucre Tarihi
Noral Kok Hicreler temelde noéronlar, astrositler ve oligodendrisitlere
farklilasarak Merkezi Sinir sistemini olustururlar. ~ Bu hicreler, yaralanma veya

hastaliktan sonra néronal tamir gorevleri i¢in biiyiik bir potansiyel tasirlar.

Uzun yillar boyunca gelismekte olan canli Merkezi Sinir Sisteminde (MSS)
kolaylikla bulunan kok hicrelerin, yetiskin beyninde bulunmadig: diisiiniilmistiir. Hatta
aragtirmaci Santiago Ramon Y Cajal 1928 yilinda canli sistemler agisindan "Everything
may die, nothing may regenerate.” yani “Her sey dlebilir, ama higbir sey yenilenemez.”

ongorisunl ortaya atmis ve zamani agisindan ¢ok etki gérmiistiir (27).

Erigkin beyninde ndrogenez ve rejenerasyon kapasitesinin varligina iliskin ilk
kanit 1962°de Amerikali Norobiyolog Joseph Altman tarafindan, yetiskin memelilerin
serebral korteksinde gosterilmistir (28). Altman bir yil ve ii¢ yil sonra yetiskin
sicanlarda bu noérogenezin beyinde hipokampusun Dentate Gyrus denilen bdlgesinden
basladigini ortaya koymustur (29,30). 1969°da da farkli yaslardaki prenatal ve postnatal
sican beyninde bdliinen hiicrelerin popiilasyonunu timidin araciligi ile incelemis ve
norogenez sirasinda yeni olusmaya baslayan hiicrelerin Rostral G6¢ Akimi (Rostral
Migratory Stream-RMS-RGA) yoluyla Olfactory Bulb’a dogru gog ettiklerini bulmustur
ve bu bolgeye RMS adini vermistir (31).

Buna ragmen Altman ve dogal olarak da yetiskin norogenezi, 1980’lerin

ortalarina hatta 1990’larin baslarina dek pek ilgi gérmemistir.



1980’1lerde kuslarda yeni sinir hicresi yapimi gosterilmistir (32). 1990’lardan
itibaren memeliler iizerinde baslayan yogun calismalar, insan dahil memeli beyninde
norégenezin dogumla bitmedigini, dogumdan sonra da, yasla azalmakla birlikte hayat

boyu devam ettigini géstermistir (2,6,33-35).

Bu asamadan sonra zamanla ndrogenez kanaryalarda (36), kemirgenlerde (33)
ve insanlarda da (35,37) ispatlanmistir (33,35,36).

Daha sonra spesifik noéronal antikorlarin ve timin analogu olan
Bromodeoksilridin (BrdU)’nun gelisimi Altman’in yetiskin beynindeki eriskin-dogan

ndronlarin varligi hipotezini dogrulamistir (38).

1990’larin  sonlarinda Peter Eriksson ve arkadaslari ise ayni metodolojiyi

kullanarak, insan hipokampiisiinde yetiskin ndérogenezinin varligini gostermistir (35).

Bu ¢alisma ve buluslar sonrasinda izole edilen ‘kendini yenileme kabiliyeti olan

multipotent hiicreler’ Noral Kok Hucre olarak isimlendirilmistir (36,39,40).

2.1.3. Noral Kok Huicre Merkezleri

Norogenez sonucu olusan yeni noronlar, beynin esas olarak 2 norogenik
bolgesindeki nis (nich) denilen alanlarda yuvalanmis ve ¢ogunlugu suskun (quiescent)
halde bulunan, yani bélinmeden inaktif halde bekleyen, Noral Kok Hicreler tarafindan
uretilirler (3,5).

Yetiskin beyninde Noral Kok Hucre niglerinin bulundugu bu iki bolge;

(a) lateral ventrikilin subventrikiler bolgesi (SVZ) ile

(b) hipokampustaki Dentate Gyrus’un subgranuler bolgesi (SGZ) dir (1-4).

Bu 2 ana norogenik bolgelerden SubVentrikiler Bolgeyi (SVZ), Ventrikuler-
SubVentrikiler Bolge (V-SVZ) ya da SubEpendymal Bolge (SEZ) gibi farkli isimlerle
adlandiran yaymlar da bulunmaktadir(5,8).

Bunlardan SubVentrikiiler Zon (SVZ)’un, nérogenik potansiyeli Reynolds ve
Weiss tarafindan 1992°de farelerde gosterilmis ve o zamandan bu yana SVZ’nin kok
hiicre rezervuari olmasi potansiyeli ¢okga ¢aligilmistir (33,41).

Baz1 yazarlar bu iki bolgeye (glincu bir ndrogenik bdlge olarak Olfactory
Epithelium / OE’u da eklerler (8). Bununla birlikte beynin iki ana ndérogenik bolgesi
olarak SVZ ve SGZ ezici ¢ogunlukla genel kabul goérmiis durumdadir.



Cogunlukla belirtilen nislerinde bekleyen bu noéral kok hiicreler, beyin hasari
durumunda aktifleserek harekete gecmekte ve sonra prolifere olup farklilasmaya
(diferansiyasyona) ugrayip hasar bolgesine dogru goc¢ ederek (migrasyon), o bdlgede

MSS’nin farkli hiicrelerine doniiserek rejenerasyon yapmaya ¢alismaktadirlar (1-6,8).

2.1.4. Noral Kok Hucre ve Biiyiime Faktorii iliskisi

Cogunlukla bu belirtilen nislerde “uyuklar” (quiescent) halde bekleyen suskun
Noral Kok Hucreler, beyin hasar1 durumunda aktifleserek prolifere olmakta ve sonra
diferansiyasyona ugrayarak hasar bolgesine dogru go¢ etmektedirler (1-4,6).

Quiescent/Suskun noral kok hiicreleri aktiflestirip proliferasyon ve migrasyonu
indlkleyen molekiiler mekanizmalar ¢ogunlukla heniiz bilinmemektedir (6). Sozi
edilen siireglere degisik biiylime faktori, norotrofik faktér, sitokin ve
norotransmiterlerin etkide bulunduklari da bilinmektedir.

Bunlarin i¢inden en ¢ok one ¢ikanlar, 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-a (13,14),
Eritropoietin (EPO) (13,17,18), NGF (16), IGF-I (6,16,19-22,44) ve benzerleridir.

Bu biiylime faktorii ve norotrofik faktdrler tek baslarina ve bir kag1 birlikte farkli
etkiler gostermekte; etkileri artip azalmaktadir. Ornegin yapilan ¢alismalarla IGF-I’in
FGF-2’nin etkisini artirdig1 gosterilmistir(16,23,45).

2.2. Buyume Faktorleri

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

Sicanlarda IGF-1 geni 7. kromozom {iizerinde yer alir. 4 ayr1 transkripti bulunur.
IGF’ler yapt ve islev bakimindan insiiline olduk¢a benzeyen polipeptid yapida
molekdlledir (46).

IGF-1 farkli dokularda en az ii¢ ayri alternatif kirpilmaya ugrayarak farkli
izoform peptidleri Gretir. Bu izoformlar, IGF-I Ea, IGF-I1 Eb ve IGF-1 Ec olarak

tanimlanir (47).

IGF-1 birgok viicut dokusu tarafindan ekspresse edilen tek zincirli bir
polipeptiddir (46,48). Agirlikli olarak karacigerde sentezlenir (48). Kas, bobrek, over,

testis, plasenta, deri ve akciger gibi organlarda da IGF iiretilmektedir.



IGF'ler, embriyonik gelisimin erken donemlerinden baslayarak yasam boyunca
devam eden genis bir fizyolojik etki Ozeligine sahiptir (48). Ayrica protein sentezini
uyararak migrasyonu tesvik eder (48). IGF-I'in bir diger 6nemli 6zelligi, hiicre
dongusunin surdirdlebilmesi ve mitogenezin dizenlenmesidir (48). IGF'ler, ¢esitli
hlcrelerde apoptozu azaltarak hayatta kalma faktorleri (survival factor) olarak da islev
gorur (48,49).

Cogu hiicre tipi, kiiltiirde biiytime igin IGF-1 gerektirir ve IGF-1 reseptor
sayisindaki azalma, tiimor hiicrelerinde apoptoza neden olur (49). Insiilin ve IGF'ler

biyolojik etkilerini ilgili transmembran reseptorlerine baglayarak uygularlar (49).

IGF-1’in oligodendrositlerin proliferasyon ve farklilasmasini uyararak merkezi
sinir sisteminde miyelinizasyonu arttirdigi da bilinmektedir. IGF-1’in hiicre
proliferasyonunda ve diferansiyasyonundaki genel etkileri biliniyor olsa da bilinmeyen

onemli bir kisim hala arastirilmaktadir.

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

Yukanida IGF-I’1 anlatirken sdyledigimiz gibi; IGF-I farkli dokularda en az ii¢
ayr alternatif kirpilmaya ugrar ve alternatif izoform peptidleri Gretir. Bu izoformlar,
IGF-I Ea, IGF-1 Eb ve IGF-I Ec olarak tanimlanir (47).

Bunlardan IGF-1 Ec, mekanik etkilere duyarliligi nedeniyle 1996 yilinda,
Mechano Growth Factor — MGF olarak isimlendirildi (50). Yani MGF, diger ismi ile
IGF-1 Ec, IGF-1 in varyantlarindan biridir.

MGF’in molekiil biiyiikliigii heniiz gosterilmemistir (51). Gunimiizde IGF-1‘in
bir izoformu olarak tanimlanan MGF dokularda onarimi baslatir ve beyin, kalp gibi
onemli organlari iskemik hasardan korur. MGF rejeneratif bir faktor olarak kok
hlcreleri aktive eder (51).

Literatirde MGF’in basta iskelet kasi (52) ve kalp kasi1 (53), beyin/sinir
(51,54,55), kemik olmak uzere (8) pek cok dokuda, travmatik, iskemik ve dejeneratif
patolojilerde rejenerasyonun saglanmasinda onemli rol oynadigi gosteren caligmalar
bulunmaktadir (56).

Goldspink ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismalarda, MGF’in, suskun
(quiescent) durumdaki kas progenitor hicreleri olan satellite hlcreleri aktive ederek

cogalmalarin1 sagladigi gosterildi (52,57-60). MGF’in ayni etkiyi kemik progenitor



hicreleri olan osteoblastlar (61) ve mezenkimal kok hiicreler iizerinde de gosterdigi
ortaya konuldu (62,63).

MGF normal kosullarda eksprese olmamakta, doku hasarinin yani sira daha ¢ok
egzersiz ve fiziki aktivite yapildigi durumlarda hizla eksprese olmaktadir (47,50,52,56).

Bunlara ek olarak, 6zellikle de iskemik beyin hasarlarindan sonra fare ve
sicanlara egzersiz / fiziksel aktivite yaptirildigi durumlarda nérogenezin basladigi, yani
egzersizin norojenezde roliiniin oldugu bazi ¢alismalarca gosterilmistir (6,64,65).

Bugiine dek degisik iilke ve gruplarda yapilan ¢alismalarda MGF’in pek ¢ok
ozellikleri ortaya konulmustur. Bu 6zellikler arasinda en énemlilerden birisi MGF’in -
neredeyse tum dokularda- degisik doku hasari durumlarinda genel “doku onarim
faktorii” olarak rol oynamasidir. Hasara ugramis her dokuda rejenerasyonu tetikledigi
One surilmektedir (56). Bu etkisinin de dokulardaki yetiskin kok hiicreleri aktive edip
suskun halden ¢ikararak proliferasyona sokma yoluyla sagladigi iddia edilmektedir (56).

MGF’in travmatik doku kayiplari; dejenerasyonla seyreden kas dokusu hasarlari,
kardiyak ve beyin iskemisi, kemik, kikirdak, tendon ve endometriyal doku hasarlar1 gibi
durumlarda eksprese oldugu ve bu hasarli dokularda, rejenerasyon ve doku onarimini
gerceklestirdigi daha once yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla gosterilmistir. Bu
etkisini de daha c¢ok doku hasarmin oldugu bélgedeki kok hiicreleri aktive edip
proliferasyona sokarak gosterdigi gdzlenmistir.

MGF doku onarimi igin suskun/inaktif (quiescent) olan kok hcrelerin

aktiflesmesinden sorumlu oldugunu bildiren ¢alismalar vardir (57,58).

2.2.3. Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)
Fibroblast buyume faktorleri (FBF'ler), nematodlardan insanlara kadar uzanan

organizmalarda bulunan genis bir polipeptid bitylime faktori ailesini olugturur (66).

En ¢ok 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). Omurgalilarda,

FBF familyasinin 22 iiyesi bulunmaktadir ve molekiil kiitlesi 17 ila 34 kDa
araligindadir (66).

FGF-2 (bFGF) 2. kromozom tizerinde yer alir ve bir transkripti bulunur. Toplam
4 exonu bulunur ve bunlarin 3’0 kodlayan boélgededir. 1269 baz cifti igerir, 154

aminoasit kodlar.
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FGF-2 ilk kez sigir hipofizinden elde edilmistir ve bu 146 aminoasitlik bir
polipeptit zincirden olusur (69,70). Omurgali tiirleri arasinda, FBF'ler hem gen yapisi

hem de amino asit dizilimi bakimindan olduk¢a korunmus oldugu bilinmektedir (66).

FGF-2 ilk olarak fibroblastlarda hiicre boliinmesini uyaricit bir faktér olarak
tanimlanmistir. Ancak sonraki yillarda c¢ok sayida hiicrenin, dokunun ve organin
biylmesinde, yenilenmesinde, gelisiminde, fonksiyon ve islevlerini yerine getirmesinde
onemli bir faktor oldugu anlasiimistir.

Yapilan ¢alismalarca FGF-2’nin sinir hiicrelerinin yasamlarini siirdiirmelerini
sagladigi, yeni damar yapimini, mezodermal sekillenmeyi, hiicre boliinmesini ve hiicre
gOciinii uyardigi, yara iyilesmesini hizlandirdigi bilinmektedir (71).

Genel olarak hicre icerisinde cekirdekte ve sitoplazmada bulunurlar. Hicrenin
oliimi veya hasara ugramasi durumunda disar1 salinirlar (72).

Yetiskin dokusunda ifade edilen FGF-2, merkezi ve periferik sinir sistemlerinde
ndronal sinyal iletiminde 6nemlidir (66).

MSS’de FGF-2’nin hiicrelerin ¢ogalmasinda, biiylimelerinde, yasamlarini
surdirmelerinde, farklilasmalarinda Onemli islevleri bulunmaktadir. Mitoz sonrasi
farklilagsmis noéronlarin yagamin artirir (68,73). Dogum sonras1 donemde de disaridan
FGF-2 verilmesinin néron yapimini arttirdigi gosterilmistir (74). Santral Sinir Sistemi
yaralanmalar1 sonrasinda sistemin rejenerasyonunda FGF-2 dnemli bir rol oynamaktadir
(75).

Embriyonik gelisim sirasinda da, FGF'lerin hiicre ¢ogalmasi, go¢ ve
farklilagsmay1 diizenleyen farkli rolleri vardir (66).

Yetigkin organizmada, FGF’ler homeostatik faktorlerdir ve doku onarimi ve
yaralanmaya yanitta iglev goriirler. Uygunsuz sekilde ifade edildiginde, baz1 FGF’ler
kanser patogenezine katkida bulunabilir (66).

Iskemi caligmalarinda da koruyucu etkisi tespit edilmistir. Hipokampusta
yasanan iskemi hizli bir sekilde néronlarin 6liimiine yol agar ve bu FGF-2 gibi bir takim
ndron koruyucu biyltme faktorleriyle dnlenebilir (76). FGF-2 beyni gegici ve devamli
iskemiye kars1 korur (77,78).

Ayrica FGF-2 noronlar serbest radikallere, nitrik okside, hipoglisemiye, uyarici
aminoasitlere, toksin ve ekstitator amino asitler, intraseliiler kalsiyum akis1, eksitator

aminoasitlere (glutamik asit), hipoksiye (oksijensizlige) ve iskemiye kars1 da korur (78).
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MSS yaralanmalar1 sonrasinda onarim siirecinde FGF-2 0nemli rol oynar. Kdlturde
¢ogaltilmig néronlarin yasamini yiiksek oranda artirmistir (79).

Sonu¢ olarak FGF-2’nin yasamin devamini saglayan Onemli etkileri vardir.
Yapilan g¢alismalarin toplaminda FGF-2’nin yoklugu olgunlagsmis normal hiicrelerin
apoptozisi ile sonucglanirken, FGF-2 verilmesi apoptotik uyarilara karsit hiicrenin

yagamini siirdiirmesini saglar.

2.2.4. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor/ Beyinden Tiiretilmis No&rotrofik
Faktor) ilk kez 1982 yilinda NOrotrofik Faktor ailesinin ikinci bir Uyesi olarak

bulunmustur. 3. Kromozom (zerinde yer alir ve 8 transkript icerir (80-82).

BDNF de norogenezde rol alan 6nemli bir norotrofik faktdrdir. BDNF
ndronlarm biiylimesini saglayan dimerik kiiciik bir proteindir; beyinde fazla miktarda
bulunur ve noronlarda sentezlenir. BDNF beyinde en fazla bulunan nérotransmiter

olmasina ragmen giiniimiizde az arastirilmis bir faktordiir (83).

BDNF gelisim siiresinde embriyoda olusan noronlarin 6lmesini engeller. BDNF
duzeyinin canlida gelisim siiresince diisik oldugu, olgunlasmayla birlikte artis
gosterdigi bildirilmistir. Rossi ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada BDNF’in,
bulbus olfactorius ve diger bolgelerdeki néron sayisini artirdigi, ayrica in vitro olarak da

noral kok hiicre proliferasyonunu stimule ettigi bildirilmistir (84).

Gelisim sirasinda BDNF’in merkezi ve periferik sinir sistemindeki bazi néronal

popiilasyonun hayatta kalmasini1 destekledigi tespit edilmistir.

Norotrofinler arasinda BDNF, merkezi sinir sisteminde en bol ve yaygin
miktarda bulunandir. Dentritlerin biiylimesine olumlu etki ederek ndronlarin

devamliligini ve plastisiteyi diizenler (85).

BDNF baslica kiiciik ve orta boylu noronlarda eksprese edilir, en fazla
bulundugu yer serebral korteks ve hipokampustir (86). Ancak ozellikle néron disi

hiicrelerde mesane, kolon ve akcigerde de ekspresyonu vardir (87-89).

BDNF iiretiminin ve sekresyonunun gesitli hastaliklarda degistigi gézlenmistir.
Alzheimer, Parkinson gibi, nérodejeneratif hastaliklarda azalirken, inflamatuar

hastaliklarda ve inflamasyon dokusunda yiiksek miktarda bulunmustur. Artmis olan
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BDNF sentezinin inflamatuar durumlarda sinir hicrelerini korudugu diistiniilmektedir
(90,91).

BDNF'nin noronal sagkalim, farklilasma, norotransmitter salinimi, dendritik
yeniden sekillendirme ve akson biiylimesi siirecinde hayati bir rol oynadigi

gosterilmistir (92).

Buna ek olarak, BDNF, eriskin beynin 6grenme ve hafiza kabiliyetinin hiicresel
biyolojik temelini olusturan sinaptik plastisite i¢in esastir, bu nedenle BDNF'nin biligsel

bozuklugun etiyolojisinde yer alabilecegini dnermektedir (93).

Bu bulgulara dayanarak, BDNF iiretiminin bozulmasi ile norodejeneratif
patogenez arasinda bir iligski oldugunu ortaya koyan ¢esitli nérodejeneratif hastaliklarin

gelisimini geciktirmek i¢in umut verici bir aday olabilir.

2.2.5. Eritropoietin (EPO)
EPO baslangicta bir hematopoietik faktor olarak eritropoezdeki rolii (izerinden

tanimlanmus, 30.4 kDa’lik bir glikoproteindir ve viicutta dogal olarak tiretilir (18,94).

12. kromozom iizerinde yer alir ve tek transkripti bulunur. 5 exon ve 1376 baz
cifti icerir, 192 aminoasit kodlar. EPO farkli birgok beyin hasarli hayvan modellerinde

norotrafik ve noroprotektif ajan olarak tanimlanmistir (17,95).

EPO molekiilii insanlarda son derece iyi ¢alisilmis ve iyi tolere edilebilen bir
molekildiir(96,97).

EPO ve EPO reseptorleri (EPO-R) noral, hematopoetik ve endotelial hiicrelerde
tespit edilmis, ekspresyon gézlemlenmistir. Noral hiicrede EPO, EPO-R’ye baglanarak
farkl1 yolaklar1 aktive eder ve noral hiicre yagsaminda bu sekilde rol alir (95,98).

Hem noroblast goginin hem de go¢ edilen yerde uygun c¢evrenin saglanmasi
EPO’nun etkinliginde rol almaktadir. GO¢ eden noroblastlar icin uygun mikrocevre
saglanmaktadir (18).
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2.2.6. Epidermal Growth Factor (EGF)

Epidermal biiyiime faktorii (EGF), Stanley Cohen tarafindan sinir biiylime
faktorii (NGF) tizerine ¢alisirken tesadiifen gézlem yoluyla 1962'de kesfedilmistir. EGF,
cesitli hiicre tipleri i¢in iyi bilinen bir gii¢lii mitojendir (99-101).

Baslangigta erkek farenin ¢ene alt1 tiikriikk bezinden izole edilmistir(101). Fare
tikiiriginde EGF konsantrasyonlar1 yiiksektir. Bunun disinda sit (102-104), tukrik,
idrar, plazma, bagirsak sivisi, amniotik sivi ve digerleri gibi gesitli viicut sivilarinda

saptanmistir (100,102,105).

EGF, etkinligini hiicre yiizeyinde bulunan kendisine ait EGFR reseptoriine

baglanarak gosterir.

Bugiine kadar saflastirilmis bliyiime faktorlerinden Epidermal Buyime Faktori
(EGF), fiziksel, kimyasal ve biyolojik 0zelliklerinden en 1iyi sekilde karakterize
edilenlerden biridir (100).

Ve EGF/EGF reseptori sinyal yolunun ¢esitli hiicre tiplerinde -0zellikle
epitelyal hicrelerde- hucrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve migrasyonunda énemli rol
oynar (105,106).

EGF’in ndronlari korudugu rapor edilmektedir. Ozellikle iskemi kaynakli néron

kayb1 lizerine in vivo yapilan ¢aligmalarda pozitif etkisi oldugu rapor edilmistir (101).

EGF, gelismekte olan ve erigskin beyinde eksprese edilmektedir (107,108).
Ayrica hicrelerin subventrikuler zonda (SVZ) ve dentat girusta proliferasyon ve uzun
sag kalim icin FGF-2 ve EGF’ye gereksinim gosterdiklerini belirten ¢alismalar
bulunmaktadir (109,110). EGF ve FGF-2 verilmesi global iskemiden sonra nérogenezi

uyarmigtir (111).

2.3. Noral Kok Hiicre ile Iliskili Genler
Norogenez sonucu olusan yeni ndronlar beynin genel kabul géren 2 nisi olan

SVZ ve SGZ’de bulunmaktadir.

Bu iki norogenik bdlgeden hipokampisin Dentate Gyrus (DG) undaki SGZ’de
yaygin kabul goren ndrogenez modeli soyledir: Suskun (Quiescent) haldeki kok
hicreler Radial Glia benzeri hucreler (RGL)’dir ve bunlar RGL yada Tip 1 hiicre adiyla
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antlirlar. Bu quiescent haldeki NKH’ler mitotik degillerdir ve ¢ogalmazlar. Proliferatif
olmayan suskun NKH (Tipl)’lerin aktif hale ge¢mesiyle yiiksek proliferasyon
kapasitesi olan aktive olmus NKH’ler olusur. Bunlardan radial olmayan (nonradial)
hiicreler ve intermediate progenitor hiicreler gelisir, bunlara IPC yada Tip 2 hucreler
denir. Tip 2 hiicreleri kendi aralarinda gelisim sirasina gore Tip 2a, Tip 2ab ve Tip 2b
gibi alt siniflara ayrilir. Aktif NKH (aNKH) denilen Tip 2 hiicrelerinden noéroblast adlt
Tip 3 hiicreleri gelisir. Tip 3 hiicrelerinden olgunlasmamis néron hiicreleri (immature
ndron) gelisir ve bu hiicrelerden de graniiler néronlar ve yetiskin néron hiicreleri olusur.
(112) SGZ’deki bu hiicrelerden Tip 1/RGL hucreleri (QNKH) GFAP, Sox2, BLBP ve
Nestin pozitiflerdir. Bazi yazarlara gore RGL hiicreleri Nestin negatiftir (5).

Tip 2 hucreleri MCM2 ve TIx2, go¢ eden Tip 3 hicreleri (noroblastlar) ise DCX
(Doublecortin) = pozitiflerdir. Olgunlagsmamis noéronlar DCX ve Proxl pozitif,
olgunlasmis néronlar ise Neun, B-Tubulin-111 ve Calbindin pozitiflerdir (SEKIL 2-1)
(112-114).
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Sekil 2-1: SGZ ve Dentate Gyrus (DG)’ta yetiskin norogenezi (113)

2.3.1. Nestin
Ikinci kromozom iizerinde yer alir. iki transkript igerir, protein kodlayan bir

gendir. Bu ¢alismada kullanilan dizi Nes-201 isimli transkriptte yer alir. 5682 baz ¢ifti
igerir ve 1893 aminoasit kodlar; 4 ekzom igerir.
Nestin, ilk olarak Hockfield ve McKay (1985) tarafindan bir monoklonal antikor

ile tanimlanan bir ara filament proteindir. Genellikle sinir tiipiinde merkezi sinir

sisteminin kok hucrelerinde ifade edilir. Terminal sinirsel farklilasma (zerine, nestin
down regtile olur ve norofilamentlerle degistirilir (115).
Dahlstrand ve ark. (1992) sican geninden bir prob kullanarak bir genomik DNA

kltlphanesinden insan Nestin genini klonlamistir (116).
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Insandaki alfa sarmal alani, sican proteinine % 82 benzerlik gosterir, ancak

dizinin diger bolgeleri daha az korunmustur (116).

Ayrica ratlarda yapilan ¢alismalarda ndéral 6ncl hucrelerin  hiicre
proliferasyonunda (117), beyin enfaktusi (118), hiicre morfogenezi (119) ve
proliferasyonu (120,121) bunun yaninda hiicre dongiisiinde G2/M safhasinda (121),
ndron hucre olimd/apoptoz dongisunde (122), sinir sistemi gelisimi (123) Uzerinde

etkisi vardir.

2.3.2. Glial Fibrilar Asidic Protein (GFAP)
10. kromozom Uzerinde yer alir. 1 transkripti bulunur ve o da 9 exon igerir.

Toplam 2688 baz ¢ifti uzunlugundadir ve 430 amino asidlik protein kodlar.

Glikoprotein baglanmasini saglayan bir proteini kodlar. Glial hlicre ¢ogalmasini
pozitif olarak diizenledigi, beyin 6demi ile iliskili oldugu, astrosit projeksiyonunu

etkiledigi anlasilmstir.

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

MSS’deki nadir bulunan bir astrosit bozuklugu olan Alexander Hastaligina neden olur.

Bozuklugunun yol ac¢tigt Alexander hastaligi hem insanlarda hem siganlarda
ortaktir. (124) ALS hastalig: ile iliskisi (125) beyin 6demi (126), epilepsi (127), sinir
sistemi hasarlar1 (128-130) , parkinson hastaligi (131), inme (132) , astrosit gelisimi
(133) , ndron projeksiyon rejenerasyonu(134) ile iliskili oldugu bildirilmistir.

GFAP, NKH’ler agisindan ise astrosit ve suskun haldeki (Tip-1) koék hicre
belirteci olarak kullanilmaktadir (112,113).

2.3.3. Beta Tubulin 3 yada p-Tubulin 111 (TUBB-3)
Beta tubulin 3, beta 3 classs Il olarak da adlandirilir. 19. Kromozomda yer alir.

1 transkripti, 4 exonu vardir. 1767 baz ¢ifti icerir ve 450 amino asit uretir.

Olgun noron farklilagmas: ve mitotik hicre bolinmesi (zerine etkisi
bilinmektedir. Buradan yola c¢ikarak c¢alismalarda olgun NKH belirteci olarak
kullanilmaktadir (114).
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2.3.4. Doublecortin (DCX)
Doublecortin, X kromozomu (zerinde yer alir. Tek transkripti vardir, 7 exon

icerir. 6 exonu kodlayan bélgededir. 8827 baz ¢ifti icerir ve 365 aminoasit Uretir.

Noron gocii ile iliskisi kurulmustur hatta néronal migrasyondan sorumlu gen
olarak da bilinir. Beyin hastaliklar1 (135), beyin gelisimi (136), néron migrasyonu
(9,135-138), hipokampiis gelisimi (139) dendrit morfogenezisi (9,136) ile iliskilidir.

Ik olarak 10,5. embriyonik giinde saptanan DCX’in, gelisen fare MSS’sinde
yiiksek oranda ekspresse edildigi tespit edildi. (140,141)

DCX geni en basta insan kortikal hastaliklar1 baglaminda tanimlanmistir

(140,142).

DCX ekspresse eden ¢ogu hiicrelerin morfolojisi migrate olan ndroblastlarinki

ile uyumludur (143).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi boyunca yapilan tiim deneyler igin Istanbul Universitesi Aziz
Sancar Deneysel Arastirma Enstitiisii Genetik Boliimii Laboratuvarlari, Tiim Genom

Analiz Laboratuvari ve immiinoloji Boliim Laboratuvarlar: kullanilmistir.

3.1. Kullanilan Gerecler

3.1.1. Kullanilacak Sican Hipokampal Noral Kok Hiicre Hatti

Calismada kullanilan hiicre hattt Merck Milipore Yetiskin Sican Hipokampal
Noral Kok Hiicre satin alinmistir (Merck Milipore Adult Rat Hippocampal Neural Stem
Cell, Katalog No: SCR022). Calismada kullanilan 6rnekler, bu Sigan Hipokampal Néral
Kok Hicrelerinden ¢ogaltilip gesitli biiyiime faktorleri uygulandiktan sonra izole edilen
hlcre pelletleridir.

3.1.2. Kullamlan Soliisyonlar ve Kimyasal Maddeler
Kullanilan Soliisyonlar TABLO 3-1’de gdsterilmektedir.

Tablo 3-1: Kullamlan Soliisyonlar

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 (Invitrogen)

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 karigimi

DMSO (Dimetil Sulfoksit) (Sigma)

DPBS (Fosfat Tampon Cozeltisi) (Gibco)

Etil Alkol (Merck)

Izopropanol (Merck)

Steril su

Kloroform

L-Glutamin (200nm) (Gibco)

3.1.3. Kullamlan Cihazlar
Kullanilan cihazlar TABLO 3-2’de gosterilmektedir.

Tablo 3-2: Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 (+4°C) (Samsung)

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

Buz Makinas1 (Cornelius)

S1vi Azot Tanki

CO2 inklibatori

Laminar Akisli Steril Kabin (Nuaire)




Akim Sitometri Cihaz1 (BD FACSCalibur)

Hassas Terazi (Shimadzu)

Otoklav (Kermanlar, Alp)

Hibridizasyon Firini / Kuru Etlv

Mikroskop (Olympus)

Pipetorler

Distile Su Cihazi (Millipore)

Su banyosu (Memmert)

Vorteks (Scientific Industries)

Masausti Mini Santriftij (Beckman Coulter)

Sogutmal1 Santrifuj (Beckman Coulter)

Is1 bloklart

PZR Cihaz1 (BIO-RAD T-100, Thermal Cycler)

Gergek zamanli Kantitatif PZR Cihazi (LightCycler 480 11, Roche)

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)

Sicak su banyosu (Memmert)

Otomatik pipetler (Eppendorf, Axygen)

Giig kaynagi (E-C Apparatus Corporation)

Cell Asic ONIX (Merck)

20



3.1.4. Kullamilan Kitler
Kullanilan Kitler TABLO 3-3’de gosterilmistir.

Tablo 3-3: Kullanilan 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. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

%70 lik Etil Alkol
70 ml Etil Alkol

Steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Hulcre Dondurma Soltisyonu
%80 FBS (Fetal Bowl Serum)
%20 DMSO ile tamamlanir.

20 dk buzda bekletilir

21
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3.2. Deney Tasarimlari

Kultir kaplarina Poly L-Ornithine ve
Laminin Uygulamasi

¢ 48 saat

[ Hipokampal Noéral Kok Hiicre Ekimi ]

¢ 24 saat

[ Blylime Faktorlerinin Eklenmesi ]

| 1.Gun(4.5aat) | [ 3.Gun(72.58at) | [ 7.Gun(168.5aat) |
BrdU D Y Y
Eklenmesi

[ RNA izolasyonu
[ Akim Sitometri Analizi ] ‘I’

[ cDNA Sentezi

\

[ GZ-PZR Analizi

Sekil 3-1: Yapilan BrdU ve GZ-PZR Analiz Deneylerininin Sema ile Gosterimi

3.2.1. Yapilan Deney Tasarimi
Deney icin secilen buytime faktorleri hem tek baslarina hicrelere uygulandi hem

de literatiirde 6ne ¢ikan FGF-2 ve MGF biyme faktorleri ile kombinasyon kurularak
caligmaya 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

basina uygulananlar ve kontrol ile birlikte toplam 16 farkli ¢aligma grubu olusturuldu.
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Her bir biiyiime faktorii icin dnceki calismalardan konsantrasyonlar arastirildi ve
bu calismada kullanilacak biiyiime faktorii konsantrasyonlari belirlendi. Buylime
faktorleri ve konsantrasyon oranlart TABLO 3-4’de gosterilmistir.  Kombinasyon
orneklerinin yer aldig1 gruplarda ayni biiylime fatorlerinin tek basina iken verilen miktar
ve konsantrasyonlar1 aynen uygulandi. Bu deneylerden 2 set olarak yapildi. Bunlarin bir
grubuna BrdU Pharmingen kit protokolii uygulanip Akim Sitometri cihazinda 6lgiim
yapildi. Ayni deney setinden yapilan diger deney grubunda ise hiicre kiltiriinden elde
lizatlardan 6nce RNA izolasyonu yapildi. Ardindan cDNA sentezi ve Gergek Zamanl
PZR yapilarak Nestin, GFAP, DCX, TUBB3 genlerinin ekspresyon diizeyinde bakildi.
Her bir deney iki kere tekrarlandi.

Migrasyon deneyleri icin ise Cell Asic ONIX cihazi ve bu cihazlara 6zgii M04G
kodlu plakalar kullanildi. Migrasyon duzeyleri kontrol, FGF-2, MGF ve FGF2+MGF
blyume faktorleri icin gerceklestirildi. Deney 3 giin (72 saatlik) olarak tasarlandi ve
periyodik araliklarla (12 saatte bir) hicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. Analizler bu

fotograflar iizerinden gerceklestirildi. Bu deney de iki kere tekrar edilmistir.

Tablo 3-4: Kullamlan Biiyiime Faktorleri ve Konsantrasyonlari

Blyume Faktorleri Final Konsantrasyonlari
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. Kullanilan Yontemler
3.3.1. Hicre Kultira

3.3.1.1. Kullanilacak Platelerin Kaplanmasi

Noral Kok Hiicrelerin hiicre kiiltiirii ortaminda yetistirilebilmesi i¢in, biiyliyiip
gelisebilecekleri bir zeminin hazirlanmasi agisindan kullanilan petri ve/veya plakalarin
deney oncesinde Poly-L-Ornithine ve Laminin ile muamele edilmis olmalar

gerekmektedir.
Poly-L-Ornithine Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

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

konsantrasyondaki stok soliisyon steril su ile hazirlandi.

Kullanacagimiz plate ve petrilere uygulamak iginse final konstantrasyon
TABLO 3-5’de yazdig1 oranda steril su ile hazirlandi. Petrilere 10’ar ml, plaalara da 24
kuyulu icin her kuyucuga 600 pl olacak sekilde bu soliisyondan muamele yapildi. Ve
petri/plakalar 1 gece oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi plate
icerisindeki Poly-L-Ornithine kaldirildi. Ve plakalar 2 kere 10 ml steril su ile yikandi.

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

Kimyasal Ilk konsantrasyon Final konsantrasyon
Poly-L-Ornithine 100 mg (toz) 10 pg/mL
Laminin 1 mg/mL 6 pg/mL

Laminin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

1 mg’lik stok Lamininden final konsantrasyonu 6 ug/ml olacak sekilde PBS ile
diliie edilip hazirlandi.

Onceki gece Poly-L-Ornithine ile inkiibe edilmis ve 2 kere steril su ile yikanmus
kiltir kaplarina; petrilere 10 ml, 24’lik plaklarda her kuyuya 600 pl olacak sekilde
muamele edilip, uygulandi. Hafifce karistirihip, 1 gece de bu sekilde oda sicakliginda
inklbe edildi.
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Inkiibasyon sonrasi Lamininli kiiltiir kaplar1 eger hemen kullanilmayacaksa
etrafi parafilm ile kapatilip -20 °C’de derin dondurucuya kaldirildi.

Kullanilacak plakalarin icesindeki lamininli solisyon kaldirildi ve plakalar 2
defa PBS ile yikand.

3.3.1.2. Besiyeri Hazirlama
Bir sise (500 ml) DMEM/F-12’den 20 ml bir falkona ayrilir. Kalan besiyerine 10
ml B-27 Supplementi (50x), 5ml Penisilin+Streptomisin ve 5 ml L-Glutamin (200mM)

stogundan eklenerek besiyeri yeniden 500 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

3.3.1.3. Besiyerine Eklenecek FGF-2 konsantrasyonu hazirlama

Stokta bulunan 100 mg/ml konsantrasyonundaki FGF-2, besiyeri ile 10 kat
sulandirildi. Yukarida hazirlanis1 yazan besiyerinin yani sira, hicrelere inkibasyon
sirasinda kiilttir kaplarina her seferinde taze FGF-2, final konsantrasyon 20 ng/mL

olacak sekilde stoktan eklendi.

3.3.1.4. Hucrelerin Cozdurtlmesi ve Ekimi

Hazirlanan noral kok hicre icin DMEM/F12 mediumu islemlerden en az 20-30
dk 6nce 37°C su banyosuna konuldu. Sivi Azot tankindan vidali kapakl tiipteki sican
Hipokampal Noral Kok Hicreler ¢ikarildi, hizlica 37°C su banyosunda buyik bir
kisminin ¢6ziilmesi beklendi. Hicreler ¢éziinmis halde ¢ok fazla kalmasin diye bu
slire¢ hassasiyetle izlendi. Stoktaki 1 mlI’lik donmus NKH’1li soliisyon 15 ml’lik falkon
tiplne aktarildi. 10 ml’ye tamamlamak i¢in tizerine 9 ml’lik medium eklendi.

Hiicrelerin osmotik soka girmemesi i¢in medium damla damla ve nazikce eklendi.

Ardindan bu tip 300xg de 3-5 dk arasi santrifuj edildi. Siipernatant atildi.
Pelletin Uzerine 10 ml taze medium eklendi. Pipetaj yapip, ¢ozdiiriildu. Hucreler

ekilmeden (izerlerine taze FGF-2 stokundan 20 ul eklendi, tekrar karigtirildi.

Taze besiyeri icerisinde ¢ozdurllen hucreler, hiicre kulturd icin 6zel olan kalttr

kaplarina (petri) aktarildi. Petri 37°C, %5 COz2 kosullarini igeren inkiibatore kaldirildi.
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3.3.1.5. Besiyeri Degisimi

Besiyeri giin asiri/2 giine bir seklinde degistirildi. Medium degistirilecek
petrideki hicreler 6nce mikroskopta kontrol edildi. Eski medium pipet yardimi ile
cekildi. 15 ml’lik falkona Onceden 37°C’de 1sitilmis taze NKH mediumu eklendi.
Uzerine 20 pl (final cons: 20 ng/ml) FGF-2 eklenip karistirildi.

Medium petride hiicrelerin izerine pipet ile eklenip tekrar mikroskop ile kontrol
edildi. Ve petri tekrar 37°C, %5 COz2 inkiibatore kaldirildi.

3.3.1.6. Hucre Pasajlama

Inkiibatordeki hiicreler mikroskopta kontrol edildi. Hiicrenin bulundugu alandaki
yogunluguna gore pasaj yapildi. Bunun icin petrideki hiicrelerin Gzerindeki besi yerinin
tamami ¢ekildi. Besi yeri kalintilarin1 uzaklastirmak ve yikamak igin kiiltiir kabina 10
ml PBS konuldu, calkalandi ve tamami ¢ekilip atildi. Noral Kok Hiicreler yapisan
hiicreler oldugu i¢in hiicreleri petri yiizeyinden ve birbirinden ayirmak icin Accutase
(Sigma) kullanildi.

-20°C de 5’er mI’lik bolinen Accutaselardan biri oda sicakliginda ¢ozdiirildi.
Petrinin tzerine Accutaselardan biri eklenip karismasi saglandiktan sonra kontrol etmek
sartt ile 3-5 dakika arasi 37°C, %5 CO: inkibatore kaldirildi. Hicrelerin ayrisip
ayrismadigi mikroskoptan bakarak kontrol edildi Hiicreler ayrismis ise soliisyon pipet
yardimi ile ¢ekilip bos 15 ml’lik falkon tuplne aktarildi. Ve Uzerine Accutase
aktivitesini inhibe etmek i¢in 10 ml’ye tamamlanacak kadar medium eklendi. Falkon
300xg de 3-5 dakika santrifuj edildi. Siipernatant atildi. Pellet taze besiyerinde
cOzdiruliip yeni petriye ya da platelere aktarildi. Uzerine 20 pl (final cons: 20 ng/ml)
FGF-2 eklenip karigtirildi ve kiiltiir kaplar1 -petri ya da plak- 37°C, %5 COz2 inkiibattre
kondu.

3.3.1.7. Petriden 24°liik kuyulu-plakaya ekim

Petride yetistirilen hucreler deney protokoliini uygulamak Gzere 24 kuyulu
plakalara eklendi. Bu sebeple yukaridaki hiicre pasajlama protokoliiniin ilk agamasina
gore hicreler Accutase yardimi ile kaldirildi. Her bir kuyuya sabit sayida hiicre

ekleyecegimiz i¢in hiicreler Once hematocytometer yardimi ile sayildu.
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Bunun i¢in; santrifiij sonrasi siipernatant atildiktan sonra pellet halindeki
hicrelerin Gzerine 1 ml medium eklenir. Gerekli goriildiigii kadar 1/10 oraninda
seyreltilmeye devame dilir. Seyreltilen bu hicre stspansiyonundan 10 pl alinip, 10 pl
tripan mavisi ile 0,5 ml PZR tupinde karistirilir. Karisimdan thoma laminin yiizeyine

10 pl eklenir. Mikroskopta thoma laminda sayim yapulir.

24 kuyulu plate icin her bir kuyuya 60 bin hicre ekilecek sekilde yeterli hiicre
miktar1 belirlendi. Sayimdan sonra yeterli sayidaki hiicreyi i¢ceren miktar ayrildi, bos
falkona kondu. Son asamada 24’lik kuyulu plagin her bir kuyusuna 600 pl
besiyeri+hiicre karisim soliisyonu eklenecektir. Bunu i¢in yeterli sayidaki hiicre
cokuntust tizerine yine kuyu basina 600 pl besiyeri hiicre soliisyonu karigimi
diiseceginden hesapla yeterli miktarda taze besiyeri eklendi, karistirildi. Hiicreler kiltir
kabina gecirildikten sonra besiyerine FGF-2 eklenmez. 24 kuyulu plaklar her bir kuyuya
600 pl olacak sekilde ekildi. Mikroskopta kontrol edildikten sonra 37°C, %5 CO:2
inkiibat6re kaldirildi.

Bu sekilde biiyiime faktorii uygulamaksizin 24 saat hucrelerin kendine gelmesi

ve ag¢ilmasi i¢in inkiibe edildi.

3.3.1.8. Hucrelere Buyume Faktorlerinin Eklenmesi
24 saatlik biiylime faktorii uygulamaksizin yapilan inkiibasyondan sonra
inkiibatérden alinan hiicrelerin tizerine TABLO 3-4’de yazan son final konsantrasyon

olacak sekilde bu biyume faktorleri eklendi.

Kombinasyon halinde verilecek olan biiyiime faktorlerinin oranlari her bir
faktoriin tek basina verilen konsantrasyonlari ile ayni olacak sekilde hesaplanip

uygulandi.

Bu islem 1. giun (24 saat), 3. gin (72 saat) ve 7. gun (168 saat) deney

diizenekleri i¢in ayr1 ayri tekrarlandu.
Deneyler i¢in buylme faktori muamelesi su sekilde yapilmistir;

Hicreler 24 saat hicbir buyume faktori eklenmeksizin besiyeri ile kultir
kaplarinda yetistirildikten sonra 24. saatte tiim kiiltiir kaplarina belirtilen miktarlarda

blyume faktorleri eklenmistir. 24 saat sonra 1. giin deneyi durdurulup analiz edilmistir.
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Ardindan 3. giin deneyi icin 72. saattte durdurulup analiz edilmistir. Tam bu 72. saate
denk gelen siirede de 7. giin deneyi i¢in hazirlanan kiiltiir kaplarina taze besiyeri ve

blyilime faktori eklemesi yapilmustir.

3.3.1.9. Bromodeoksiuridin (BrdU) muamelesi ve Protokoli
Bu asamada BD Pharmingen BrdU Flow Kits kiti kullanild1 ve firma tarafindan

olusturulmus protokole uyuldu.

1. BrdU muamelesi igin once kit igerisinde gelen BrdU’dan 31 ul alinir, 1 ml
NKH besiyeri igerisinde c¢ozdurildli. Ardindan 151k almayan ortamda, deneyin
durdurulmasmdan 2 saat 6ncesinde 24 kuyulu plateteki hiicrelere her bir kuyuya 6’sar

pl gelecek sekilde eklendi ve 24 kuyulu plaklar tekrar inkiibatore kaldirilda.

2. 2 saatin sonunda BrdU solusyonunu iceren besiyeri plaklardan cekildi. Ve
Accutase ile hiicre kaldirma protokolii uygulandi. Her bir kuyuya 500 pl Accutase ilave
edildi. 3-5 dk kadar inkbatdrde bekletildi. Mikroskopta hiicrelerin kalkip kalkmadigi
kontrol edildi. Uzerine 500 pl besiyeri ilave edilip, suispansiyon 1.5’luk ependorf

tiplerine aktarildi.
3. 300 x g’de 5 dk santriftij edildi. Siipernatant atildi.

4. Pellete BrdU kit protokoliini uygulamak {izere protokoliin ilk basamaginda

hiicreler Flow tiiplerine aktarildi.

5. Flow tiipiine aktarilan hiicrelerden her bir tipin Gzerine 100 pl
Cytofix/CytoPerm buffer eklendi.

6. 15-30 dk oda sicakliginda ya da buzda inkiibe edildi. Hucreler 1 ml 1x BD
Perm/Wash Buffer ile yikandi. 5 dk 200-300 g de santrifilj edilip ve sipernatant atildi.

7. Hucreler 100 ul BD Cytoperm Permeabillization Buffer Plus ile resiispanse
edildi. 10 dk buzda -ya da +4’te- inkilibe edildi. Ardindan hucreler tekrar 1 ml 1x BD
Perm/Wash Buffer ile yikandi. Ve 5 dk 200-300 xg de santrifiij edilip, stipernatant
atild.

8. Ardindan 100 pl diltie edilmis DNase ile resiispanse edildi. 60 dakika 37 °C
kuru etuvde tlpler inkiibe edildi ve hicreler yeniden yikandi.
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9. Hicreler 1/50 oraninda PWB ile dille edildi, 50 pl Anti-BrdU ile reslispanse
edildi ve 20 dk oda sicakliginda inkibe edildi. Bu asama kontrol tiipiine uygulanmaz.

Ardindan yeniden yikama protokoll uygulandi.

10. Hucreler 20 ul 7AAD ile yeniden restspanse edildi. Bu total DNA’y1
boyamay1 saglar. Uzerlerine 1 ml PBS eklenip ve Akim Sitometri Cihazinda analiz
edildi.

Calisma miimkiin oldugu kadar en az 1s1kl1 ortamda yapildi.

3.3.1.10. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler dondurulmak iizere sivi nitrojene kaldirilirken vidali kapakli cryo
tiplerde muhafaza edildi. Ve her tiipte 1 milyon hiicre olacak sekilde soliisyonlar
hazirlandi.

Sayimdan sonra pellet halindeki hiicrelerin tizerine eklemek icin %80 FBS ve
%20 DMSO igerikli soliisyon hazirlanip 20 dk buzda bekletildi ve ardindan siispansiyon
halindeki hicreyi iceren falkona kenardan yavas yavas eklendi. Bu karigim 1’er ml
olacak sekilde vidali kapakli cryo tlplere paylastirildi. Her bir tiipteki i¢erigin 1 milyon
hiicre olmasina dikkat edildi.

Dondurucu kapta -80 °C de 2 giin bekletildikten sonra yaklagik -195°C

derecedeki s1v1 azot tankina kaldirild.

3.3.2. RNA izolasyonu
Birinci, Ucunct ve yedinci giin olmak izere 3 farkli giin grubunda, her grubun

kontroli ile birlikte 16 farkli kombinasyonuna RNA izolasyonu yapildi.

Rat Hipokampal Néral Kok Hicrelerin kiltiriinden kaldirilan ¢okuntt halindeki
hiicrelerin RNA izolasyonunun yapilmasinda Jena Bioscience RNA Purification Kit

kullanild1. Kit protokoliinde uygulanan adimlar asagidaki gibidir:

1. Filtrelerin Uzerini 1slatmak icin Once tlplere 100 pl “Aktivasyon Buffer”
eklendi. 10 000 xg’de 30 saniye santriflj edildi.

2. 1.5 ml’lik tlip igerisindeki hiicre silispansiyonu 3000 xg’de 5 dk santrifiij

edildi ve stipernatant atilarak hucreler pellet haline getirildi.
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Hicre pelletine 250 pl “Lysis Buffer” eklenip, vortekslenerek htcreler

buffer icerisinde parcalandi.

Hiicre lizatina -Lysis Buffer’t ¢ekmeden- 150 pl izopropanol eklendi,

vorteks uygulandi ve karigim spin kolonuna alindi.

Spin kolondaki karisim 10 000 xg’de 30 sn santrifiijlendi ve toplama
haznesine gecen sivi atildi. Bu asamada RNA, spin kolon igerisindeki

membranda bulunmaktadir.

Yikama asamalarti;

1.

Spin kolon tekrar toplama haznesine alindi ve spin kolonuna 350 ul “Primary
Washing Buffer” eklendi.

Spin kolon 10000xg’de 30 sn santrifiijlenir ve santrifiij sonras1 toplama

haznesindeki s1v1 atildi.
350 ul “Secondary Washing Buffer” spin kolonuna eklendi.

Spin kolon 10000xg 30 sn santrifujlenir ve toplama haznesine gegen sivi
atild.

Spin kolonu igerisindeki sivinin elimine olmasi igin 10000 xg’de 2 dk daha

santrifiij yapildu.

RNA Ellsyonu

1.

Spin kolon igerisindeki sivi tamamen uzaklastirildiktan sonra, DNaz/Rnaz

icermeyen 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.

Mikrosantrifllj tiipii icerisindeki spin kolon membranina mikropipet ucu

temas edecek sekilde 20 ul “Elution Buffer” eklendi ve 2 dk inkibe edildi.

10000xg’de 1 dk santrifiij yapildi ve santriflij sonrasinda mikrosantriflj tupu
igerisinde RNA elde edilmis oldu.

RNA -20°C de kisa siireli olarak veya -80 °C de uzun sureli saklanabilir.
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3.3.3. cDNA Sentezi
Elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezlenmistir. Oncesinde bu RNA

ornekleri 50 ng/ul sabitlendi.

cDNA sentez asamasinda Jena Bioscience “ScriptctDNA Sentez Kiti”

kullanilmistir ve asagidaki protokol izlenmistir:
Kalip RNA/Primer Karisimini hazirlanmast:

1. TABLO 3-6’de belirtilen miktarlar DNase/Rnaz icermeyen steril PZR
tiiplerine eklenerek RNA/primer karisimi hazirlandi. Islemlerin tamami buz

tizerinde gergeklestirildi.

2. RNA/primer karisimi hazirlandiktan sonra PZR cihazinda 70 °C de 5 dakika

inkibe edilip hemen buza alind:.

Tablo 3-6: Kalip RNA/Primer Karisimi

Bilesen Bilesenin stok Reaksiyon Miktar (10ul)
konsantrasyonu konsantrasyonu
H20 - - 10 ul’ye
tamamlanir

Primer: -
Oligo-dT15-25 50 pmol (300ng) 0.5 ul
Random Hexamer 50 pmol (100 ng) 0.5 ul
Kalip RNA - 50 ng X ul

Reaksiyon Karigiminin Hazirlanmasi:

3. Inkiibasyon sirasinda TABLO 3-7°da yazan bilesenler ile 6rnek sayisina gore

bir reaksiyon karisim1 hazirlandu.

4. Inkiibasyondan sonra primer/kalip RNA karisimina, inkiibasyon esnasinda
Tablo 3-9’a gore hazirlanmis reaksiyon karigimindan 10’ar pl eklendi.

Toplam hacim bu asamada 20 pl olmus olur.
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Tablo 3-7: Reaksiyon Karisimi

Bilesenin  stok|Reaksiyon ]
Bilesen Miktar (10 pl)
konsantrasyonu | konsantrasyonu

H20 - - 10 pl’ye tamamlanir

SCRIPT-RT Tampon Solusyonu |5x 1x 4 ul

Her biri icin 10|Her biri icin 500

dNTP Karigimi M M 1pl
DTT Soliisyonu 100 mM 5mM 1l
Rnaz inhibitori 40 Unite/pl 40 Unite 1l
SCRIPT Ters Transkriptaz 200 Unite/pl 100 Unite 0.5 pl

5. Belirtilen miktarlarda bilesenleri igeren PZR tiipleri, PZR cihazina
yerlestirildi ve TABLO 3-8’da yazan kosullarda reaksiyon gergeklestirildi.

Tablo 3-8: cDNA Sentez Kosullar:

42 °C 10 dakika
50 °C 50 dakika
70 °C 10 dakika

¢DNA nin saklanmasi:

6. PZR sonucunda elde edilen cDNA -20 °C’de kisa siireli saklandi.
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3.3.4. Ger¢cek Zamanh Kantitatif PZR (GZ-PZR) (Q-PCR)

Hiicre Kkiiltiirlinde uygulanan biliylime faktori kombinasyonlarinin  gen
ekspresyonu diizeyinde degisimlerini incelemek icin Gergek zamanli kantitatif PZR
yapildi. NKH’lerin aktivasyon, proliferasyon ve migrasyonunu gosteren literatiirde
belirlenen belirte¢ antikorlar proje butgesini ¢okga asacagindan tezde bu gen
primerlerinin ekspresyonlarini incelemek yoluyla tespit etmeye karar verilmistir. Bu
baglamda PZR’de DCX, TUBB3, Nestin ve GFAP genleri ve referans gen olarak
GAPDH kullanildi. Bu genlere ait primerler ise daha Once calisgilan makalelerden
belirlenip alinmigtir. Primerlerin dizilimi TABLO 3-9’da g0sterilmektedir. Gen

ekspresyonlari 1. giin, 3. giin ve 7. gin zaman dilimlerinde ayr1 ayr1 incelendi.

Gergek Zamanli Kantitatif PZR’de ekspresyon analizi igin hucre kiltirtinden
sonra elde edilen cDNA 0rnekleri ve reaksiyonda 1simayi saglamak icin ise SYBER

Green Boyasi kullanilmistir.

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

Ozkan Ozdemir’den temin edilen rat hipokampal bélge hiicreleri kullaniimistir.
Gergek Zamanli Kantitatif PZR icin su basamaklar uygulandi:

1. PZR islemi laminer akishh kabin igerisinde yapildi ve kullanilacak
malzemeler (filtreli pipet uglari, 96 kuyulu PZR plate, sling, steril su, 1.5 ml
lik steril tupler, pipetler (200, 10, 2.5’luk)) 15 dakika kadar kabinde UV 1511
altinda bekletildi.

2. PZR bilesenlerini igeren ortak reaksiyon karisimi 6rnek miktarindan %10

fazla olacak sekilde hazirlandi.

Ortak karisimda; PZR karigimi, primerler, steril su bulunmaktadir.

Bilesenlerin konsantrasyonu TABLO 3-10’de gosterilmistir.

3. Hazirlanan reaksiyon karisimimdan 96 kuyulu PZR plagindaki her bir kuyuya
19 pl oalcak sekilde dagitildi ve her bir 6rnegin kuyusuna 1 pl cDNA
eklendi. Sling ile iizeri kapatilip, yapistirildi.

4. Hazirlanan plaka 1500 xg’de 2 dakika santriftj edildikten sonra cihaza
yerlestirildi. TABLO 3-11, TABLO 3-12, TABLO 3-13 ve TABLO 3-14’da
gosterilen PZR kosullarinda amplifikasyon gergeklestirildi.
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Tablo 3-9: Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR’da Kullanilan Primerler

Primer Primer dizileri

Nestin Ileri Primer 5" CCGGGTCAAGACGCTAGAAGA 3’ (144)

Nestin Geri Primer 5’ CTCCAGCTCTTCCGCAAGGTTGT 3’ (144)

GFAP lleri Primer 5" CTCCTATGCCTCCTCCGAGACGAT 3’ (144)

GEAP Geri Primer 5’ GCTCGCTGGCCCGAGTCTCTT 3’ (144)

DCX ileri Primer 5 TTGGACATTTTGACGAACGA 3’ (7)

DCX Geri Primer 5’ CCCTTCTTCCAGTTCATCCA 3’ (7)

TUBBS ileri Primer 5’ GTCCGCCTGCCTCTTCGTCTCTA 3’ (144)
TUBBS3 Geri Primer 5’ GGCCCCTATCTGGTTGCCGCACT 3’ (144)
GAPDH fleri Primer 5’ GGTGTGAACGGATTTGGCCGTAT 3’ (144)

AP Geri MMer 5" CTCAGCACCAGCGTCACCCCATT 3’ (144)

Tablo 3-10: PZR Reaksiyon Karisimi

Bilesen Konsantrasyon Miktar
2x SensiFAST SYBER No-ROX Mix 1x 10 pul
Ileri Primer (10uM) 400 nM 0.8 ul
Geri Primer (10uM) 400 nM 0.8 ul
H20 - 8.4 ul (10 pl’ye tamamlanacak)
cDNA Grlndi - 1l
TOPLAM 20 pl
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Tablo 3-11: Nestin Geni i¢in Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR Program

Baslangig
95 °C 3dk 1 Dongu
Denattrasyonu
o 95 °C 5 saniye
Amplifikasyon
68 °C 20 saniye 45 Dongl
72 °C 20 saniye
95 °C 5 saniye
Erime Egrisi Analizi
1 Dongu
65 °C 1 dakika J
Soguma 40 °C 20 saniye 1 Dongl

Tablo 3-12: GFAP Geni i¢in Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR Programi

Baslangic
95 °C 3dk 1 Dongu
Denattrasyonu
- 95 °C 5 saniye
Amplifikasyon
65 °C 20 saniye 45 Dongi
72 °C 20 saniye
95 °C 5 saniye
Erime Egrisi Analizi
1 Dongl
65 °C 1 dakika J
Soguma 40 °C 20 saniye 1 DOngu




Tablo 3-13: TUBB3 Geni i¢in Kantitatif Gercek Zamanh PZR Program
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Baslangig
95 °C 3dk 1 Dongu
Denattrasyonu
o 95 °C 5 saniye
Amplifikasyon
60 °C 20 saniye 45 Dongl
72 °C 20 saniye
) 95 °C 5 saniye
Erime Egrisi Analizi
1 Dongu
65 °C 1 dakika J
Soguma 40 °C 20 saniye 1 Dongl

Tablo 3-14: DCX Geni icin Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR Program

Baslangic
95 °C 3dk 1 Dongu
Denattrasyonu
o 95 °C 5 saniye
Amplifikasyon
56 °C 20 saniye 45 Dongi
72 °C 20 saniye
95 °C 5 saniye
Erime Egrisi Analizi
1 Dongl
65 °C 1 dakika J
Soguma 40 °C 20 saniye 1 DOngu
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3.4. Migrasyon Deneyleri

Migrasyon deneyleri icin Cell Asic ONIX cihazi ve o cihaza spesifik M04G
plaklar1 kullanildi. Migrasyon deneyleri diger deney setlerinden farkli oldugu i¢in bu
ayri planlandi ve diger deneyler igin planlanan tiim blyume faktori kombinasyonlari
yerine, yalnizca FGF-2, MGF, FGF-2 + MGF secenekleri kontrol 6rnegi ile birlikte
calisildi. Konsantrasyon olarak yine TABLO 3-4’deki konsantrasyonlarin aynisi
kullanildi.

3.4.1. Migrasyon Plate Ozellikleri

Cell Asic ONIX Cihazi yalnizca cihaza 6zel plakalar kullanilarak caligtirilabilen
bir cihazdir. Onemli ozelliklerinden biri de cihazin kendi inkiibasyon ortamini
ayarlayabiliyor olmasidir. Bunu da 6zel plateleri aracigi ile kapagina baglanan manifolt
ve gaz tupleri yardim ile yapar. Bu vesile ile hem normal sartlardaki inkiibasyon
ortamini1 saglayabilir hem de hipoksi deneyleri istenilen azot ve oksijen oraninda

degistirilerek kullanilabilir. Her deney i¢in farkli plate secenekleri sunulmaktadir.

Migrasyon deneyleri i¢in kullanilan M04G plaklari da bunlardan biridir ve bu

tezin deneylerinde bu plakalardan faydalanilmistir.

Plakanm goriiniisii SEKIL 3-2°de verilmistir. Birbirinden bagimsiz 4 havuz ve
bu havuzlara baglanan 6 giris, 2 c¢ikis kuyusu bulunmaktadir. Hiicreler SEKIL 3-3’te
gorunen C kismindaki PTFE halkas1 igerisine 6zel protokolil ile eklenir. Ve manifolt
yardimi ile havuza itilir. SEKIL 3-3’te A kisminda cihazin protokoliinde yer alan
hicrelerin dizilimini gosteren ¢izim ve B kisminda hiicrelerin kulttre edildikleri alan, C
kisminda ise hiicrenin ekimin yapildigi kuyunun yakindan gorunimu gosterilmektedir.
SEKIL 3-4’de ise deneyin ilk asamasinda, hiicre ekimini gerceklestirdikten sonraki ilk

gorsel bulunmaktadir.

Ardindan bu havuzda istenilen zaman araliginda, istenilen hizda ve istenilen
etken maddeler alt ve {ist bariyerlerden istenilen periyodlarda akitilir. Bu ayarlama
cihazin baglandig1 bilgisayara kurulu bir program araciligi ile yapilir. Program
arayiiziiniin goriiniimii SEKIL 3-5’te verilmistir. Ve zaman igerisinde hiicrelerin

yonelimleri resmedilip tespit edilir.

Bu tez dizayn1 agisindan migrasyon deneyleri 3 giin olarak yapildi. Her 12 saatte

bir fotograf ¢ekildi. Ve tim deney plani 2 tekrar olacak sekilde kuruldu.
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Sekil 3-2: Cell Asic ONIX Cihaz1 M04G Plaka Gérinima
1)Yer Cekimi Akis Girisi 2-5) Dort adet ¢ozelti girisleri 6) bir adet hiicre girisi 7-8) iki adet
ortak ¢ikis. MO04G Mikroakiskan Platelerde dort adet bagimsiz kiltlir {initeleri bulunmaktadir (A-D).

Herbir plate kuyularin icerisinde PBS soliisyonu ile dolu sekilde gelir. Deney oncesi protokole gore bu

soliisyon degistirilir. Plateler tek kullanimliktir.



39

(A)

AAAAAALAAAN

Akis Girisleri I=————-" Akig Cikiglan

. Cb &

cccececececce

Hava Kanali —3

I ———— Kiiltiir Odasi o
uuuuuuuu s (A_D) 0
nppoopopopnDoD
PTFE
I— e Halkasi

Girisler
) Perfiizyon Bariyerleri
3 Cikislar
EE E E E B C C 7
I~
6 |8
‘]/
JRLILAVEI AL AL LLALLLALLLL A ALLLALLLLLALLY 7
4
5

Sekil 3-3:M04G Platelerinin daha yakindan goriiniisii
(A) Odalarin Goriintilleme Penceresi (B) Kiiltiir Odas1 Goriiniimii (C) Hucrenin
eklendigi 6. Kuyunun yakindan goriiniimii, PTFE halkas1 igerisine (10ul hacminde) hiicre

birakilir
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Sekil 3-4: Hiicre Ekildikten Sonraki Kiiltiir Odalarinin Goriiniimii

(A) Cell Asic ONIX Protokoliinde bulunan Cizim (B) Deney protokoliine uygun hicre

ekildikten hemen sonraki deney gorseli
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Sekil 3-5: Program Yaziliminin Goriiniimii

3.5. Verilerin Istatistiksel Analizi
NKH’lere hiicre kiiltiiriinde yapilan uygulamalarin ardindan RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve gen ekspresyonu analizi i¢in Gergek zamanli PZR yapildi. Yapilan

kantitatif PZR’de ornekler duplike ¢alisildi. Tiim deneyler iki tekrarli olarak yapildi.

Hicre kilturiinde higbir uygulama yapilmayan hiicreler kontrol 6rnegi olarak
degerlendirildi. Aymi zamanda PZR’de pozitif kontrol olarak rat hipokampal

bolgesinden izole edilen 6rnekler kullanildi.

Referans gen olarak GAPDH kullamildi. Sonuglar ACT= 2-(CTOmek-CTReferans)
formiilii kullanilarak hesaplandi. Daha sonra her bir Ornek deneyin kendi kontrol
ornegine -hi¢ bir buylme faktori eklenmeden deney protokoliiniin uygulandigi-
bolundu (ACTornek/ ACTkontrol).

Ardindan ¢ikan sonuglar eger 1°den biiyiik ise aynen alinmis, 1’den kiigiikse (-1)
eklenmistir. Boylelikle tiim 6rnekler kontrol 6rnegine sifirlanmis ve kontrole gore artis

veya azalis tespiti yapilmistir.

BrdU Analizi sonuglar1 da ayni sekilde kontrol drnegine gore degerlendirilmis
ve Once deneyin kontrol Grnegine boliinmiis, ardindan 1°‘den biiylikse aynen alinip,

kiglkse -1 eklenmistir.
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Migrasyon deneyi analizleri ise tamamen gorsel olarak fotograflardan analiz
edilmistir. NKH’lerin sayica yogunlugu, nérosferlerin varligi, yogunlugu ve biiyikligii
degerlendirilmistir. Ayrica gorsel olarak analiz edilip sayiya dokiilen bu sonuclar Mann-

Whitney t testi kullanilarak da analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma boyunca hiicre kiltirtinde biri kontrol olmak Uzere toplam 16 6rnek
lizerine biiyime faktorii uygulamalar1 yapilmistir. Bu 16 6rnekli deneyin giin bazlh
degisimlerini incelemek tizere 1. giin 3. giin ve 7. gun gibi farkli giin segenekleri

diizenlenmistir.

Bu deney duizenekleri hem BrdU uygulamasi sonrasi Akim olger cihazinda
analiz edilmistir. Hem de ayni1 deney diizeneginden yapilip, GZ-PZR ile 4 genin (GFAP,
Nestin, DCX, TUBB3) anlatim diizeyine bakilmuistir.

Migrasyon deneyleri igin ise Cell Asic ONIX cihazi kullanilmustir.

4.1. Hiicre Dongiisii Analiz Sonuclar:

NKH’ler belirtilen giin ve konsantrasyonlarda buytime faktorleriyle muamele
edildikten sonra BrdU eklenip Akim Olger cihazinda analiz edilmistir. Analiz sonucu
hiicreler GO/G1 fazi, G2/M fazi, S faz1 ve Apoptotik faz olmak {izere 4 ayr1 fazda

incelenmistir.

Buyume faktorli o6rneklerin  kontrole goére gostermis oldugu degisimin
degerlendirilmesi sonucu 1. giin deneylerinde FGF-2 (-1.10 kat) ve MGF (-1.18 kat)
buylme faktorll deney gruplarinda hiicrelerin kontrole gére GO/G1 fazindan ¢iktigi
tespit edilmistir. Fakat bu biiyiime faktorlerinin birlikte kullanildigi FGF-2+MGF (1.25
kat) drneginde ise hiicrelerin G0/G1 fazinda yani uyku fazinda kalma oraninin kontrole

gore arttig1 tespit edilmistir.

FGF-2 ve IGF-1 biytme faktdrlerinin tek basina uygulanmasindan farkli olarak
birlikte kullanildiginda FGF-2+IGF-1 birlikte etki gostererek hiicreleri GO/G1 fazinda
tuttugu gosterildi. (SEKIL 4-1°de de gosterilmistir.) Bu da NKH karakterinde istenilen
bir 6zelliktir. Hucreler quiescent (uyku) fazinda tutularak proliferasyon ve farklilasma
(diferantiasyon) yeteneklerinin baskilanmasi1 seklinde goriilebilir. FGF-2’nin diger
biiyiime faktorleriyle yapilan kombinasyonlarinda ise aym etki goriilmemektedir. Ayni
sekilde IGF-1"in MGF’le yaptig1 kombine etki de bu diizeyi yakalayamamistir. BDNF
ve EPO tek bagina hiicreleri GO/G1 fazindan ¢ikarmaktadir.
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SEKIL 4-2’de ki sonuglar apoptotik faza ait sonuglardir. Bunlara gore; FGF-2 ve
IGF-1 tek baslarina uygulandilarinda tiim zaman dilimlerinde NKH’leri apoptoza

yonelmekten kontrole gore bir koruyucu etkisi oldugu tespit edilmistir.

Yine bu deney sonucunda MGF’li hiicre grubu 3. giinde, EPO’lu hiicre grubu 3.
ve 7. gunde, BDNF’li deney grubu 1. ve 3. glinde ve EGF’li deney grubu ise 3. guinde
apoptotik hiicre oranint kontrole gore arttirdigi tespit edilmistir. Fakat bu biiylime
faktorleri FGF-2 ile kombine edilip hiicrelere uygulandiginda yine belirtilen giinlerde

apoptotik cevabin degistigi, apoptotik hiicre sayisinin azaldig: tespit edilmistir. Bu etki

MGEF ile olusturulan kombine uygulamada gosterilememistir.

IGF-1, MGF ve EPO tek uygulandiginda her bir zaman dilimi icerisinde
NKH’leri mitoza sokarak hticrenin bolinmesine ve farklilagmasina destek oldugu
sonucu elde edilmistir (SEKIL 4-3). Aym sekilde FGF-2+EGF ve FGF-2+BDNF ve
MGF+EPO ve MGF+EGF de zamana bagli hiicrenin mitoza girmesini indiikledigi
gosterilmistir. FGF-2 ve BDNF’li deney gruplarinda 1. giinde hiicrelerin kontrole gore
mitoz fazinda olmadig: goriiliirken bu biiylime faktorleri birlikte verildiginde bu sonug

degismis ve mitoz fazina yonelim olmustur.

FGF-2’nin kombine uygulanmalarinin uzun sdreli (7 giin) kisimlarinda
NKH’lerin sentez fazda kontrole gore daha fazla kaldiklar: tespit edilmistir (SEKIL 4-
4).
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4.2. Gen Anlatim Sonuglari

4.2.1. GFAP Geni Anlatim Sonuclari
GFAP Geninin GZ-PZR Analiz sonuglar1 SEKIL 4-5°te verilmektedir.

GFAP Geni quiescent (suskun) NKH’lerde yiiksek diizeyde ifade edilmektedir.
Buradan yola ¢ikarak GFAP gen anlatim dizeyi yiksek ¢ikan biiytime faktorli deneyin
sonuglarinda suskun NKH dizeyi yiksektir, yani NKH’lerin aktiflesme siirecinde o

blylme faktoriiniin etkisi disiiktiir denilebilir.

GFAP geni icin FGF-2, EGF ve FGF-2+EGF’li hiicre kombinasyonlarinda ve
tim gunlerde kontrole gore baskilanmis -diisiik ekspresyon- oldugu tespit edilmistir.
Tum gin secenekleri ve diger biylme faktorleri igerisinde de en yiiksek baskilanma
duzeyi FGF-2+EGF kombinasyonunda 1. giinde goriilmiistir. Bu da FGF-2+EGF’in
birlikte etkisinin bu buyime faktorlerinin tek basina uygulandigi halinden daha fazla

NKH’leri aktive ettigini gostermektedir.

Yine FGF-2 ve MGF blyiume faktorli érneklerin 1. giniinde de bu faktorlerin
kombinasyonunun tek tek uygulanmis 6rneklere gore NKH’lerin aktivasyonunda daha
etkili oldugu tespit edimistir.

Ayrica GFAP geninde MGF, BDNF ve MGF+IGF’in 1. giindeki azalmig
regtlasyonunun 3. gln oOrneklerinde artarak artmis regiilasyon olarak degistigi

hesaplanmistir. Bunun biiylime faktorlerinin aktivasyon iizerindeki etkilerinin daimi

sitokin sitimilasyonuna bagli oldugundan kaynakli oldugu s6ylenebilir.

4.2.2. Nestin Geni Anlatim Sonuclar:
Nestin Geninin GZ-PZR Analiz sonuglar1 SEKIL 4-6’te verilmektedir.

Nestin Geninin ekspresyon sonuglarinda 6zellikle FGF-2, IGF-1, MGF, FGF-
2+IGF-1 ve FGF-2+MGF 0rnekleri tutarli bi sekilde tiim gilinlerde artmis regiilasyon

gostermistir.

Cogunlukla tim orneklerde artmis expresyon goriilmektedir. MGF+BDNF ve

MGF+EGF orneklerinde tiim giin seceneklerinde azalmis expresyon goriilmektedir.

FGF-2 ve MGF’li deney gruplarinda 1. giinde artmis expresyon goriinmekte,
BDNF’li 6rnekte ise yine 1. glinde azalmis expresyon goriinmektedir. FGF-2 ve MGF
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biiyiime fakorleri BDNF ile kombine edilerek uygulandiginda ise her iki 6rnek de 1.

giinde azalmig expresyon olarak tespit edilmistir.

4.2.3. DCX geni anlatim sonug¢lar:
DCX Geninin GZ-PZR Analiz sonuglar1 SEKIL 4-7’te verilmektedir.

DCX geninde tum buyime faktori muamelelerinde ilk 24 saatteki sonuclarda

artmis regiilasyon tespit edilmistir.

DCX geninin 1. giinii acgisindan en yiiksek upregiilasyon orani MGF+EPO
kombinasyonunda tespit edilmistir. MGF ve EPO’nun tek baglarina muamelesindeki
upregiilasyon oranmi da c¢okga astigi icin bu kombinasyonun NKH’leri gen¢ ndron
halinde bulundurma ve go¢ etmesi agisindan birlikte daha fazla etkilerinin oldugu

soylenebilir.

Ayrica MGF’in tiim diger kombinasyolart olan MGF+IGF, MGF+BDNF ve
MGF+EGF’te de tek basina uygulanan oranlardan ¢ok daha yiiksek bir upregiilasyon
orani goriilmektedir. Bu agcidan MGF’in birlikte kullanildig1 diger biiytime faktorleri ile
birkarsilikli etki i¢ine girdigi soylenebilir.

DCX geninin 3. giin sonuglarinda ise yalnizca EPO, BDNF, FGF+EPO ve
MGF+EGF uygulamalarinda upregiilasyon goriilmekte, bunun da 1. giin sonucuna

kiyasla ¢ok daha diisiik oranda oldugu goriilmektedir.

Bunlar disindaki DCX geninin tim biyimr faktori uygulamalart ve

kombinasyonlarinda 3. giin sonuglar1 downregiile oldugunu gostermektedir.

4.2.4. TUBB3 Geni Anlatim Sonuglari
TUBB3 Geninin GZ-PZR Analiz sonuglar1 SEKIL 4-8’te verilmektedir.

TUBB3 geninde de tim buyume faktorleri muamelelerinde ilk 24 saatteki

sonuglarda artmig regiilasyon tespit edilmistir.

FGF-2 muamelesi yapilan hiicrelerde 1. ginde TUBB3 Geni upregiile olmustur.
Burada FGF-2 etkisi ile NKH’lerin olgun ndronlara doniisme egilimi oldugu yorumu
yapilabilir. Fakat bu deger 3. giinde, down regiilasyona diismiis ve bu diisiis 7. giinde de
devam etmistir. Bu FGF-2 biylme faktorinin NKH’leri 1. giindeki olgun n&ron
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hiicresine tesvik etmesi potansiyelinin uzun siireli kiiltiirlerde kayboldugu ve hatta

NKH’leri dediferansiyasyona soktugu diisiiniilebilir.

Ayrica FGF-2’li deneylerin bu 3. ve 7. giindeki baskilanmis sonucu EPO ve
MGF’li deney gruplarindaki kombinasyonlarda da tespit edilmektedir. Hatta tek
baglarina EPO ve MGF’li 6rnekler tamamen upregile iken, FGF-2’li 6rnegin kombine
uygulandigt FGF-2+EPO ve FGF-2+MGF kombinasyonlarinda 3. ve 7. giinlerde

tamamen azalmis ekspresyon oldugu goriilmiistiir.

FGF-2+IGF-1 ve BDNF’li 6rneklerde TUBB3 geni agisindan 3. giin uygulamasi
incelendiginde 1. giin degerlerinden daha yiiksek bir upregilasyon orani gérilmektedir.
Buradan yola ¢ikarak FGF-2+IGF-1 kombinasyonu ve BDNF uygulamasinin NKH’leri
uzun sdreli kualttrde -3. gune kadar- daha ¢ok olgun hiicre fazina yonelttigi tespit

edilmistir.

GFAP, Nestin, DCX ve TUBB3 genlerinin anlatim sonuglar1 heatmap grafigi
seklinde SEKIL 4-9’te toplu bir sekilde verilmektedir.
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DoubleCortin (DCX) Geni Expresyon Sonuclari
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Sekil 4-9: GFAP, Nestin, DCX ve TUBB3 Genlerinin GZ-PZR Analizi Sonu¢larinin Heatmap Grafiginde Gosterimi
GFAP; suskun NKH ve astrosit belirteci. Nestin; suskun NKH belirteci (fakat bu gen iizerinde tersini iddia eden tartismalar da bulunmaktadir). DCX;

olgunlagsmaya baslayan ve migrasyon yapabilen gen¢ ndronlarin belirteci. TUBB3; olgun ndron belirteci.



4.3. Migrasyon degerleri sonuclari

Cell Asic ONIX cihazi ile 3 giin boyunca farkli buytime faktorleri muamelesine
birakilan hiicreler periyodik olarak, 12 saatte bir fotograflanarak deney sonunda gorsel
olarak analizi yapilmistir. Deney iki tekrarli olarak yapilmistir. Asagida eklenen
sonuclar 2. tekrar deney grubuna aittir. Normal Sartlar Altinda cihazin kilavuzunda da
yazdig1 gibi hilicreler deney sonu fotograflarda tek tek tespit edilerek yukar1 ya da asagi
ilerleme durumlarinin incelenmesi planlandi. Fakat deney i¢in bizim kullandigimiz
hiicre hatt1 olan rat hipocampal NKH’ler nérosfer yapma ve bir araya gelme egiliminde
olduklar1 i¢cin bu durum pek miimkiin olmadi. Bunun yerine noérosfer sayilari,
biiytikliikleri, yogunluklar1 ve gorsel olarak hiicre ve norosferlerin durumlarina dikkat

edildi (145).

Buna gore; herhangi bir buylime faktori muamelesi yapilmayan noral kok
hicrelerin bu faktorlerin uygulandigi diger tim Orneklere gore sayica daha fazla
goriinen fakat ¢cok ufak norosferleri bulundugu tespit edilmistir. FGF-2’1i havuzdaki
norosferlerin de kontrol 6rneginden norosfer biiyiikliigii ve yogunlugu agisindan bariz
fark vardir. Fakat en biiyik fark MGF’li soliisyonlu bulunan havuzdaki hiicrelerde
gorutnmektdir. Norosferler bir araya gelme egilimi géstermis ve biiyiik norosferler

olusturmuslardir. Sonuglara gore olusturulan TABLO 4-1’de verilmistir.

Mann-Withney t testi ile yapilan istatistiksel analiz sonucu 5 mm ve altindaki
norosferlerin oldugu sonuglarda FGF-2 i¢in p value degeri 0,8457, MGF’li deney i¢in p
value degeri >0,9999, FGF-2+MGF i¢in p value degeri >0,9999’tir.

5-10 mm arasindaki norosferlerin bulundugu deney sonuglarinda FGF-2 igin p
value degeri 0,3333, MGF’li deney i¢in p value degeri >0,9999, FGF-2+MGF icin p
value degeri >0,9999'tir.

10-20 mm arasindaki ndrosferlerin bulundugu deney sonuglarinda FGF-2 igin p
value degeri >0,9999, MGF’li deney i¢in p value degeri 0,3333, FGF-2+MGF igin p
value degeri 0,3333’tir.

20 mm ve tstiindeki norosferlerin bulundugu deney sonuglarinda FGF-2 igin p
value degeri >0,9999, MGF’li deney i¢in p value degeri >0,9999, FGF-2+MGF igin p
value degeri >0,9999’tir.
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Tablo 4-1: Migrasyon Deneyleri Sonucu Boyutlarina Gore Norosfer Sayilar:

Boyutlar Kontrol Ornegi | FGF-2 ve MGF ve Normal | FGF-2+MGF ve
Normal Besiyeri | Besiyeri Normal Besiyeri

5 mm ve altindaki 14 +4 14,5 +0,5 13 +2 14 +1

norosferler (kiguk)

5 — 10 mm arasindaki | 3,5 10,5 6,5 10,5 2 12 55 3,5

norosferler (orta)

10-20 mm arasindaki | 4 +1 3,5 +0,5 15 +0,5 1

norosferler (biyik)

20 mm ve Ustlndeki | 1,5 +1,5 1 3 2,5 +0,5

norosferler (cok

blylk)




Sekil 4-10: Migrasyon Deneyi Kontrol Ornegi.

Bu deney dizayninda plakanin hem {ist hem de alt bariyerinden kiiltiir besiyeri verilmistir. (A) Hiicrelerin M04G plakalarina ilk aktarildigi
zamanki goranim, (B) Deneyin 12. saatindeki goruntusi, (C) Deneyin 24. saatindeki goruntust, (D) Deneyin 36. saatindeki gorintisi, (E) Deneyin 48.

saatindeki goriintiisi, (F) Deneyin 60. saatindeki goriintiisii, (G) Deneyin 72. saatindeki goriintiisii, (H) G Gorselinin biiyttiilmiis hali
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Sekil 4-11: Migrasyon Deneyi - FGF-2 ve Normal Besiyeri Ornegi

Bu deney dizayninda plakanin iist bariyerinden FGF-2 blylime faktorli besiyeri, alt bariyerinden ise yalnizca normal kiiltiir besiyeri verilmistir. (A)
Hiicrelerin M04G plakalarina ilk aktarildigi zamanki goriiniim, (B) Deneyin 12. saatindeki gorintusi, (C) Deneyin 24. saatindeki goruntisu, (D) Deneyin 36.
saatindeki goruntusu, (E) Deneyin 48. saatindeki gorintisi, (F) Deneyin 60. saatindeki gorintisu, (G) Deneyin 72. saatindeki gorintisi, (H) G Gorselinin

bliyiitiilmiis hali
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Sekil 4-12: Migrasyon Deneyi - MGF ve Normal Besiyeri Ornegi.

Bu deney dizayninda plakanin iist bariyerinden MGF blyiume faktorll besiyeri, alt bariyerinden ise yalnizca normal kiiltiir besiyeri verilmistir. (A)

Hiicrelerin M04G plakalarina ilk aktarildigi zamanki goriiniim, (B) Deneyin 12. saatindeki gortntlsu, (C) Deneyin 24. saatindeki goruntist, (D) Deneyin 36.

saatindeki goruntust, (E) Deneyin 48. saatindeki goruntis, (F) Deneyin 60. saatindeki goruntisi, (G) Deneyin 72. saatindeki gorintisi, (H) G Gorselinin

bliyiitiilmiis hali
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Sekil 4-13: Migrasyon Deneyi - FGF-2+MGF ve Normal Besiyeri Ornegi.

Bu deney dizayninda plakanin iist bariyerinden FGF-2+MGF buyime faktorli besiyeri, alt bariyerinden ise yalnizca normal kiiltiir besiyeri verilmistir.
(A) Hiicrelerin M04G plakalarina ilk aktarildigi zamanki goriiniim, (B) Deneyin 12. saatindeki goriinttsu, (C) Deneyin 24. saatindeki gorintust, (D) Deneyin
36. saatindeki gorintisu, (E) Deneyin 48. saatindeki goruntisu, (F) Deneyin 60. saatindeki gorintisd, (G) Deneyin 72. saatindeki gorintisu, (H) G Gorselinin

bliylitiilmis hali.



5. TARTISMA

Postnatal beyinde nérogenezin kesfedilmesinden bu yana noral kok hucrelerin
aktivasyon, proliferasyon ve migrasyonunda etkisi olan etmenler ¢ok tartisilmakta,
bilim insanlar1 tarafindan ¢ok arastirilmaktadir. Buradan yola ¢ikarak bu projede
kurdugumuz hipotez FGF-2, MGF, IGF-1, EPO, EGF ve BDNF’in ve bazi
kombinasyonlarinin NKH aktivasyon proliferasyon ve migrasyonunda etkisininin

oldugu yoniinde idi.

Bu hipotezi test etmek icin gelistirilen deneysel platformlarda: Rat Hipokampal
kokenli NKH’ler hucre kiltirinde uygun kosullarda yetistirildi. TABLO 3-4°de
belirtilen biylme faktorleri tek baslarina ve belirtilen kombinasyonlarda hiicrelere

uygulanda.

Bu deney dizayni 3 ayr1 zaman diliminde incelenmistir: 1. glin, 3. gin, ve 7.
gin. Ardindan bu NKH’lere BrdU eklenerek Akim Olger Cihazi ile hiicre dongisi
analizi yapilmustir. Diger yandan benzer sekilde yapila bir diger deneyden elde edilen
hicrelere GZ-PZR yapilarak GFAP, Nestin, DCX ve TUBB3 genlerinin gen ekspresyon
degisimleri tespit edilmistir. Tiim bunlarin disinda Cell Asic ONIX cihazi ile yalnizca
FGF-2, MGF ve FGF-2+MGF buyume faktorl gruplarinin migrasyon diizeyleri

degerlendirilmistir. Her bir deney iki kere tekrar edilmistir.

5.1. Aktivasyon Deneyleri

NKH’lerin yer aldiklar1 rezervuarlarda quiescent -suskun- halde bulunduklari
onceki galigmalarca elde edilmis bir bilgidir. Bu suskun haldeki NKH’ler herhangi bir
yaralanma aninda aktive olup farklilagsarak dejenere olmus bolgeye go¢ etmektedirler.
Bu aktivasyon asamasinda burada olusturulan deney diizenegi ile bu asamada rolleri

oldugu diistinllen blytme faktorleri test edilmistir.

Hicrelere, hiicre kilturinde TABLO 3-4’de belirtilen biyume faktorleri
eklenmis ve 1. gin, 3. glin ve 7. giindeki degisimleri Ol¢Ulmiistiir. Bu asamada astrosit
belirteci oldugu bilinen ve quiescent/suskun NKH’ler tarafindan ekspresse olan GFAP

geninin drindiniin PZR yontemi kullanilarak tayini yapilmustir.

GFAP geninin ekspresyonu quiescent (suskun) NKH’lerde yiiksek diizeyde
goriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak GFAP gen anlatim diizeyi yiiksek ¢ikan biiyiime
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faktorii sonucglarinda suskun NKH diizeyi yliksektir, yani NKH’lerin aktiflesme
stirecinde o biiylime faktoriiniin etkisi distiktiir/'yoktur denilebilir. GFAP down
reglilasyon goriinmiis ise o blylme faktorinin noral kok hicreleri aktive etmekte
kontrole gore basarili oldugu soylenir ve NKH’leri diferansiyasyon fazina soktugu

distiniilir.

Buna gore; GFAP geni igin 1. gundeki deney sonuglarinda FGF-2’nin tek basina
uygulamas1 NKH’leri kontrole gore -1.27 kat, IGF-1 -2.38 kat, MGF -1.38 kat ve
BDNF ise -1.62 kat NKH aktivasyonunu arttirdig: tespit edilmistir.

FGF-2+MGF kombinasyonunun NKH’lerin aktivasyonunda oynadigi rol ise
deney sonuglarinda kontrole oranla -3.07 kat fazla ¢ikmustir. (Sonuclardaki down
regulasyon hiicrelerin aktive olmus hali ile iliskilendirilir.) Bu blyime faktorlerinin
yalniz basina uygulamalarinin sonuglart (FGF-2: -1.27 kat, MGF: -1.38 Kkat)
distintildiiginde bu FGF-2+MGF kombinasyonun NKH’leri aktive etme agisindan daha
fazla etkili oldugu sdylenebilir.

FGF-2+IGF-1 kombinasyonu ise 1. ginde NKH’leri kontrole gore -2.44 kat
oraninda aktive etmistir. Bu agidan bu kombinasyonun da FGF-2 (-1.27 kat) ve IGF-1 (-
2.38 kat) bliytime faktorlerinin yalniz bagina uygulamalarindan pozitif yonde bir farki
oldugu tespit edilmistir. Bu tespit daha ©nce de literatirde yer alan bilgileri
dogrulamaktadir (16,23,45).

En yuksek noral kok hiicre aktivasyon oran1 (GFAP gen ekspresyonu agisindan
down regiilasyon) FGF-2+EGF (-3.86 kat) kombinasyonunda tespit edilmistir. Bu oran
ayni zamanda bu blylme faktorlerinin tek baslarina uygulamalarindan (FGF-2: -1.27
kat, EGF: -2.46 kat) daha fazla NKH’leri aktive ettigi tespit edilmistir.

GFAP ekspresyonunu 1. giinde arttirdigi gosterilen tek 6rnek EPO olmustur
(1.16 kat). Buradan yola ¢ikarak EPO’nun NKH’leri suskun halde tutmaya yonelttigi
yorumu yapilabilir. EPO’nun kombine edildigi FGF-2+EPO (-2.84 kat) ve MGF+EPO
(-1.05 kat) kombinasyonlarinda ise yine 1. giin agisindan bu durumun tersine dondigii,
NKH’leri aktive etme yoluna doniistiigli goriinmiistiir. Daha Onceki literatlr
taramalarinda EPO’nun noéral kok hicrelere mikrogevre hazirladigina refere edilen
caligmalar distiniildiigiinde, EPO’nun, yanindaki bir diger blyltme faktorinun etkisini
mikrogevre hazirladigi igin gili¢lendirdigi fakat kendisinin tek basina 1. giin agisindan

NKH aktivasyonununda pek etkisi olmadig1 sdylenebilir.
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FGF-2+BDNF kombinasyonunun NKH’lerin aktivasyonunda oynadigi rol ise
deney sonuglarinda kontrole oranla 1. giin -3.03 kat fazla ¢ikmistir. Bu biyime
faktorlerinin yalniz basina uygulamalarinin sonuglarii (FGF-2: -1.27 kat, BDNF: -1.62
kat) diisiiniisek bu kombinasyonun da NKH’leri aktive etmede katkisi fazladir
diyebiliriz.

Ayrica toplamda FGF-2 ile kombine edilen tim blyume faktorleri, FGF-2’nin
tek basma uygulamasindan daha fazla NKH’leri aktivasyon yoluna soktugu tesppit
edilmistir. Bu da FGF-2’nin baska biiylime faktorleri ile kombine uygulandiginda tek
basina uygulanmasmna gore etkisinin NKH’leri aktive etme Ilehine arttigimi

gOstermektedir.

MGF biytime faktori tek basina uygulandiginda 1. giinde NKH’leri (-1.38 Kat)

aktive ettigi goriinmiistiir.

MGF+IGF-1 kombinasyonunda 1. gunde bu oran -2.43 kat ile her iki buylime

faktoriiniin de tek basina uygulamasinin iistiine ¢ikmaistir.

MGF+BDNF kombinasyonu ise 1. ginde -1.85 kat kontrole gére NKH’leri

aktivasyona yonlendirmistir.

GFAP geni ekspresyon sonuglarinda bir diger farkli veri ise 3. glinlerdeki MGF,
BDNF ve MGF+IGF-1 biyume faktori ve/veya kombinasyonlarinda yasanmistir. MGF
biiyiime faktorii uygulanmis deneyde 1. glin -1.38 kat kontrole oranla NKH’leri aktive
ettigi goriiliirken 3. giiniin sonunda burada bir artmis regiilasyon olmus ve 1.16 kat
GFAP gen ekspresyonunun arttig1 yani NKH aktivasyonunun azaldigi tespit edilmistir.
Bu azalma 7. giin yeniden NKH aktivasyonuna doniigsmiistiir (-2.30 kat).

Yine BDNF biytime faktoru uygulanmis 1. giin deneyinde -1.62 kat tespit edilen
GFAP gen ekspresyonu 3. giin 1.37’ye ¢ikmis yani NKH aktivasyonu kontrole goére
oldukga azalmigtir. 7. gln deneylerinde bu oranin yeniden -2.12 kat arttigi tespit

edilmistir.

Aym sekilde MGF+IGF-1 kombinasyonunda da 1. glin deneylerinde -2.43 kat
NKH aktivasyonu agisindan pozitif etki tespit edilmis, bu etki 3. giin deneyinde 1.19 kat
olmus yani NKH’lrein suskun faza yoneldigi goriilmiis ve 7. gunde yeniden -1.24 kat

oranina degismistir.
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Bunun nedeni olarak bu buyime faktorii ve/veya kombinasyonlarinin ilk etki
olarak noral kok hiicreleri aktive ettigi fakat bu etkisinin uzun sureli devam etmesi igin
daimi bir sitokin sitimiilasyonuna ihtiya¢ duydugu sOylenebilir. Hatta uzun vadede (3.
gun) bu hicreleri de-diferansiye ettigi yani aktive olmus NKH’leri yeniden
inaktif/suskun faza yonelttigi diistintilebilir. 3. glindeki bu etkiden sonra 7. glinde
yeniden NKH aktivasyonu U(zerinde pozitif etki gostermeleri, oncelikle deney
uygulamasindan kaynaklanabilecegi disiiniilmiistiir. Ciinkii deneyler sirasinda blylme
faktorleri hiicrelere uygulandiktan sonra (0. saat) ilk deney grubu 24. saatte
durdurulmus, diger deney grubu (3. glin) 72. saatte durdurulmus ve analiz edilmistir. 7.
gun deneyleri icin ise yaklagik 72. saatte kultur kaplarindaki besiyeri, taze buyume
faktorlu besiyeri ile yenilenmistir. Bu sebeple bu ve toplamda tiim deneylerdeki 7. gln
sonuglarin1 degerlendirirken bu faktorii g6z ontine alarak, 7. giin sonuglari i¢in; 1. ve 3.
gundeki blyltme faktorii muamelesinin devami, ve uzun vadedeki etkisi olarak ifade
edilmekten kagmilmistir. Fakat 7. Giin deneyleri de kendi igin iki doz uygulamanin

gosterildigi 6zgiin bir deney sonucu olusturmatadir.

Giin bazh degerlendirme de 1. gunki sonuclarda NKH aktivasyonunda pek
etkisi bulunmadig1 gosterilen EPO’nun 3. ve 7. glindeki deneylerde NKH aktivasyonu
tizerindeki etkisi olugsmaya baglamistir. Burada EPO’nun uzun sureli kaltirde NKH

aktivasyonu (zerinde bir etki yaratabildigi sonucu ¢ikarilabilir.

Bunlar diginda toplamda diger buyime faktorleri ve kombinasyonlarinda (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. giin GFAP ekspresyon sonuglart 1. Gun
sonuglarina oranla daha distktir. Bunun da sebebi olarak bu biyume faktorlerinin
stirekli enjeksiyonunun bu etkileri gosterdigi, tek muamelenin devamli uzun siireli etkisi

olmadigini diisiindiirmektedir.

Bir tek MGF+EPO (1. giin: -1.05; 3. gun: -1.43 kat; 7. giin: -2.59 Kkat)
kombinasyonu sonuglarinda 1. giin, 3. gline oranla daha ¢ok aktivasyon orani gostererek
devam etmistir; yine aym1 diizende 7. giin de, 3. giine oranla daha ¢ok ekspresyon
gostermistir. EPO’nun tek basina uygulamasimin 3. glinde NKH’leri aktive etme lehine
degistirdigini de gbz Onlinde bulundurursak uzun vadede @ MGF+EPO

kombinasyonununda NKH aktivasyonu Uzerinde etkisi vardir diyebiliriz.
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Nestin geni literatlrde Gzerinde hala tartismalar olan, suskun NKH’lerin ekspre
edip etmedigi yoniinde bir goriis birligine varilamayan bir gendir. Dogrudan antikorlar1
ile calisma da yiiksekk lisans tez projesi i¢in maaliyeti arttiracagindan dolay1 Uzerine

tartisma yapilamamaistir.

5.2. Proliferasyon Deneyleri

Bu asamada da DCX ve TUBB3 gen driinlerinin GZ-PZR sonuglar1 kontrolle
kiyaslanarak incelendi. DCX 06zellikle heniiz olgunlasmaya baslayan geng¢ noronlar ile
migrasyon belirteci olarak kullanilmaktadir. TUBB3 ise olgun ndron hicresinin
belirteci olarak kullanilmaktadir (146,147).

Hem DCX geni icin hem de TUBB3 geni icin tim buyume faktorlerinin
uygulamalar1 ve kombinasyonlarinda ilk 24 saatteki sonuglarda upregulasyon tespit

edilmistir.

DCX geninin 1. gini agisindan en yiiksek upregiilasyon orani MGF+EPO
(11.60 kat) kombinasyonunda tespit edilmistir. MGF (3.67 kat) ve EPO’nun (5.28 kat)
tek baglarma muamelesindeki upregulasyon oranint da ¢okga astigi igin bu
kombinasyonun NKH’leri gen¢ noron halinde bulundurma ve migrate etmesi acisindan
karsilikli etkileri oldugu soylenebilir. Ayrica bu sonu¢ TUBB3 genindeki sonuglar ile de
konfirme edilmektedir. TUBB3 geninde de 1. giinde MGF+EPO artmis regiilasyon
orani diger buyume faktorlerinin i¢inde en yiiksek ikinci siradadir (2.41 kat). Buradan
bu blylme faktorl kombinasyonunun NKH’leri prolifere etme egiliminde oldugunu ve

migrate edip olgun néron olmaya yonelttigini sdyleyebiliriz.

Ayrica DCX geninde MGF’in tiim kombinasyolarinda (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 basina uygulanan oranlaridan ¢ok daha yiksek bir
upregulasyon orani goriilmektedir. Bu a¢idan MGF’in birlikte kullanildigi diger
bayume faktorleri ile NKH’leri prolifere edip migrasyona yonlendirmesi agisindan
pozitif yonde bir etki icine girdigi séylenebilir.

Ayrica yine literatiire yeni gegen bir yayina gére de MGF’in noral kok hiicreleri

olgunlagsmaya tesvik ettigi ve gen¢ noron seviyelerinde tutmaya katkisi oldugu
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belirtilmistir. EPO’nun ise go¢ eden hiicrelere mikrogcevre hazirladig: bilgisi ile birlikte

diistintildiigiinde bu bulgu da son yayini destekler niteliktedir (148,149).

Sonuglarimiza gore DCX gen ekspresyon sonuglarinda tiim blylme faktori ve
kombinasyonlarinda 1. giinde gorilen artmis regiilasyon, 3. giinde bazi biylime faktor(
ve kombinasyonlarinda downregiile olmustur. Artmis regtlasyon devam edenlerde ise
bu oran olduk¢a diismiistiir. 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 i¢inde

ilk sirada yazilanlar 1. giin, ikinci siradakiler ise 3. glin sonuglaridir).

Bu sonuclar 7. giinde diger giinlere kiyasla ¢ok ufak bir oranda da olsa yeniden
upreglle olarak devam etmistir. Buna daha once bahsettigimiz aradaki besleme neden
olmus olabilir. Boyle bile olsa devamli blyume faktorl sitimilasyonunun DCX geni

uzerinde ilk giindeki etki kadar etkisi olmadigi goriilmektedir.

Birinci gun deneyinde DCX geninde tim biiylime faktorleri ve kombinasyonlari
aktivasyona neden olmustur. Boylelikle bu faktorlerin tamaminin ilk 24 saatte aktive
olan hiicreleri olgun ndron fazi asamalarindan geng néron fazinda tuttugu /getirdigi ve

migrasyon yapma egiliminde oldugu sdylenebilir.

DCX geninin 3. giin sonuglarinda ise yalnizca 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)
uygulamalarinda upregiilasyon goriilmekte, onda da 1. giin sonucuna kiyasla ¢ok daha
diisiik oranda oldugu goriilmektedir (parantez iclerinde ilk veri 1. giin, ikinci veri 3. gun

verisidir).

Bunlar disindaki DCX geninin tim blylme faktori uygulamalar1 ve
kombinasyonlarinda 3. giin sonuglar1 downregiile oldugunu gostermektedir. Bu da bize
NKH’lerin gen¢ ndron asamasinda kalmasi, migrasyona ugrayabilmesi i¢in daimi

sitokin sitimilasyonunun gerektirdgini diisiindiirmektedir.
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Bir diger oOlciilen gen TUBB3 gen ekspresyonudur. TUBB3 olgun ndron
belirtecidir.

TUBBS3 geni ag¢isindan 1. glinde FGF-2 (giin bazinda sirasiyla 1.10 kat, -1.06
kat, -1.27 kat) muamelesi yapilan hiicreler upregiile olmustur. Burada FGF-2 etkisi ile
NKH’lerin olgun ndronlara déniisme egilimi oldugu yorumu yapilabilir. Fakat 3. giin bu
deger, down regiilasyona diismiis ve bu diisiis 7. giinde de devam etmistir. Bu FGF-2
blylime faktérinin NKH’leri 1. gindeki olgun ndron hiicresine tesvik etmesi
potansiyelinin uzun siireli kiiltiirlerde kayboldugu ve hatta NKH’leri dediferansiyasyona

soktugu diistintilebilir.

Ayrica FGF-2’in bu 3. ve 7. guindeki baskilanmis sonucu FGF-2+EPO (1.38 kat,
-1.03 kat, -1.13 kat) ve FGF-2+MGF (1.57 kat, -1.34 Kkat, -1.09 Kkat)
kombinasyonlarinda da tespit edilmektedir. Hatta tek baslarina EPO (1.52 kat, 1.04 kat,
1.21 kat) ve MGF (2.46 kat, 1.02 kat, 1.03 kat) tamamen upregule iken, FGF-2’nin
kombine uygulandigi 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) kombinasyonlarinda 3. ve 7. giinlerde tamamen downregiile

oldugu goriilmiistiir.

GFAP geninin astrositlerin suskun hiicrelerin belirteci oldugu disiiniildiigiinde
MGF (GFAP geni 1. gun: -1.38 kat; 3. gun: 1.16 kat) buyume faktorli 6rnek icin 1. gilin
deneyinde downregiile olan, yani quiescent/suskun halden ¢ikip aktive olan NKH’ler 3.
giinde upregiile olmustur. Bu sonug bize 24 saatlik MGF muamelesinde suskun halden
cikip aktive olan NKH’lerin, 3 giinliik kiiltlir siiresi boyunca MGF etkisi ile yeniden
quiescent hale donme egilimi gosterdigini  yani dediferansiye oldugunu
diisindirmektedir. Bu buytme faktori muamelesine maruz kalan 6rnekler (MGF’li
ornekler) (DCX geni igin 1. giin: 3.67 kat; 3. gun: -1.73 kat) ayn1 zamanda DCX
geninde 1. glnde upregille iken 3. giinde downregiile olmustur. Bu kurdugumuz

Onermeyi guclendirmektedir.

Yine benzer bir 6rnek MGF+IGF-1 kombinasyonunda da yasanmaktadir. Burada
MGF+IGF-1 6rnegi 1. glinde GFAP geninde downregiile olmus (GFAP geni igin
sirastyla; -2.43 Kkat, 1.19 kat), ayn1 sekilde geng noronlarin ve ayn1 zamanda migrasyon
belirteci DCX geninde de upregiilasyon goriilmiistiir (DCX geni i¢in sirasiyla; 8.59 kat,
-1.10 kat). Ve olgun noron belirteci TUBB3 geni de ayni oranda 1. glin upregule
olmustur (MGF+IGF-1 (TUBB3 geni igin sirasiyla; 1.56 kat, -1.35 Kkat). 3. gunk( deney
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Ol¢iimlerinde GFAP’nin upregiile oldugu, DCX ve TUBB3 genlerinin downregiile
oldugu goriilmektedir.

TUBB3 geni acisindan BDNF ve FGF-2+IGF-1 orneklerinin uygulandigi
deneylerde ise TUBB3 upregiilasyon oranlarmin 3. gunleri drneklerin kendi 1. gin
sonuglarindan fazla oldugu goriinmiistiir burada bu blylme faktorlerinin muamelesinin
nispeten uzun sirede NKH’lerin olgun noron haline gelmesini tesvik ettigini
diistindiirmektedir. Bu érneklerin DCX geni sonuglarina bakildiginda 3. giinde diisiis
oldugu goriinmektedir. Ozellikle FGF-2+IGF-1 6rneginde bu diisiis downregiilasyona
ilerlemistir. Bu agidan bakildiginda 6zellikle FGF-2+IGF-1 6rneginin NKH’leri olgun

noron fazina daha ¢ok ilerletme egiliminde oldugu diistiniilmektedir.

Olgun noéron belirteci olan TUBB3’te toplamda 1. giin sonuglarinin tiim bilyiime
faktorleri ve kombinasyonlarinin kontrole gore upregiile oldugunu goriilmektedir. Yani
bu buylme faktorleri ve kombinasyonlarinin uygulanmasi sonrasi 24 saatte olgun néron
yapimina katki sunmaktadir. Fakat bu upregiilasyon oranlart DCX’inki kadar yiiksek
degildir. Buradan bu buyume faktorlerinin NKH’leri daha ¢ok geng néron fazinda tutma

egilimlerinin fazla oldugu sdylenebilir.

5.3. Hiicre Dongiisii Analiz Sonuclar:

Apoptozdan koruma, BrdU eklenerek, Akim Sitometri cihazinda olgiilerek test
edilmistir. SEKIL 4-2’de de gériilen kontrole gére degerlendirilen sonuglara gore; FGF-
2 (giin sirastyla; -1.46 kat, -1.39 kat, -1.87 kat) ve IGF (-1.26 kat, -1.19 kat, -1.06 kat)

tek baslaria NKH’ler i¢in apoptoza karst bir diren¢ olusturmaktadilar.

MGF (-1.33 kat, 1.65 kat, -1.14 kat) ve EGF (-1.04 kat, 1.20 kat, -1.15 kat)’in 3.
giin deneylerinde; BDNF’in (1.07 kat, 1.12 kat, -1.20 kat) 1. ve 3. giin deneylerinde;
EPO (-1.09 kat, 1.14 kat, 1.08 kat) ‘nun ise 3. veya 7. gunlerinde apoptotik fazda bir
artmig regiilasyon goriilmiistiir. Bu blyume faktorlerinde belirtilen gunlerde hiicreleri
apoptoza yoneltigi yada noral kok hiicreleri apoptozdan korumadigr yoniinden

degerlendirilebilir.

Bunun yaninda FGF-2; yalnmz kullanildiginda upregiilasyon gosterdigi tespit
edilen EPO, EGF ve BDNF ile birlikte kullanilinca farkli etki gostermis ve NKH’lerinin

apoptozdaki cevabi degismis, direng gelismistir. Tiim deney zamanlarinda downregiile
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olmus, apoptoza karsi bir koruma gelistirmistir. (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 olusturulan kombine uygulamada bu sekilde

gosterilememistir.

Fakat MGF kendi i¢inde ayri ilging sonug gostermistir. MGF muamalesi olan
hicreler 1. giin downregiile olmus yani kontrole gore 6len hiicre sayisinin daha az
oldugu tespit edilmistir. Fakat bu oran 3. giin artmis regiilasyon gostermis yani ontrole
oranla MGF uygulanmig NKH’lerdeki apoptotik hiicre orani fazla ¢ikmistir. Ardindan
7. gun yeniden NKH’lerin apoptozdan korunmasi yani azalmis regilasyon s0z

konusudur.

MGF (-1.33 kat, 1.65 kat, -1.14 kat) ile kombine edilen tim buyume faktori
kombinasyonlarimda FGF-2+MGF (-2.04 kat, 1.07 kat, -1.80 kat), MGF+EPO (-1.25
kat, 1.08 Kkat, -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. giin down
regulasyon, 3. gin up regulasyon ve 7. gun yeniden down regilasyon oranlari ayni

sekilde gdzlemlenmektedir.

En yiksek down regllasyon sonucu FGF-2+MGF kombinasyonunun 1. giniinde
ortaya ¢ikmistir (-2.04 kat). MGF’in birlikte bulundugu tim kombinasyonlarda ilk 24
saatte NKH’leri apoptoza karsi korudugunu soylenebilir. Literatir ile uyumlu bu
sonucun devamli gerceklesmesi i¢in daimi bir MGF muamelesi gereli oldugu tespit

edilmistir.

NKH’lerin biylme faktorleriyle yapilan muamelesi sonucunda hiicre dongusu
analizi ile kontrole gére gostermis oldugu degisimin degerlendirilmesi sonucu (SEKIL
4-1) IGF-1’in (GO/G1 fazi i¢in sirasiyla; 1.10 kat; -1.05 kat; -1.08 kat) tek basina
uygulamasinin GO/G1 sathasinda 1. giinde upregiile oldugu goriilmektedir. GO/G1 fazi
hicrelerin uyuklar halde bekledigi bir fazdir. Bu sonuglar IGF-1’in hiicreleri senteze ve
mitoza yoneltmektense hiicreleri GO/G1 fazinda, uyuklar halde beklettigi hipotezini
diistindirmektedir. Ayn sekilde ayni deney dizayninda S fazinda 1. gline baktigimizda
da IGF-1’in downregile oldugu gorilmektedir. Burdan yola ¢ikarak IGF-1’in hucreleri
daha ziyade uyku fazinda tuttugu diger sonug ile de desteklenmektedir.

Ayrica FGF-2 ve IGF-1 ikili kullanildiginda farkli etki gostererek hicreleri

G0/G1 fazinda tutar. Hiicreler quiescent (uyku) fazinda tutularak proliferasyon ve
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diferansiyasyona olma yeteneklerinin baskilanmasi seklinde goriilebilir. FGF-2’nin
diger buyime faktori kombinasyonlarinda ise ayni1 etki gorilmemektedir. Ayni sekilde

IGF-1’in MGF’le yaptig1 kombine etki de bu diizeyi yakalayamamustir.

FGF-2 (-1.10 kat) ve MGF’in (-1.18 kat) uygulandig1 deney gruplarmin 1.giin
sonuglarinda NKH’lerin kontrole gére uyku fazindan ¢iktig1 tespit edilmistir. Fakat bu
biiyiime faktorlerinin birlikte uygulandigi FGF-2+MGF o6rneginde ise bu etkinin terse
dondiigi ve bu kombinasyonun 1.25 kat oraninda NKH’leri uyku fazinda belettigi
sonucu elde edilmistir. Burada bu biiyiimne faktorlerinin karsilikli etkisi sonucu bu etki

gozlemlenmistir.

SEKIL 4-3’te, yani G2+M fazinda 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 uygulandiginda
uygulanilan her bir zaman dilimi igerisinde NKH’leri mitoza sokarak hicrenin
boliinmesine ve farklilasmasina destek olmuslardir. Ayni sekilde 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 Kkat, 1.25 kat) kombinasyonlarinda

da zamana bagli kalmaksizin hiicrenin mitoza girmesini indiikledigi gdsterilmistir.

FGF-2 ve BDNF’in tek basina muamelesinde 1. giinde NKH’leri mitoz fazina
yoneltmede kontrole goze etkisiz oldugu tespit edilmistir. Fakat bu biiylime
faktorlerinin birlikte uygulandigi FGF-2+BDNF 6rneginde ise bu etkinin terse dondiigii
ve bu kombinasyonun 1.06 kat oraninda NKH’leri mitoza indiikledigi tespit edilmistir.

Burada bu buyimne faktorlerinin karsilikli etkisi sonucu bu etki gézlemlenmistir.

Tum deneylerde gin ve sblyiime faktorii muamelesi kisimlari su sekilde
ilerlemistir; Hicreler 24 saat hicbir blyltme faktori eklenmeksizin kiiltiir kaplarinda
yetistirilmistir. Ardindan 24. saatte tim kiltir kaplarna belirtilen miktarlarda bu
faktorler eklenmistir. Ilk 1. giin deneyi buytime faktorii eklenmesinin 24. saatinde
durdurulup analiz edilmistir. Ardindan 3. glin deneyi igin 72. saattte durdurulup analiz
edilmistir. Tam bu 72. saate denk gelen siirede de 7. giin deneyi i¢in hazirlanan kiiltiir
kaplarina taze besiyeri ve blylime faktori eklemesi yapilmistir. Tum deneyler
toplaminda 7. gin sonuglarinin bu sebeple analiz asamasinda tam olarak tek
enjeksiyonlu uzun sireli kiiltiir agisindan tartismasi yapilamamaktadir. 3. gin ve 7. gln

arasindaki degisim veya benzerliklerin tam olarak bir uzun siireli kiiltlir etkisi ile mi
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oldugu yoksa aradaki besi yeri tazelemenin farkli bir etkisinden mi kaynaklandigi tam

anlagilamamugtir.

5.4. Migrasyon Deneyleri

Kullanilan CellAsic ONIX cihaz1 6zel plakalar ile galisan bir cihazdir. Onceki
bolimlerde anlatildigi gibi bu plakalar icerilerinde ince kanallar igerir. Hucreyi bu
kanallar vasitasi ile havuza aktardiktan sonra yine baska kanallar yardimi ile de bu
havuzda besleme yapilir. Bu besleme tist kanaldan farkli alt kanaldan farkli igerikli
besiyerlerini aktarabilmemizi saglar. Biz de bu deney dizayninda NKH’leri havuza
yerlestirdikten sonra birinde {ist kanaldan MGF’li medium, alt kanaldan normal
medium; ikincisinde Ust kanaldan FGF-2’1i medium, alt kanaldan normal medium;
Uclincusiinde ust kanaldan FGF-2+MGEF’li medium, alt kanaldan kontrol mediumu ve
sonuncusunda da her iki kanaldan normal medium kontrol grubu olarak akitmak iizere

de 4 deney seti seklinde planlanmis ve deneyler iki defa tekrar edilmistir.

Alt ve Ust kanallardan farkli besiyerleri akarak ortaya dizilen hicrelerin de
deney sonunda hangi yone hareket etme egilimi oldugu hiicreler tek tek isaretlenerek
tespit edilecegi planlanmisti. Fakat, néral kok htcrelerin norosferlesme egiliminde
olmas1 nedeniyle tek tek isaretleyerek hiicreleri tespit etmenin miimkiin olmadigi,
hiicrelerin bir araya gelerek norosferler olusturdugu gozlemlendi. Bu sebeple,
norosferlerin sayisi, biiytikliigii gibi morfolojik 6zelliklerinden yola ¢ikarak yorumlama

yapilmustir.

Buna gore; néral kok hicrelerin herhangi bir blyltme faktdri muamelesi
yapilmayan kontrol 6rneginin diger tiim Orneklere gore sayica daha fazla gériinen fakat

cok ufak norosferler igerdigi tespit edildi.

Burada yontem olarak ortalama 5 mm ve altinda olan norosferler kiiglik
norosfer, 5-10 mm arasindaki norosferler orta boyutta nérosferler, 10-20 mm (1-2 cm)
arasindaki norosferler biiylik norosferler ve 20 mm (2 cm) istii norosferler de ¢ok
blyuk norosferler olarak ele alinmistir. Sonuglar iki deneylerin sonuglarimin hesaplanip,
ortalamalarinin alinmasi ile elde edilmistir. Standart sapmalarin1 da iceren bu sonuglar

tablo olarak da TABLO 4-10’da gosterilmistir.

FGF-2’li besiyeri igeren havuzda yetisen hiicrelerde blylime faktorsiiz beesiyeri

ile yetisen hiicrelere gore ndrosfer norosfer boyutlarinin biiyiidiigii tespit edilmistir.
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Kontrol 6rneginde 14 kigik norosfer, 3.5 orta, 4 blyik norosfer bulunurken iki

deney arasinda ortalama alindiginda 1.5 adet kadar ¢ok buyuk nérosfer bulunmaktadir.

FGF-2’li havuzda ise 14.5 kicuk, 6.5 orta, 3.5 blylk ve 1 ¢cok biyuk nérosfer

bulumaktadir.

Ozellikle MGF'li kiiltiir 6rneginde ndrosferlerin birlesme egilimi daha fazla
gosterdigi  ve bu nedenle burada bulunan ¢ok biyik saydigimiz norosferlerinde
gercekten biyik olduklart séylenebilir. MGF’li havuzda 13 kiiglk, 2 orta, 1.5 biylk ve
3 ¢ok biiyiik norosfer bulunatadir

FGF-2+MGF soliiyonu iceren deneyde de yine biyik hacimli ve ¢ok hiicre
igeren norosferler bulunmatadir. 14 kiglk, 5.5 orta, 1 buyuk ve 2.5 ¢cok buyik norosfer

vardir.

Fakat en cok MGF’in tek basina uygulandig1 deney grubunda gorsel agidan ¢ok
biiyiik norosferler goriilmiistiir. MGF’in norosfer olusturma yoneliminde daha ¢ok etkisi

bulunmaktadir diyebiliriz.

Migrasyon yeteneklerinin kiyaslanmasimin hedeflendigi bu deney grubunda
migrasyon yeteneklerine dair kaliteli bir veri bulunmadigindan bu konuda bir yorum

yapmak mimkin olamamustir.

Sonug olarak, rezervuarlarinda suskun halde bulunan néral kok hiicreleri aktive
etmek igin Ozellikle uygulamadan sonraki ilk 24 saatte buyume faktorlerinin etkili
oldugu, fakat bu etkinin zamanla azaldig1 tespit edilmistir. EPO biiylime faktoriiniin
NKH’leri aktive etmede uzun siireli bir pozitif etkisi oldugu, zamanla arttig1 tespit
edilmistir. MGF, BDNF ve MGF+IGF-1 kombinasyonu ve biyume faktori
uygulamalarinda noral kok hiicre aktivasyonunun uzun vadede de-diferansiyasyona
yoneldigi tespit edilmistir. Noral kok hiicre proliferasyonu ve migrasyonunda da yine bu
blyume faktorlerinin ilk 24 saatteki etkisinin en fazla oldugu tespit edildi. Toplamda bu
biliylime faktorlerinin noéral kok hiicreleri olgun ndron fazina yoneltmekteki oram
migrasyona ugrayan gen¢ noron fazinda tutma oranindan daha diisiik oranda artis ile
bulunmustur. Ayrica yine bu biiylime faktorlerinin yine akut olara ilk 24 saateki
etkisinin hiicreleri apoptoza yoneltmekten korudugu tespit edilmistir. Hiicre dongiisii
acisindan da hiicreleri uyku fazindan ¢ikardiklari, bu fazdan ¢ikan hiicrelerin ise sentez

fazinda fazla kalmadan ¢cogunlula mitoza yoneldigi tespit edilmistir.
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Tum bu sonugclar ve tartismalardan yola ¢ikarak;

Bu ¢alismanin son ayagi olarak gelecekte yapilmasi planlanan spesifik noral kok
hlcre antikorlar: ile immiinohistokimya yontemleri kullanilarak NKH ve néral hicrelere
ait anikorlarin gosterilmesi bolimii yer almaktadir. Ancak belirtilen bu g¢alismalar

burada uygulanan proje butgesini cokc¢a asacagi igin tez 6nerisine dahil edilmemistir.

Bu ¢alismanin 1s18inda ilerleyen donemlerde norodejeneretif fare modelleri
tasarlanarak bir in vivo ¢alisma disiiniilmekte, bu vesile ile norolojik rejenerasyon
gerektiren norodejeneretif hastaliklarin tedavisine yonelik elde edilecek yeni bilgiler
hedeflenmektedir. Postnatal donem rejenerasyon mekanizmasinin  daha iyi
anlasilabilmesi i¢cin bu calismanin sonuglarindan faydalanarak segilen bazi biiyiime
faktorleri detayli olarak incelenebilir, konsantrasyon degisiklikleri bazinda da

farkliliklar1 ortaya koyacak deneyler yapilabilinir.

Iskemi olusturulmus hayvan modelleri iizerinde de in vivo olarak bu blyiime
faktorleri uygulanarak noral kok hiicre belirteclerinin incelenmesi tercih edilebilinir.

Gelecek donemde ayrica kullanilacak biiylime faktorlerinin  tek doz
uygulamasinin kisa ve uzun siireli etkisi, uzun vadedeki situmilasyonunun farkl
donemler agisindan etkisinin karsilikli degerlendirilmesi planlanarak deney diizenekleri

kurulabilinir.

Ayrica migrasyon deneyinin beklenen sonucu vermemesinden dolayr noral kok
hlcrelerin migrasyon yeteneklerini yeniden hem in vivo hem in vitro deneylerle

desteklenerek tekrarlanmast mimkiinduir.

Bu ¢alisma ile MGF+IGF-1, MGF+EPO, MGF+BDNF ve MGF+EGF biyime
faktori kombinasyonlarimin literatiirde ilk defa noral kok hiicrelerde galisilmistir ve bir

ilk olma 6zelligindedir.

Norodejeneratif hastalilarda tedavi potansiyeli ve umudu veren bu uygulama
canlida dogal olarak var olan biiyiime faktdrleri lizerinde ¢alisildigi i¢in tedavi sirasinda

disaridan kok hiicre gonderimi gibi tedavi yollarindan daha giivenilir olacaktir.

Elde ettigimiz sonuclarin gelecekte yapilacak yukarida bahsedilen calismalara

alt yap1 olusturarak gok muspet sonuglar ortaya ¢ikacagi kanaatindeyiz.
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