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1. ÖZET 

İNSAN MEZENKİMAL KÖK HÜCRELERİNİN FONKSİYONEL 

NÖRONLARA FARKLILAŞTIRILMASI 

 

Nöronlara farklılaşma kapasitesi ve klinik uygulanabilirliği ile mezenkimal kök 

hücreler, doku rejenerasyonu ve nörogelişimsel süreçleri anlamak için yürütülen 

çalışmalarda en önemli yetişkin kök hücre kaynağını oluşturmaktadır. İnsan 

mezenkimal kök hücre (iMKH) kaynaklı nöronlar üzerine yapılan çalışmalarda, 

nöronal aktivite büyük oranda sadece nörogelişimsel protein ekspresyonları ile 

gösterilmektedir. Nöropatolojik süreçlerin modellenmesi ve nöronal farklılaşma 

mekanizmasının incelenmesi gibi çalışmalar açısından insan nöron kültürlerinin 

oluşturulması önem kazanmaktadır. Dolayısıyla kültürde görülen yerleşik nöronal 

ağlar, aktivite yönüyle sinaptik sinyal iletim yeteneği ve fonksiyon spesifik 

olgunlaşma açısından da araştırılmalıdır. Buna göre, bu çalışmada, hEGF, bFGF, 

NGF, FGF-8, BDNF, IBMX ve B27 içeren tek adımlı bir sitokin bazlı indüksiyon 

protokolü ile nöronlara farklılaşan kemik iliği iMKH’lerin işlevselliği analiz 

edilmiştir. Hem iMKH hücre hatları hem de sağlıklı donörlerden elde edilen 

iMKH’lerden farklılaştırılan nöronlar, yapısal ve fonksiyonel nöronal mRNA ve 

proteinleri (βIII Tübülin, NSE, NF ve Nestin) ifade etmiştir. Ayrıca iMKH kaynaklı 

nöronların (iMKH-Nöron), TH, ChAT, VGLUT1, DAT ve GAD67 gibi fonksiyona 

özgü proteinleri farklı düzeylerde ifade ettiği tespit edilmiştir. Sonuç olarak, bu 

çalışma, uygun nöronal indükleyicilerin varlığında, kemik iliği iMKH’lerinin 

fonksiyonel nöronlara farklılaşabildiğini ve dopaminerjik-kolinerjik nöron 

popülasyonları oluşturabildiğini ortaya koymuştur. Böylece, bu fonksiyonel iMKH-

Nöron’larının, nöronal farklılaşma ve nöropatoloji çalışmalarında bir in vitro model 

olarak kullanılabilecek nitelikte olduğu gösterilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: fonksiyonel nöron, mezenkimal kök hücre, nöronal 

farklılaşma, ChAT, DAT, GAD67, TH, VGLUT1. 

Bu çalışma, İstanbul Medipol Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Komisyonu tarafından desteklenmiştir. Proje No: 2019-14.  
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2. ABSTRACT                                                                                                                                   

DIFFERENTIATION OF HUMAN MESENCHYMAL STEM CELLS TO 

FUNCTIONAL NEURONS                                                                                                                 

Mesenchymal stem cells constitute the most important source of adult stem cells in 

studies conducted to understand tissue regeneration and neurodevelopmental 

processes due to its transdifferentiation capacity and clinical applicability to neurons. 

In studies on human mesenchymal stem cell (hMSC) derived neurons, neuronal 

activity is largely demonstrated only by neurodevelopmental protein expressions. 

Creation of human neuron cultures gains importance in terms of studies such as 

modeling neuropathological processes and examining neuronal differentiation 

mechanisms. Therefore, established neuronal networks seen in culture should be 

investigated for their function-specific maturation. Accordingly, in this study, the 

functionality of bone marrow hMSC differentiating into neurons with a single-step 

cytokine-based induction protocol including hEGF, bFGF, NGF, FGF-8, BDNF, 

IBMX and B27 was analyzed. Neurons differentiated from iMKHs obtained from both 

iMKH cell lines and healthy donors expressed structural and functional neuronal 

mRNA and proteins (βIII Tubulin, NSE, NF and Nestin). In addition, hMSC-derived 

neurons (hMd-Neuron) were found to express function-specific proteins such as TH, 

ChAT, VGLUT1, DAT and GAD67 at different levels. As a result, this study revealed 

that bone marrow hMSCs can differentiate into functional neurons and give rise to 

populations of dopaminergic-cholinergic neurons in the presence of appropriate 

neuronal inducers. Taken together, it has been shown that these functional hMd-

Neurons can be used as an in vitro model in neuronal differentiation and 

neuropathology studies. 

 

Keywords: functional neuron, mesenchymal stem cell, neuronal differentiation, 

ChAT, DAT, GAD67, TH, VGLUT1.  

This work was supported by İstanbul Medipol University Scientific Research 

Projects Commission. Project No: 2019-14. 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Mezenkimal kök hücreler (MKH’ler), osteoblastlar, kondrositler, adipositler, kas 

hücreleri, perisitler, retiküler fibroblastlar ve nöronlar dahil olmak üzere farklı 

embriyonik kökenlerden olgun hücrelere farklılaşabilen yetişkin kök hücreleridir (1–

5). MKH’ler kemik iliği, yağ dokusu, amniyotik sıvı, diş pulpası, endometriyum, kas, 

periost, plasenta, sinoviyal sıvı ve wharton jeli içinde bulunur (6).  

MKH’ler, diğer kök hücre türlerine kıyasla bazı avantajlı özelliklere sahiptir. Yetişkin 

dokularından kolayca izole edilebilir ve kültür ortamında çoğaltılabilir. Ayrıca, yüksek 

farklılaşma kapasitesi, düşük immünlojik yanıt, zayıf tümör oluşturma riski gibi 

özellikleri ile klinik uygulanabilirliği yüksektir (7,8).  

MKH’ler, miyokardiyal enfarktüs, felç, Crohn hastalığı ve diyabet gibi çeşitli 

hastalıkların tedavisine odaklanan klinik çalışmalarda kullanılmaktadır (7). Ayrıca 

MKH’ler, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi onarımları için incelenmiştir 

(9,10). Örneğin, MKH’lerden farklılaştırılmış fonksiyonel nöronlar, nörodejeneratif 

hastalıkları hedefleyen çalışmalarda kullanılmıştır (11,12). MKH’leri nöronlara 

dönüştürmek için yıllar içinde çeşitli stratejiler geliştirilmiştir. Bu stratejilerde 

kullanılan indükleyiciler genellikle dört gruba ayrılır: küçük moleküller, epigenetik 

modifikasyonlar, psikotropik ilaçlar ve zenginleştirilmiş ortam (kimyasal 

indükleyicileri olan orta kokteyller) (13–17). Alternatif olarak, nöronların 

MKH’lerden farklılaşması, ortak kültür koşulları, eksozomlar ve grafen substratları 

kullanmak gibi farklı yollar bildirilmiştir (18–24). 

Kimyasal uyaranlar içeren ortamlarda MKH’lerin nöronal farklılaşma girişimleri, 

diğer yöntemlere kıyasla daha hızlı bir farklılaşma oranı sağlamıştır (25). Nöronal 

farklılaşmanın tanımlanmasında sıklıkla, morfoloji dönüşümleri ve nöronal gen 

ekspresyon değişimleri incelenmektedir. Ancak her nöronal indükleme metodu bire 

bir benzer nöronal olgunlaşma göstermediğinden kendisine özgüdür. Dolayısıyla, 

farklılaşmış nöronların işlevselliğinin, her yeni tanımlanan protokol için incelenmesi 

gereklidir (26). İnsan mezenkimal kök hücrelerden nöronların işlevselliğini 

değerlendirmek için, elektrofizyolojik kayıtlar ve kalsiyum görüntüleme uygulanabilir 

ve daha sonra gerçek nöronlarla karşılaştırılarak iMKH’ler farklılaştırılarak elde edilen  
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nöronların aktivite özellikleri için analiz edilebilir (14,27). Nöronal aktivite 

değerlendirme yöntemleri arasında, yama kelepçesi ve kalsiyum iyon taşınmasının 

floresan görüntülemesi, sinaptik akımları kaydetmek ve görselleştirmek için oldukça 

hassas tekniklerdir (14,28,29). Çoğu olgun nöron herhangi bir dış uyaran olmadan 

doğası gereği sinyal üretebilmektedir. Bu genellikle spontan aktivite olarak adlandırılır 

ve nöronlarda nöronal ağın gelişmekte olduğunu ve bunun yanı sıra hücresel özgünlük 

için önemli olduğunu gösterir (29). İnsan MKH’leri, birkaç yolu izleyerek nöronlara 

farklılaşabildiğinden (transdiferansiyasyon), iMKH’den türetilmiş nöronların klinik 

açıdan kullanımı için işlevsellik, nöronal farklılaşma çalışmalarında önemli hale 

gelmiştir (14,30–32). Sadece birkaç çalışma, insan mezenkimal kök hücresi (iMKH) 

kaynaklı nöronların kimyasal veya elektriksel uyarılara cevap verdiğini ve fonksiyonel 

olarak aktif olduğunu göstermiştir (14,33). Literatürde, iMKH nöronlarının aktivitesi 

ile ilgili oldukça az sayıda çalışma bulunmaktadır. Buna göre, iMKH’den türetilmiş 

nöronlar ile ilgili klinik değeri olabilecek çalışmalarda, bu nöronların aktivasyonu ve 

fonksiyonel sinaps oluşumları tanımlanmalıdır (14,34–36).  

iMKH’ler transdiferansiyasyon özellikleri ile rejenerasyon tıbbı alanında, çeşitli 

hastalıklar için terapötik stratejiler bakımından kullanılmaktadır. iMKH’lerin 

multipotent farklılaşma ve plastisite kabiliyetlerinden dolayı, farklı dokulara ait çeşitli 

proteinleri ifade etmeleri beklenir. Dolayısıyla, iMKH-Nöron’lar, spesifik nöronal 

proteinleri ifade etmeleri ve nörodejeneratif hastalıklara yönelik belirli tipte nöron 

eldesi için potansiyel bir kök hücre kaynağı olmaları bakımından umut vaad 

etmektedir (14,22,37–40). 

Bu çalışmada, sağlıklı donörlerden izole edilen iMKH’ler ve iMKH hücre hatları, 

belirli nöronal farklılaşma indükleyicilerinin bir kombinasyonunu içeren (hEGF, 

bFGF, NGF, FGF-8, BDNF, IBMX ve B27) besiyeri kullanılarak nöronlara 

farklılaştırılmıştır. Farklılaşmış iMKH’lerin βIII Tübülin, NSE, NF ve Nestin nöronal 

belirteçleri ifade ettiği gösterilmiştir. Buna ek olarak, iMKH-Nöron’larının TH, ChAT, 

VGLUT1, DAT ve GAD67 gibi fonksiyona özgü proteinleri farklı seviyelerde ifade 

ettiği saptanmıştır. Böylece, bu çalışma ile kemik iliği iMKH'lerinin nöronlara 

farklılaşabildiği ve uygun nöronal indükleyiciler varlığında dopaminerjik-kolinerjik 

nöron popülasyonları oluşturabildiği görülmüştür. Sonuç olarak, in vitro yöntemle 
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iMKH’ler farklılaştırılarak fonksiyona özgü olarak olgunlaşabilen nöronlar elde 

edilmiştir. Böylece bu çalışmanın sonuçları, nöronal farklılaşma ve in vitro hastalık 

modelleme çalışmalarına kaynaklık edebilecek niteliktedir.  
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Mezenkimal Kök Hücreler (MKH) 

 

Kök hücre biyolojisi alanı, deneysel ve klinik uygulamalara yönelik doğal 

potansiyelleri ile birden fazla kök hücre türünün devam eden karakterizasyonu ile 

gelişmeye devam etmektedir. Mezenkimal kök hücreler (MKH’ler), varlıkları ve in 

vitro çoğalma ve genetik manipülasyon için nispeten basit gereksinimleri nedeniyle en 

umut verici kök hücre türlerinden biridir (1). 

 

MKH’ler, hücrelere farklılaşma yeteneklerinden dolayı kabaca “mezenkimal” olarak 

veya kemik iliğinde bulunan destekleyici yapıların karmaşık dizisinden ortaya 

çıktıkları için “ilik stromal hücreleri” olarak tanımlanırlar. 

 

MKH’ler ilk olarak 1966 yılında Friedenstein ve meslektaşları tarafından 

tanımlanmıştır. Araştırmacılar, farelerin böbrek kapsüllerine yapılan kemik iliği 

nakillerinin, kemik iliği hücrelerinin proliferasyonuna ek olarak kemik yapısı 

oluşumuna neden olduğunu bildirmiştir. Bu gözlemler, kemik iliğinin kemik yapıları 

oluşturabilen bir hücre popülasyonu içerdiğini göstermiştir (41). Yıllar sonra 1991’de, 

“mezenkimal kök hücre” terimi, bu hücrelerin kemik, kıkırdak, tendon, ligament, 

adipositler, dermis, kas, bağ dokusu ve kemik iliği stromasına farklılaşabildiğini 

gözlemleyen Caplan tarafından bulunmuştur (42). Pittenger ise insan kemik iliğinin 

stromal hücrelerin bir alt popülasyonu olan multipotent kök hücreler içerdiğini 

göstererek MKH araştırmalarını farklı bir aşamaya taşımıştır (2). 

 

MKH’ler, genel çok potansiyelleri ve çok sayıda dokudan görece izolasyon kolaylığı 

nedeniyle doku mühendisliği ve terapötik uygulamalar için büyük bir çekiciliğe 

sahiptir (3,43). MKH’lerin potansiyel plastisitesi, kendini yenileme kapasitesi ve 

immünmodülasyona katılma yetenekleri, klinik doku rejenerasyonu ve tedavi 

stratejileri için büyük bir potansiyel sunmaktadır (7,44).  
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Şekil 4.1.1. MKH’ler çeşitli fetal, neonatal ve yetişkin dokulardan izole edilebilir ve farklı hücre 

tiplerine dönüşebilir. EKH’ler embriyonik kök hücreler, iPKH’ler indüklenen pluripotent kök hücreler, 

MKH’ler mezenkimal kök hücreler (45–55).  

 

 

MKH’lerin en çok çalışılan ve erişilebilir kaynağı kemik iliğidir (Kİ), ancak MKH’ler 

karaciğer, fetal kan, kordon kanı ve amniyotik sıvı dahil olmak üzere bir dizi dokudan 

izole edilmiştir (5,56–61).  Kemik iliğinden türetilen insan mezenkimal kök hücreleri 

(iMKH’ler), hücre tedavisi ve doku mühendisliği için çekici bir yetişkin kök hücre 

kaynağını temsil eder, çünkü iMKH’ler farklı hücre soylarına farklılaşma 

potansiyellerini korurken kolayca elde edilebilir ve çoğaltılabilir (62). MKH’ler kemik 

iliğinden izole edilebilir ve ex vivo olarak fenotipte herhangi bir belirgin değişiklik 

veya fonksiyon kaybı olmaksızın çoğaltılabilir (4). 
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Hematopoietik olmayan MKH’ler ilk önce kemik iliğinden osteoblastlar, adipositler 

ve kondrositler gibi üç germ tabakasının üyelerine farklılaşabilen klonal, plastik 

yapışkan hücreler olarak tanımlanmıştır. iMKH’ler birden fazla mezenkimal kökene 

dönüşebilir. Soy olarak farklılaşırlar ve olgun farklılaşmış bir hücre tipine dönüşmeden 

önce birkaç katman ve gen ifadesinde değişiklikler içeren farklılaşma aşamalarından 

geçerler. 

 

Mezenkimal kök hücre progenitörleri, insan kemik iliğinde, koloni oluşturan birim 

fibroblastlar (CFU-F’ler) olarak adlandırılan oluşturabilen fibroblast benzeri hücre 

kolonileri oluşturma yetenekleriyle tanımlanmış hücrelerdir. Bu öncüler, çok soylu 

farklılaşma kapasitesine sahiptir ve “stromal kök hücre hipotezini” destekler (4,63,64). 

 

 

4.1.1. Kemik iliği MKH’leri 

 

MKH’ler birçok farklı dokudan izole edilebilir. Bununla birlikte, kemik iliği, insan 

transplantasyonu açısından en çok kullanılan MKH kaynağını temsil eder ve basit bir 

prosedürle kolayca elde edilebilmektedir (65–67).  

 

Kİ-MKH’ler önemli bir parakrin fonksiyonu ile karakterize edilir ve sekretomlarında 

bulunan anjiyojenik faktörler, büyüme faktörleri ve sitokinler nedeniyle terapötik 

anjiyojenez için klinik uygulamalarda tercih edilebilir (67–69). Kİ-MKH’ler, hasarlı 

dokularda fibroz, proliferasyon, apoptoz, kemotaksis, immünmodülatör ve 

anjiyogenez süreçleriyle ilgili çeşitli endokrin faktörleri salgılar. Bu etkilerle, Kİ-

MKH’ler hasarlı bölgenin iyileşmesini, bağışıklık sisteminin yanıtını uyarabilir ve 

diğer hücreleri apoptozdan koruyabilir (70). Tablo 4.1.1.1 endokrin faktörlerin listesini 

özetlemektedir.  
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Tablo 4.1.1.1. Kemik iliği mezenkimal kök hücreler tarafından salgılanan endokrin faktörler. 

 

              Salgılanan Faktörler                                               İşlevi 
Temel fibroblast büyüme faktörü (bFGF) 
(71,72) 

 
 

 
 

Hücre hayatta kalması, çoğalması ve 
farklılaşması 

İnsülin benzeri büyüme faktörü (IGF) (73) 
Kıvrımlı salgılanan protein-1 (SFRP1) (74) 
Kıvrımlı salgılanan protein-2 (SFRP2) (75) 
Stanniokalsin-1 (STC-1) (76) 
Dönüşen büyüme faktörü β (TGF-β) (72) 
miR-10b-5p, miR-22-3p, miR-191, miR-222, 
miR-21, let-7a (77) 
Metaloproteinaz-1 (MMP1) (72)  

Hücre dışı matrisin yeniden modellenmesi Metaloproteinaz 9 (MMP9) (78) 
Plazminojen aktivatör (PA) (72) 
Tümör nekroz faktörü-α (TNF-α) (72) 
Anjiyopoietinler (ANG'ler) (79)  

 
 

Damarlanma 

Fibroblast büyüme faktörü-2 (FGF-2) (71) 
Dönüşen büyüme faktörü β (TGF-β) (72) 
Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 
(80) 
miR-132 (81) 
miR-222, miR-21, let-7f (77) 
Hepatosit büyüme faktörü (HGF) (82)  

 
 
 

 
İmmünmodülatör 

İnsan lökosit antijeni G5 (HLA-G5) (83) 
İndolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) (84,85) 
Uyarılabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) (86) 
İnterlökin-6 (IL-6) (87) 
İnterlökin-10 (IL-10) (88) 
Lösemi inhibe edici faktör (LIF) (89) 
Prostaglandin E2 (PGE2) (90) 
Dönüştürücü büyüme faktörü β (TGF-β) (72,82) 
miR-143-3p (77) 

 

 

4.1.1.1. İzolasyonu ve kültürü 

Kİ-iMKH’ler genellikle insanlarda pelvisin üstünde iliak krestinden alınan bir kemik 

iliği aspiratından izole edilir (91). Teknik olarak çocuk donörlerden 5-10 ml kemik 

iliği aspiratı başına 176-178 milyon hücre elde etmek mümkündür (92). Yetişkin 

donörlerden ise, 50-375 milyon arası hücre elde edilebilmektedir (93).  
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Şekil 4.1.1.1.1. Kemik iliği aspirasyonu cerrahi tekniği (91) 

 

Buna ek olarak, iMKH’ler kemik iliğinde toplam çekirdekli hücre popülasyonunun 

çok küçük bir kısmını (% 0.0001) temsil eder, ancak standart hücre kültürü teknikleri 

kullanılarak ekilebilir ve çoğaltılabilir (92).  

MKH’leri kemik iliği aspiratı, kordon kanı veya periferik kandan izole etmek için 

numuneler, Percoll veya Ficoll gibi bir yoğunluk gradyan solüsyonunda parçalanmaya 

tabi tutulur, ardından hücreler 1x104 ile 0.4x106 arasında değişen yoğunluklarda 

kaplanır. Mononükleer izolasyon için 8/cm2 hücre, seçilen fetal sığır serumu içeren 

uygun kültür ortamında yeniden süspanse edilir ve yaklaşık 2-6 gün boyunca plastik 

kaplara yapışmasına izin verilir (93,94). 

Kültürdeki MKH’ler fibroblastik bir morfolojiye sahiptir ve plastik kültür kaplarının 

yüzeyine yapışır. İzolasyon işleminden sonraki süre içinde saflaştırılmış MHK’ler elde 

etmek için, yapışkan olmayan hematopoietik hücrelerin karışımının kültür kaplarından 

çıkarılması gerekir. Birincil kültürler genellikle 12-16 gün süreyle muhafaza edilir, bu 

a b 

c 
d 
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süre zarfında hematopoietik hücre popülasyonları elenirken MKH’ler doku kültürü 

tabanına yapışır; bu nedenle kalan hücrelerin 2-3 hafta büyümesine izin verilir. 

 

4.1.1.2. İmmünfenotiplemesi 

Hücre popülasyonlarının karışımı içinde ortak bir hücre tipinin sınıflandırılması, 

genellikle hücre yüzey işaretlerinin araştırılmasını gerektiren FACS (Floresan Aktive 

Hücre Ayırma) veya MACS (Manyetik Aktive Hücre Ayırma) yöntemleriyle 

gerçekleştirilir. Bu yüzey molekülleri, hücre türleri arasındaki hetero ve homo-tipik 

etkileşimlerden çeşitli şekillerde sorumludur ve ayrıca büyüme faktörleri, sitokinler 

veya hücre dışı matrisler için reseptörler olarak hizmet eder. 

Tipik MKH fenotipi, temel yüzey antijenlerinin ekspresyonunun geliştirilmesi ve 

kültür özelliklerinin belirlenmesi yoluyla dikkate alınmıştır. 

Buna paralel olarak, Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (ISCT), MKH’leri 

tanımlamak için üç kriter bildirmiştir (95): 

1. MKH’ler kültürde muhafaza edildiklerinde plastik yüzeye yapışmalıdır. 

2. MKH’ler, CD73, CD90 ve CD105 gibi farklılaşma yüzey belirteçlerini ifade 

etmelidir. Ancak MKH’ler, CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 ve insan lökosit 

antijeni (HLA)-DR gibi hematopoietik antijenlerin ifadesinden ve monositler, 

makrofajlar ve B hücreleri için belirteçlerden yoksun olmalıdır (57,95,96). 

3. MKH’ler kondroblastlar, osteoblastlar ve adipositler şeklinde farklılaşabilmelidir ve 

bu nedenle bu hücrelerin fizyolojik koşullarda oluşturduğu tüm dokuları oluşturma 

potansiyeline sahip olmalıdır (95). 

Farklı kökenlerden türetilen MKH’ler farklı özelliklere ve farklılaşma potansiyeline 

sahiptir (43,97). Dahası, farklı kaynaklardan gelen MKH’ler, çeşitli parakrin 

faktörlerin seviyelerinde önemli ölçüde farklılık gösterir (43). 

Günümüzde, klinik çalışmalarda kullanılan en yaygın olarak bildirilen MKH 

kaynakları kemik iliği, yağ dokusu ve göbek kordonudur. Bu kısmen erişilebilirlik, 

izolasyon kolaylığı ve MKH tabanlı onarım verimliliğinden kaynaklanmaktadır. 
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Farklı dokulardan türetilen en yaygın araştırılan MKH’lerin özellikleri ve farklılaşma 

potansiyelleri Tablo 4.1.1.2.1’ de özetlenmiştir.  

 

Tablo 4.1.1.2.1. Yaygın farklı doku kaynaklı MKH’lerin özellikleri ve farklılaşma potansiyeli (43) 

Doku kaynağı Karakter 
özellikleri 

Farklılaşmanın 
potansiyeli 

Referanslar 

Adipoz dokusu CD73, CD90, CD29, 
CD44, CD71, CD105, 
CD13, CD166,  
STRO-1 

Adiposit, kondrosit, 
osteoblast 

(33,98,99) 

Amniyotik sıvı CD44, CD90, CD105, 
CD13, CD29, CD71, 
CD120a 

Adiposit, 
kardiyomiyosit 
benzeri hücre, 
kondrosit, osteoblast 

(100,101) 

Kemik iliği CD73, CD90, CD105, 
STRO-1 

Adiposit, tenosit, 
vasküler düz kas 
hücresi 

(102–105) 

Diş pulpası CD29, CD44, CD90, 
CD105 

Adiposit, nöron 
benzeri hücre, 
odontoblast, 
miyojenik soylar 

(106–109) 

Endometrium CD29, CD90, CD73, 
CD105 

Adiposit, kondrosit, 
osteoblast 

(110,111) 

Periferal kan CD44, CD90, CD105, 
HLA-ABC 

Adiposit, osteoblast, 
fibroblast 

(112) 

Plasenta CD29, CD73, CD90, 
CD105 

Adiposit, kondrosit, 
osteoblast, 
miyotübüler hücre 
pankreas progenitör 
hücresi, 
nöron benzeri hücre, 
retina hücresi 

(113,114) 

Sinovyum CD44, CD90, CD105, 
CD147, STRO-1 

Adiposit, kondrosit, 
osteoblast, iskelet kası 
hücresi 

(98,115,116) 

Deri CD44, CD73, CD90, 
CD105, CD166, 
SSEA-4, Vimentin 

Adiposit, kondrosit, 
osteoblast, nöron 
benzeri hücre, 
pankreas hücresi, 
endotelyal hücre 

(117–119) 

Göbek kordonu CD29, CD44, CD73, 
CD90, CD105 

Adiposit, kondrosit, 
osteoblast, iskelet kası 
hücresi, endotel 
hücresi, 
kardiyomiyosit 
benzeri hücre, 
nöron benzeri hücre 

(120,121) 
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4.1.1.3. Mezodermal farklılaşması 

Kemik iliği MKH’lerinin mezodermal farklılaşma göstermesi iMKH karakteristiğini 

ortaya koymaktadır. Ancak, sadece immünfenotipleme yapılması yeterli değildir. 

Fibroblastlar da benzer fenotip göstermektedir.  

MKH’ler, osteoblastlar, kondrositler, adipositler, tendon hücreleri gibi embriyonik 

mezodermden türetilen hücrelerin yanı sıra ektodermal özelliklere sahip hücrelerin 

özelliklerini de edinebilirler (94). 

Osteojenik Farklılaşma 

MKH’lerin osteogeneze indüksiyonu, en iyi in vitro olarak gösterilen, oldukça 

programlanmış bir süreçtir. Sentetik glukokortikoid deksametazom ile muamele, 

MKH proliferasyonunu uyarır ve osteojenik soy farklılaşmasını destekler (122,123). 

Osteojenik farklılaşma, β-gliserofospat, askorbik asit-2-fosfat, deksametazon ve FBS 

varlığıyla indüklenir. Bu kültür koşulları altında, hücreler alkalin fosfataz, osteokalsin 

ve osteopontin aktivitesini ve ayrıca ECM içinde kalsiyum birikimini arttırır (124). 

MKH’lerin osteojenik hücre tipine farklılaşması, alkalin fosfataz ekspresyonunun 

belirlenmesi ile değerlendirilir. 

Kondrojenik Farklılaşma 

Kondrojenez MKH’ler belirli koşullarda kültürlendiğinde gerçekleştirilir. Hücre 

kültüründe, insülin, transferrin, selenyum, linoleik asit, selenyum asit, piruvat, 

askorbik fosfat, deksametazon, ve TGF-β III (125) ile ayrıca  ilave IGF-1 ve kemik 

morfogenetik proteinleri ile birlikte (BMP)-2 (126) desteklenen DMEM ile 

gerçekleştirilir. 

MKH’lerin kondrojenik hücre tipine farklılaşması, proteoglikanların ve tip II kollajen 

sentezinin veya kalsiyum birikintilerinin mineralizasyonu belirlenmesi ile 

değerlendirilir. 
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Adipojenik Farklılaşma 

İn vitro adipojenik indüksiyon, deksametazon, indometasin, insülin ve 3-izobütil-1-

metilksantin (IBMX) dahil olmak üzere spesifik ortam takviyeleri gerektirir (127). 

Adipogenezin moleküler regülasyonu, adipogenik süreç (128) ve sinyal verme için çok 

önemli olan peroksizom proliferatör-aktive reseptör gama (PPAR-γ) dahil olmak üzere 

çeşitli transkripsiyon faktörleri tarafından kontrol edilir.  

MKH’lerin adipojenik hücre tipine farklılaşması, yağ damlacıklarının belirlenmesi ile 

değerlendirilir. 

 

4.1.2. Kemik iliği MKH’lerin nöronlara farklılaşması 

Kemik iliği MKH’ler diğer hücre tiplerine farklılaşabilir ve hücre dışı sinyallere yanıt 

olarak farklılaşmamış duruma geri dönebilir (129). Kİ-MKH’ler nöronlara 

farklılaşabilir ve nöronlardan da geri farklılaşabilir (130). Lui vd. Kİ-MKH’lerin 

nörositlere indüklenmesinde ve nörositlerin, dış faktörleri ortadan kaldırarak in vitro 

olarak Kİ-MKH’lere dönüştürülmesinde başarılı olmuştur (130). Geri farklılaşmış 

olan Kİ-MKH’ler artan hücre sağ kalımı ve farklılaşma potansiyeli göstermiş, böylece 

indüklenmemiş Kİ-MKH’lere kıyasla sıçanlarda beyin hasarının biliş işlevini 

geliştirmiştir. 

 

MKH’lerin in vitro nöral farklılaşması ile ilgili yeni çalışmalar, Sanchez-Ramos vd. 

(15) ve Woodbury vd. (1) tarafından 2000 yılında yapılan iki eşzamanlı çalışmadan 

ortaya çıkmıştır. Sıçan, fare ve insan MKH’lerinin, farklı kimyasalların veya büyüme 

faktörlerinin kombinasyonları ile muamesinden sonra nöral belirteçleri ifade eden 

nöronal morfolojiye sahip hücrelere farklılaşabileceğini bildirmişlerdir. Bu iki 

çalışma, MKH’lerin nöral hücrelere farklılaşma potansiyelini belirleyen ilk 

çalışmalardır.  

 

Woodbury, MKH’lere DMEM içerisinde BME, DMSO ve BHA ile muamele etmiş ve 

hücrelerin yaklaşık % 80’inin morfolojisini değiştirdiğini gözlemlemiştir. Muamele 

edilen MKH’lerin, olgunlaşmamış nöral belirteç olan Nestin için 5 saat sonra pozitif 
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olduğu, 6 gün sonra ise negatif olduğu görülmüştür. Muameleden sonra nöral 

belirteçler TrkA, Tau ve NSE için çok az hücre pozitif boyanırken hiçbirinin GFAP 

için pozitif olmadığı görülmüştür. Sanchez-Ramos ise, MKH’lere EGF ve RA veya 

BDNF ile RA ile muamele etmiş ve NeuN, Nestin ve GFAP ekspresyonunu 

gözlemlemiştir. 

 

4.2. Nörodejeneratif Hastalıklara Yönelik Çalışmalarda MKH Kaynaklı 

Nöronların Kullanılması 

Merkezi sinir sistemi, insan vücudundaki en karmaşık ve daha az anlaşılan sistem 

olarak kabul edilir. Alzheimer hastalığı (AD), Parkinson hastalığı (PD), Multipl 

Skleroz (MS), Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Hungtington hastalığı (HD) gibi 

merkezi sinir sistemi bozuklukları veya hastalıkları, genellikle sinir dokusunun 

yapılarının ve işlevlerinin bozulmasına ve geri döndürülemez şekilde bozulmasına yol 

açar. Hastalar genellikle bu ciddi bilişsel veya fiziksel kayıptan etkilenir (11). 

 

Birçok nörodejeneratif hastalık, nörodejeneratif süreçlerin bir sonucu olarak ortaya 

çıkar. Bu tür hastalıklar nöronlarda ilerleyici dejenerasyona yani nörodejenerasyona 

neden olur. Nörodejenerasyon, nöronların ölümleri de dahil olmak üzere aşamalı yapı 

veya işlev kaybıdır. Dolayısıyla, sağlıklı nöron dokusu eldesi ve buna yönelik 

moleküler belirteçlerin belirlenmesi, nöropatolojinin modellenmesi ve anlaşılması 

nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde temel çalışmaları oluşturmuştur.  

 

Bunlar arasında Alzheimer hastalığı (AD), dünya çapında yaklaşık 47 milyon insanı 

etkileyen en yaygın nörodejeneratif hastalıktır. Yaşlanmanın, AD gelişimi için en 

önemli risk faktörü olduğu varsayılmaktadır. Yavaş bilişsel bozulma ve bunama ile 

sonuçlanan sürekli sinaptik hasar ve nöronal kayıp, hastalığın özellikleridir. AD’nin 

ana mikroskobik ve patolojik işaretleri, beyinde toplanan Amiloid Beta ve Tau 

proteinidir (131–133). Bu plakların ve yumakların koruyucu mu yoksa nedensel mi 

olduğu kesin olarak bilinmemektedir. Hipokampüs ve neokortekste azalan asetilkolin, 

asetilkolinesteraz (AChE) ve asetiltransferaz seviyeleri ve bazal ön beyin kolinerjik 
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çekirdeklerinde (BFChN) azalmış nöron seviyeleri, hastalığın kolinerjik oluşum 

hipotezinin nedenleridir (16). 

 

İkinci en yaygın nörodejeneratif hastalık olan Parkinson hastalığı (PD), şiddetli 

hareket bozukluğu, titreme, sertlik ve postural instabiliteye neden olmaktadır 

(134,135). Beyin içinde anormal alfa-sinüklein protein kümelerinin varlığı, hastalığın 

en önemli nöropatolojik özelliğidir. Özellikle, alfa-sinüklein kümelerinin, etkilenen 

nöronlar içindeki Lewy cisimciklerinde biriktiği gözlenir (136). PD’deki yürüme 

zorlukları, substantia nigra’daki nöronların kademeli dejenerasyonundan 

kaynaklanmaktadır. Bu nöronların temel sorumluluğu motor aktivitelerde dengeyi 

sağlamak için dopamin üretmektir (137). 

 

Genç erişkinlerde merkezi sinir sisteminin (MSS) en yaygın nörolojik 

bozukluklarından birisi ise Multipl Skleroz (MS)’dur (138,139). MS, aksonal kayba 

ve kalıcı nörolojik sakatlığa yol açan, merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik, 

otoimmün, inflamatuar, demiyelinizan bir hastalığıdır (140). Multipl Skleroz’un 

patolojik özelliği, merkezi sinir sistemi içinde plaklar veya lezyonlar olarak 

adlandırılan, değişken glioz ve enflamasyon ve göreceli aksonal koruma ile birlikte 

multipl fokal miyelin kaybı alanlarıdır (141). MS için mevcut tedaviler, büyük ölçüde 

immünomodülatör veya immünosupresif ilaçlardan oluşur ve relapsların sıklığını ve 

yoğunluğunu azaltmayı amaçlamaktadır (140). 

 

Bir diğer nörodejeneratif hastalık ise Huntington hastalığı (HD) olup, otozomal 

dominant bir modelde miras kalan ve dördüncü kromozomun kısa kolunda bulunan 

Huntingtin geninin ilk eksonunda poliglütamin (CAG) tekrarları bulunduğunda ortaya 

çıkan en yaygın monojenik nörodejeneratif hastalıktır. Bu genin içindeki mutasyon 

kötü protein üretimine yol açar ve sonuçta koreik hareket gibi hastalık belirtilerine ve 

bilişsel ve duygusal duygularda sıkıntılara neden olur. HD, hastaların çoğunda ölüme 

yol açar (16,142). Uygun bir geleneksel tedavinin olmaması, HD gibi nörodejeneratif 

hastalıkların çoğu arasında paylaşılan bir özelliktir. 
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Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastalığı ise, motor korteks, beyin sapı ve 

omurilikten üst ve alt motor nöronları tutan, kas denervasyonuna, kaybına ve ölüme 

yol açan, yetişkinlerde başlayan bir nörodejeneratif hastalıktır (143). ALS için etkili 

bir tedavi yoktur, ancak benzotiyazol riluzol progresyon oranını yavaşlatır ve 

sağkalımı üç ay uzatır (144). ALS vakalarının yaklaşık % 10’u aileseldir (fALS) ve en 

az 32 genetik lokustaki mutasyonlardan kaynaklanır (145–148). Sporadik ALS (sALS) 

vakaların % 90’ını oluşturur ve genetik etiyoloji büyük ölçüde bilinmemektedir (149). 

Son zamanlarda, hastadan türetilen kök hücreleri kullanan ALS hastalık modelleri, 

ALS’nin patogenezini ve test ilaç stratejilerini araştırmak için geliştirilmiştir (150–

152). 

 

İnsan kemik iliği mezenkimal kök hücreleri, özellikle rejenerasyon tıbbı alanında, 

çeşitli insan hastalıkları için terapötik stratejiler açısından araştırılmıştır. Kİ-MKH’ler, 

klinik uygulamalarda terapötik etkileri ile birlikte kendi kendini yenileme, farklılaşma, 

göç etme, anti-inflamatuar ve immünmodülasyon yeteneğine sahiptir (153). Ayrıca 

MKH’lerin yaralanmaya yanıt olarak, apoptoz ve stres yanıtını sınırlandırarak ve yara 

onarımını artıran immün hücreleri toplayarak doku onarımına aracılık edebilen büyük 

miktarlarda biyoaktif molekül salgıladığı gösterilmiştir (76,154,155).   

 

Bu özellikleri ile mezenkimal kök hücre uygulamaları, nörodejeneratif hastalıklara 

yönelik umut verici niteliktedir. MKH’ler ile nörodejeneratif hastalıkların tedavisine 

yönelik hem in vitro hem de in vivo tedavi yaklaşımları bulunmaktadır. 

 

 

4.2.1. İn vitro hastalık modelleme çalışmaları 

Mezenkimal kök hücreler (MKH’ler), kıkırdak, kemik, yağ hücreleri ve nöron gibi 

çeşitli hücre tiplerine farklılaşabilen multipotent hücrelerdir. Son çalışmalar, 

MKH’lerin epidermal büyüme faktörü (EGF) ve fibroblast büyüme faktörü (FGF2) 

dahil olmak üzere büyüme faktörleri tarafından in vitro indüksiyonunun, bunların 

nöral benzeri hücrelere farklılaşmasına neden olduğunu göstermiştir. Bu kültürler 

ayrıca bir kolinerjik nöron belirteci olan ChAT’ı da ifade eder; ve TH, nöral hücreler 

için bir dopaminerjik nöron belirtecidir. Maksimum farklılaşma potansiyeline sahip 
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bir protokol oluşturmak için, MKH’ler FGF2, EGF, BMP-9, retinoik asit ve heparin 

içeren nöral indüksiyon ortamını kullanarak üç deneysel kültür koşulu altında 

incelenmiştir. Yağdan türetilen MKH’ler, toplam 9 günlük bir süre için >% 80 

birleşikliğe ulaştıktan sonra 3 pasaj için in vitro olarak ekstrakte edilmiş ve 

çoğaltılmıştır. Hücreler daha sonra CD belirteçleri için CD44 pozitif ve CD45 negatif 

olarak akış sitometrisi ile karakterize edilmiştir. MKH’ler daha sonra nöral indüksiyon 

ortamı ile muamele edilmiş ve morfolojik değişiklikler Q-PCR ile karakterize 

edilmiştir. Farklılaştırılmış MKH’ler olgunlaşmamış ve olgun nöronlar için belirteçleri 

ifade etmiştir; β III Tübülin (TUBB3) ve MAP2, bu hücrelerin fonksiyonel nöronlara 

farklılaşma potansiyelini göstermektedir. MKH’lerin indüksiyonu için geliştirilmiş 

protokoller, nörodejeneratif hastalıklarda terapötik uygulamalar için MKH’lerin tekrar 

üretilebilirliğini ve standart üretimini kolaylaştırabilmekte ve sağlayabilmektedir (37). 

Mezenkimal kök hücreler, nöronlara farklılaşma yeteneğine sahiptir ve bu nedenle, 

nöronal doku rejenerasyonu uygulamaları ve nörogelişimsel süreçleri anlamak için 

potansiyel yetişkin kök hücre kaynaklarından biridir. Buna göre, yapılmış olan bir 

çalışmada; tek adımlı sitokin bazlı indüksiyon protokolü (EGF, bFGF, NGF, FGF-8, 

BDNF, IBMX ve B27) ile nöronlara farklılaştırılmış Kİ-iMKH’lerin işlevselliği analiz 

edilmiştir. Hem iMKH hücre hatlarından hem de sağlıklı donörlerden elde edilen 

iMKH’lerden farklılaşan nöronlar (>% 74), spontan aktivite göstermiş ve tipik bir 

olgunlaşan nöron olarak elektriksel uyarıma milisaniyeler içinde yanıt göstermiştir. 

Yapılan immünboyamalarda yapısal ve fonksiyonel nöronal proteinlerin (Nestin, 

NeuN, NF, Sinaptofizin, PSD 95, PGP 9.5) pozitif ifadeleriyle nöronal farklılaşmaya 

ilerleyebildiği görülmüştür. Ayrıca, 12 gün nöronal farklılaşma boyunca Nestin 

ekspresyonları tespit edilmiş, buna karşılık çoğalan hücre işaretleyicilerinden Ki-67 

ekspresyonu farklılaşma ile birlikte anlamlı derecede azalmıştır. Buna göre, nöronal 

indüklenmiş iMKH’ler için hücre fraksiyonlama analizi, Nestin pozitif hücrelerin 

neredeyse %90’ının Ki-67 ve Sox-2 için de negatif olduğunu göstermiştir, bu da 

mezankimal kök hücrelerin kendini yenileme ve çoğalma özelliklerini yitirmeye ancak 

nöronal belirteçlerin ifadesini sürdürmeye devam ettiğini dolayısıyla nöronal 

olgunlaşma sürecinde olduklarını göstermiştir. Bu sonuçlar, hem hücre hattı hem de 

kemik iliği donörlerinden indüklenen iMKH’lerin nöronal özelliklerini dikkat çekici 

bir şekilde ortaya koymuştur. Sonuçlar, nöronal indükleyicilerin bir 



19 
 

kombinasyonunun, Kİ-iMKH’lerinin spontan aktiviteye sahip yüksek verimli 

fonksiyonel nöronlara farklılaşma kapasitesini arttırdığını ve elektrofizyolojik olarak 

aktif duruma olgunlaştığını ortaya koymaktadır. Kavramsal olarak, bu işlevsel iMKH-

Nöronların, nöropatolojilerin ve nöronal farklılaşma çalışmalarının hastalık 

modellemesi için bir araç olarak kullanılabileceğini göstermektedir (14). 

Parkinson hastalığı (PD) üzerine yapılan araştırmalar, α-sinükleinin hücrelerden 

salındığını ve hücreden hücreye aktarım yoluyla beynin bir bölgesinden diğerlerine 

yayıldığını göstermektedir. Prion benzeri davranışları açısından, α-sinüklein gelişimi, 

α-sinükleinopatilerin patogenezinde ve ilerlemesinde anahtar rol oynar. α-sinüklein ile 

zenginleştirilmiş modeller kullanarak, MKH’lerin, N-metil-D-aspartat reseptörleri ile 

etkileşimin modülasyonu yoluyla hücre dışı α-sinükleinin klatrin aracılı endositozunu 

bloke ederek α-sinüklein iletimini inhibe ettiğini gösterilmiştir. Bu, kortikal ve 

dopaminerjik nöronlar üzerinde, α-sinükleinle zenginleştirilmiş modellerde motor 

açıkların fonksiyonel iyileşmesiyle birlikte, sağkalım etkisine yol açmıştır. Ayrıca, 

MKH’lerden türetilen çözünür bir faktör olan galektin-1’in, bu modellerde 

kümelenmiş α-sinükleinin iletim kontrolünde önemli bir rol oynadığını belirlenmiştir. 

Mevcut veriler, MKH’lerin, hücre dışı α-sinüklein iletiminin inhibisyonu yoluyla 

nöroprotektif özellikler sergilediğini göstermiştir; bu da, MKH’lerin özelliğinin, α-

sinükleinopatili deneklerde bir hastalık modifiye edici tedavi olarak hareket 

edebileceğini düşündürmektedir (38). 

PD üzerine yapılan diğer bir çalışmada ise; bir Parkinson hücre modeli olan 1-metil-

4-fenilpiridinyumiyon (MPP+) ile indüklenen PC12 hücreleri üzerinde kurkumin 

(CUR) ile aktive edilen insan göbek kordonu türevi mezenkimal kök hücrelerin (iGK-

MKH) terapötik etkileri değerlendirilmiştir. Kurkumin uygulanan PC12 hücrelerinde, 

hücre çoğalması ve dopaminerjik nöronal hücrelere farklılaşma potansiyeli ve 

antioksidasyon gözlenmiştir. Mikrotübülle ilişkili protein-2 (MAP-2) ve dopamin 

sentezinde hız sınırlayıcı bir enzim olan tirozin hidroksilazın (TH) proliferasyonu 

artmış ve yüksek ekspresyon göstermiştir. Ayrıca sitokin tespiti, IL-6, IL-10 ve NGF 

ekspresyonunun, iGK-MKH-CUR ile tedavi edilen grupta diğer gruptakilerle 

karşılaştırıldığında önemli ölçüde daha yüksek olduğuna dair bir ipucu vermiştir. Bu 

etkiler, tek başına iGK-MKH’lerin süpernatantları kullanıldığında bu kapsamda 
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görülmemiştir. Bu ön koşullama, Kurkumin uygulanan MKH’lerin PD’deki terapötik 

uygulamalarını geliştirebilir. Bu nedenle iGK-MKH-CUR, PD hücre modelinin 

proliferasyonunu ve farklılaşmasını teşvik etmek için potansiyel bir strateji olabilir, bu 

nedenle PD’de yeni bir terapötik yaklaşıma yeni bakış açıları sağlar (156) . 

Başka bir çalışma ise; MKH’leri olgun dopamin salgılayan hücrelere indüklemeyi ve 

indüksiyonu değerlendirmek için bir biyoanaliz oluşturmayı amaçlamıştır. Bu amaçla, 

bir TH promotörü, dopamin sentezinde hız sınırlayıcı enzim ve kırmızı floresan protein 

DsRed2’yi içeren bir raportör vektör oluşturulmuştur. İnsan nöroblastomunun 

transfeksiyonu, dopamin sentezi, SH-SY5Y hücreleri, yapılandırılmış raportör 

plazmidin güvenilirliğini doğrulamıştır. Transfekte iMKH’lerinin dopaminerjik 

farklılaşmasının ardından, akım sitometrisi kullanılarak TH eksprese eden hücreler 

tanımlanmıştır. Daha ileri çalışmalar, farklılaşmış hücrelerin sadece TH promotörünü 

aktive etmekle kalmayıp, aynı zamanda TH proteinini ifade ettiğini ve dopamin 

salgıladığını ortaya çıkarmıştır. Bildirilen sonuçlara göre, MKH’ler, PD dahil olmak 

üzere şu anda tedavi edilemeyen hastalıklar için yenilikçi tedavi vaadi sunmakta ve 

MKH’lerin dopaminerjik bir kadere doğru in vitro olarak programlanabileceğini 

göstermektedir (39). 

Mezenkimal kök hücreler (MKH’ler), kemik iliği (Kİ), yağ dokusu (AD) ve göbek 

kordonu kanı (GKK) dahil olmak üzere farklı kaynaklardan elde edilir. İnsan 

MKH’lerinin, beyinden türetilmiş nörotrofik faktöre (BDNF) yanıt olarak γ-

aminobutirik asit ((GABA)erjik nöronları) üreten nöronlara farklılaşabildiği 

araştırılmıştır. GABAerjik nöronal farklılaşma için bu potansiyel, farklı Kİ, AD ve 

GKK kaynaklarından türetilen MKH’lerde de değerlendirilmiştir. Bu amaçla Kİ-, AD- 

ve GKK-MKH’ler poli-D-lizin / laminin üzerinde BDNF ile kaplanmış ve BDNF’siz 

kültürlenen kontrol MKH’ler ile karşılaştırılmıştır. Ayrıca, BDNF uygulanan Kİ- ve 

GKK-MKH grupları, GAD67’yi kontrol MKH’lerinden daha yüksek seviyelerde ifade 

ederken, GAD67, BDNF ile tedavi edilen AD-MKH grubunda artış göstermemiştir. 

İmmünositokimyada, BDNF’ye maruz kalma, Kİ-, AD- ve GKK-MKH’lerin kontrol 

kültürlerine kıyasla GABA+/GABA+/4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPİ)+ 

hücrelerinin yüzdelerinin artmasıyla gösterildiği gibi, GABAerjik nöronal 

farklılaşmayı teşvik etmiştir. Özellikle, BDNF ile indüklenen GABAerjik nöronal 
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farklılaşmadan sonra, GABA+/DAPİ+ hücreleri (%), diğer gruplara kıyasla Kİ-

MKH’lerde önemli ölçüde artmıştır. Sonuç olarak, Kİ-MKH, insan MKH’lerinin 

GABAerjik nöronal farklılaşması için en ideal hücre kaynağı olduğu belirlenmiştir 

(40). 

 

4.2.2. Kültürde elde edilen nöronlar ile in vivo çalışmalar 

K-İMKH’ler, klinik uygulamalarda terapötik etkileri birlikte destekleyebilen kendi 

kendini yenileme, çok soylu farklılaşma, göç, anti-enflamatuar ve immünomodülasyon 

yeteneğine sahiptir. Hem otolog hem de allojenik K-İMKH’ler kök hücre tedavisinde 

kullanılabilmektedir. Kİ-MKH’ler, Alzheimer hastalığı (AD), Parkinson hastalığı 

(PD), Multipl Skleroz (MS) ve Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)’dan oluşan çeşitli 

nörodejeneratif hastalıklara yaygın olarak uygulanmıştır. 

 

Alzheimer hastalığı için onaylanmış ilaçlar sadece hastalığın ilerlemesini engeller ve 

neredeyse tüm vakalarda sakinleştirici etkilere sahiptir (16,157). AD’de kök hücre 

temelli tedavilerin preklinik çalışmaları değişken etkiler sergilemesine rağmen, bunlar 

çoğunlukla Aβ yükünde azalma ve Aβ indirgeyici enzimlerde artış ile ilişkilidir. 

AD’de kök hücre tedavisinden elde edilen sonuçlar tipik olarak MKH’lerin türlerine 

ve kaynaklarına bağlıdır.  

 

Mezenkimal kök hücreler, terapötik etkilerini dört ana mekanizma aracılığıyla 

gösterirler:  

1) dejenere nöronları restore etmek;  

2) salgılanan faktörler yoluyla nöroproteksiyon;  

3) hastalık gelişiminden sorumlu hücreler üzerinde immünmodülatör etkiler 

uygulamak; ve  

4) endojen hücrelerin proliferasyonu (158). 

 

İnsan Kİ-MKH’leri, serumda ve oksidatif streste IL-1, IL-2, TNF-α ve IFN-γ’yı 

azaltmıştır, bu da anti-inflamasyon potansiyeli ve amiloid β1-42 genlerinin 

ekspresyonunun düzenlenmesini göstermiştir ve böylece Alzheimer hastalığındaki 
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semptomları iyileştirmiştir (159). İyileşme etkileri, anti-inflamasyon ve nörogenez 

özellikleri indüklemek için Kİ-MKH’lerin uygulanmasından sonra sıçan intraserebral 

kanamasında görülmüştür (160). Bununla birlikte, Kİ-MKH’lerin terapötik etkileri 

hala araştırılmaktadır ve gelecekteki sonuçlar, Kİ-MKH’leri klinikte yaygın olarak 

uygulamak için daha iyi kanıtlar sağlayabilir. 

 

Parkinson hastalığına yönelik tedavilerin çoğu beyindeki dopaminin restorasyonu ile 

ilgilidir, ancak bu tedavilerin çok fazla yan etkisi araştırmacıları alternatif terapötik 

ajanlar aramaya itmiştir. Ümit verici bir hedef, hastalığın iyileştirilmesi ve tedavisinde 

rejeneratif tıbbın, özellikle kök hücrelerin kullanılmasıdır  (134,137). 

 

MKH’lerin farklı koşullar ve maddelerle ön muamelesi, MKH’lerin terapötik etkilerini 

artırabilir. Bu yöntem PD tedavisinde de harika sonuçlar göstermiştir. Nöral 

farklılaşma sürecinde MKH’lerin hipoksik ön koşullandırılması (%3 O2 tedavisi) HIF-

1α, P38 MAPK ve fosforile ERK ekspresyonunda bir artışa neden olmuştur. Genetik 

profilindeki bu değişiklikler, artan nörosfer üretimi, dopaminerjik nöronal 

farklılaşmanın yanı sıra nöronal hücrelerin artan farklılaşmasıyla sonuçlanmıştır. 

Hipoksik ön koşullandırma tarafından üretilen nöronlar, uzun süreli hayatta kalma 

sergiler ve sıradan nöronlardan daha terapötik olabilir (22). 

 

Mezenkimal kök hücreler, α-sinüklein iletiminin engellenmesinde önemli bir rol 

oynar. MKH’ler bunu, N-metil-D-aspartat reseptörleri ile etkileşim ve α-sinüklein 

endositozunun inhibisyonu yoluyla yapar. Araştırmalar, salgılanan “galektin-1” 

faktörünün, α-sinükleinin iletiminin kontrolünde önemli bir rolü olduğunu göstermiştir 

(38,161). 

 

Parkinson hastalığında, Kİ-MKH’ler hasarlı nöronları yeniden oluşturma yeteneğine 

sahiptir (162,163). Dahası, Kİ-MKH’ler dopamin taşıyıcı bağlanma aktivitesini 

geliştirebilir, bu da dopaminerjik nöronların iyileşmesi ve korunmasıyla sonuçlanır 

(164). PD hastalarında Kİ-MKH’ler kullanılırken birkaç klinik çalışma yapılmıştır 

(NCT02611167, NCT01446614, NCT00976430). Tamamlanan çalışmalar, PD 
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hastalarında 36 aylık Kİ-MKH transplantasyonundan sonra herhangi bir yan etki 

olmaksızın iyileşme göstermiştir (162). 

 

Parkinson hastalığına yönelik başka bir çalışmada ise, ortalama hastalık süreleri 14,7  

7,56 yıl arasında değişen 22-62 yaş aralığındaki 7 hasta, otolog kemik iliğinden 

türetilen mezenkimal kök hücrelerin tek dozlu, tek taraflı transplantasyonunun 

prospektif, kontrolsüz, pilot çalışmasına katılmıştır. Kİ-MKH’ler, stereotaksik cerrahi 

ile sublateral ventriküler bölgeye transplante edilmiştir. Hastalar 10 ile 36 ay arasında 

değişen bir süre takip edilmiştir. Birleşik Parkinson Hastalığı Derecelendirme 

Ölçeği’ne (UPDRS) göre, ortalama “kapalı” puanı 65 22,06 ve ortalama “açık” puanı 

50,6 15,85 olarak belirlenmiştir. Çalışmada, yedi hastadan üçü, UPDRS’ne göre 

“kapalı” / “açık” durumlarında sürekli bir iyileşme göstermiştir. Son takiplerinde, 

ortalama “kapalı” skor 43,3 olarak belirlenmiştir ve başlangıca göre %22,9 artmıştır. 

Son takipte "açık" ortalama puan %38 iyileşme ile 31,7 olarak belirlenmiştir. Ayrıca, 

yüz ifadesi, yürüme ve donma gibi semptomlarda öznel bir iyileşme bulunmuştur; 

uygulama iki hastanın ilaç dozajının önemli ölçüde düşmesini sağlamıştır (165). 

 

Benzer bir çalışmada ise, PD tanısından 5 ila 15 yıl sonra 8 Parkinson hastasının ve 4 

Parkinson hastalığı yanında bunama gibi ilave semptomları da olan hastanın,  iki taraflı 

olarak subventriküler bölgesine (SVZ) Kİ-MKH nakli gerçekleştirilmiştir ve 12 ay 

süreyle takip edilmiştir. Tedavi sonrası PD hastaları, UPDRS puanlama sisteminde 

“açık” dönemde %17,92 ve “kapalı” dönemde %31,21’lik oranda iyileşme 

göstermiştir. Takip süresince hastaların ilaç dozlarında artış olmamıştır. Öznel olarak, 

hastalar konuşmada netlik, semptomlardan titreme, sertlik ve donma ataklarında 

azalma bildirmiştir. Sonuçlara göre; hastalığın erken evrelerinde (5 yıldan az) Kİ-

MKH nakledilen hastalar, daha sonraki aşamalardan (11-15 yıl) daha fazla iyileşme 

göstermiş ve hastalık ilerlemesi olmamıştır. Bununla birlikte, Parkinson hastalığı 

yanında ilave semptomları da olan hastaların, kök hücre naklinden sonra klinik 

durumlarında herhangi bir değişiklik görülmemiştir (166). 

 

Multipl Skleroz hastalığına yönelik bir çalışmada; büyütülmüş ve çoğaltılmış Kİ-

MKH’lerin intratekal enjeksiyonu güvenlidir ve 3-6 aylık tedavi için çalışılan 10 
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hastada ilerlemiş MS’deki iyileşme parametrelerini arttırmıştır (167). Başka bir 

çalışma, intravenöz yolla verilen Kİ-MKH’lerin, dolaylı olarak bağışıklık sistemlerini 

düzenleyerek ve nöronları yeniden oluşturarak nöronal hasarı sınırlandırdığını kabul 

etmektedir (168). Araştırma grubu, insanlarda Kİ-MKH’leri incelemeye yönelik 

kılavuz olan MS için tek bir intravenöz Kİ-MKH dozunun güvenilirliğini ve etkinliğini 

değerlendirmek için yakın zamanda protokolü yayınlamıştır (169). 

Kİ-MKH transplantasyonu, ALS hastalarında kendi kendini yenileyebilen ve nöral 

koruyucu özellikler göstermiştir. ALS hastalarında yapılan faz I / II klinik çalışmada 

Kİ-MKH’ler güvenlidir (170–172). Kİ-MKH’lerin intravenöz ve intratekal 

enjeksiyonu, tedavi edilen tüm hastalarda ALS Fonksiyonel “Derecelendirme 

Ölçeği”nde ve “Zorunlu Hayati Kapasite” yüzdesinde bir azalma göstermiştir (171). 

İlaç temelli tedavilerden farklı olarak, canlı hücreleri kullanan tedaviler, tek bir hareket 

tarzına odaklanmak yerine, zamanla değişen bir ortama dinamik olarak yanıt verme 

avantajına sahiptir (173). Nörolojik yaralanmaları MKH’lerle tedavi etmek için, bu 

hücreler göbek kordonu (iGK-MKH’ler) (174), kemik iliği (Kİ-MKH’ler) (175), 

amniyotik sıvı (176) veya yağ dokusu (AD-MKH’ler) (23) gibi farklı kaynaklardan 

elde edilebilir. 

Yaralı bölgeye implante edildikten sonra, MKH’ler aşağıdaki terapötik mekanizmaları 

uygulayabilir: nörotrofik faktörlerin salgılanması (177), nörogenezin indüksiyonu ve 

astroglial aktivasyon (178), akson büyümesi ve sinaptik bağlantıların güçlendirilmesi 

(179), anti-apoptotik, immünomodülatör (10,180) ve anti-inflamatuar etkiler (181), 

oksidatif stresin azaltılması (182,183), geniş bir biyoaktif molekül yelpazesi içeren 

ekzozomların salgılanması (184,185) ve nöronal süreçler ve transkripsiyon faktörleri 

ile ilgili çok sayıda genin ekspresyonu (186). 

Genel olarak, nakledilen MKH’ler, sinir hücrelerinin hayatta kalmalarını sürelerini 

iyileştirmek ve farklılaşmalarını hızlandırmak amacıyla önceden in vitro olarak 

yeniden programlanmıştır (187,188). MKH’lerin nöronal kökene doğru in vitro 

yeniden programlanması dört farklı strateji ile gerçekleştirilebilir (Şekil 4.1.2.1): 

psikotropik ilaçlar, küçük moleküller, zenginleştirilmiş ortam ve epigenetik 

modifikasyonlar. Buna karşılık, diğer araştırma grupları daha önce yeniden 
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programlanmamış MKH’leri (189) ve hatta tedavi edilen bölgeye büyüme 

faktörlerinin enjeksiyonunu izlemiştir (190). Aksine, diğer araştırma grupları daha 

önce yeniden programlanmamış MKH’leri nakletmiştir ve hatta bunu, tedavi edilen 

bölgeye büyüme faktörlerinin enjeksiyonu izlemiştir. 

 

 

Şekil 4.2.2.1. Mezenkimal kök hücrelerin (MKH’ler) in vitro farklılaşmasının şematik süreci. İlaçlar, 

küçük moleküller, kültür ortamının zenginleşmesi ve epigenetik değişiklikler (A) gibi farklılaşma 

faktörleri, MKH üzerinde reaktif astrositoz, sinaptogenez, nörogenez, miyelinasyon, apoptoz 

inhibisyonu ve anjiyogenez artışı gibi farklı etkiler yapar. Ek olarak, inhibisyon apoptozu ve 

enflamasyon da indüklenir. MKH, MKH’nin oligodendrosit progenitör hücresinin (OPC) kayıp miyelini 

onarmak için birleştirilmesi gereken yerleri işaretlediği remiyelinizasyonu (yani multipl skleroz) 

desteklemek için uygulanabilir (B). Ayrıca, MKH’ler, felçten sonra hasarlı alanların ve beynin hasarlı 

devrelerinin eski haline döndürülmesini sağlamak için kullanılabilir (C). Son olarak, MKH’lerin 

terapötik uygulaması, omurilik yaralanmasının (D) tedavisinde umut verici bir yaklaşımı temsil edebilir 

(13). 
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5. MATERYAL VE METOT 

 

Bu tez çalışması süresince üzerinde çalışılan kemik iliği örnekleri İstanbul Medipol 

Üniversitesi, Kemik İliği Nakli Merkezi tarafından sağlanmıştır. Deneyler sırasında 

yaklaşık 10 hasta verici olarak kullanılmıştır. Vericiler, polikliniğe gelen ve teşhis ya 

da tedavi maksatlı kemik iliği veren 2-10 yaş aralığındaki sağlıklı bireylerdir. Vericiler 

sözlü ve yazılı olarak çalışma hakkında bilgilendirilmiş ve hasta onam formu 

imzalatılmıştır.  

 

Tez kapsamında kullanılan materyallere ait bilgiler Tablo 5.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 5.1. Tez kapsamında kullanılan materyallere ait bilgiler 

 

Materyal Marka Katalog Numarası 
Agaroz Sigma A9539 

Asetik asit Sigma A6283 
Anti-NSE Abcam ab53025 

Anti-β aktin Cell Signaling Technology 3700 
Anti-βIII Tübülin Abcam ab18207 

Antikor seyreltme solüsyonu Thermo Fisher Scientific 003118 
B27 Gibco 17504-044 

BDNF R&D 248-BD/CF 
Beta Merkaptoetanol Bio-Rad 1610710 

bFGF R&D (157 aa): 234-FSE 
BSA BioShop ALB001.R 

Cam tabanlı 6 kuyucuklu plaka NEST 801004 
CD34 Abcam ab18227 
CD45 Abcam ab134202 
CD73 Abcam ab157335 
CD90 Abcam ab95700 

CD105 Abcam ab53321 
CellTiter-Glo Lüminesans 
Hücre Canlılığı Analiz kiti 

 
Promega 

 
G7573 

ChAT Abcam ab18736 
ChAT primer Oligomer  

Clarity Western ECL Substrat Bio-Rad 1705061 
DAPİ Sigma D9542 

DAT primer Oligomer  
dbCAMP Sigma D0627 

DMEM-LG Gibco 31885023 
DMSO Corning 25-950-CQC 
DNAz I BioLabs 50-814-118 

donkey anti-goat (DAG) IgG 
Alexa Fluor 568 

 
Abcam 

 
ab175474 

EDTA disodyum tuzu Sigma 324503 
Etanol Sigma 8187602500 
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FBS Gibco 10082-147 
FGF-8 Peprotech 100-25 

Ficoll-Paque Premium GE Healthcare 17544202 
Fiksasyon tamponu BD Biosciences 554655 

FluoroDish 35 mm cam tabanlı 
petri 

 
Thermo Fisher Scientific 

 
FD35-100 

GAD67 primer Oligomer  
GAPDH primer Sentebio Lab  

GeneRuler 1 kb DNA cetveli Thermo Scientific SM0311 
Glisin Fisher Bioreagents BP381-500 

Goat anti-mouse IgG Santa Cruz sc2005 
Goat anti-rabbit IgG Cell Signaling Technology 7074 

goat anti-rabbit (GAR) IgG 
Alexa Fluor 555 

 
Thermo Fisher Scientific 

 
A27039 

HCL Sigma 320331 
hEGF Sigma E9644 

High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription kit 

 
Thermo Fisher Scientific 

 
4368814 

IBMX Sigma 15879 
iBlot 2 PVDF membran Thermo Fisher Scientific IB24001 

iBlot 2 %4-12 Bis-Tris jel Thermo Fisher Scientific NW04120BOX 
iMKH hücre hattı 

(UE7T-13) 
Riken BioResource Research 

Center 
 

RBRC-RCB2161 
İzopropanol Sigma 1070222511 

Jel yükleme boyası (6X) BioLabs B7024S 
Kimtech Science Precision 

Wipes Yumuşak Mendil 
 

Kimberly-Clark Professional 
 

06-677-72 
L-Glutamin Gibco 25030-081 

MES SDS Yürütme Tamponu 
(20X) 

 
Thermo Fisher Scientific 

 
NP0002 

Metanol Merck 67-56-1 
MKH Bazal Medyum MesenCult 05413 

NaOH Sigma S8045 
Nestin primer Sentebio Lab  

NF primer Sentebio Lab  
NGF Gibco 13290-010 

NSE primer Sentebio Lab  
Nörobazal medyum Gibco 21103-049 

Nükleaz free su Fisher Bioreagents BP2484-100 
PBS Gibco D1408-500ML 

PBS tableti Sigma P4417-100TAB 
Perm tamponu BD Biosciences 558050 

PFA Sigma 158127 
Precision Plus Dual Color 

Standarts 
 

Bio-Rad 
 

1610374 
Protease inhibitor kokteyl 

tablet 
 

Roche 
 

11836153001 
P/S Gibco 15140122 

QIAshredder (50) Qiagen 79654 
Red safe İNtRON Biotechnology 21141 

Ripa tampon Thermo Scientific 89900 
RNeasy mini kit (50) Qiagen 74104 

RNaz free su Qiagen 129112 
SensiFAST SYBR No-Rox kit Bioline BIO-98005 

Sodyum azit Sigma S2002 
TH Abcam ab137869 
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TH primer Oligomer  
Tripsin/EDTA (%0.25) Gibco 25200056 

Tris-baz tozu Sigma T4661 
TrypLE ekspres enzim (1X) Gibco 12604013 

Tween 20 Sigma  
Ultra Pure DEPC-treated su Invitrogen 10813-012 

VGLUT1 primer Oligomer  
βIII Tübülin primer Sentebio Lab  

4X Laemmli tampon Bio-Rad 1610747 
6 kuyucuklu plaka NEST 703001 

10 X bloklama solüsyonu Thermo Fisher Scientific 37520 
96 kuyucuklu siyah polistiren 

plaka 
 

Corning 
 

3603 

 

 

5.1. Kemik İliğinden İnsan Mezenkimal Kök Hücre İzolasyonu ve 

İmmünfenotiplemesi 

 

Kemik iliğinden insan mezenkimal kök hücresi (iMKH) izolasyonu için;  

1. 15 ml’lik santrifüj tüpüne 9 ml 1X PBS (Ca-, Mg-) fosfat tamponlu tuz çözeltisi 

(phosphate buffered saline) koyulup üzerine 1 ml kemik iliği numunesi eklenip 

hafifçe karıştırıldı.  

2. 10 ml’lik seyreltilmiş kemik iliği,başka bir 15 ml’lik santrifüj tüpündeki 5 ml 

Ficoll üzerine tüp duvarından yavaşça damla damla bırakıldı.  

3. Kemik iliği örneğinden iMKH’lerin izolasyonu için diferansiyel santrifüj 

yöntemi kullanıldı. Tüm tüpler, 4°C sıcaklığında 2500 rpm’de 25 dakika 

süreyle santrifüjlendi.  

4. Daha sonra numuneler 4 farklı katmana ayrıldı; en alttaki kırmızı tabaka 

kırmızı kan hücreleri içerir; bu tabakanın üstündeki renksiz sıvı Ficoll içerir; 

Ficoll’ün tepesinde bulunan beyaz, bulutlu tabaka, kemik iliğinde kök hücreler 

de dahil olmak üzere çeşitli hematopoietik hücrelerin bir bileşimi olan 

mononükleer hücreler içerir ve en üstteki sarı tabaka serum içerir.  

5. Serum kısmı atıldıktan sonra, pipet bulutlu tabaka üzerinde döndürülerek 

mononükleer hücre tabakası arayüzden çıkarıldı ve yeni 15 ml’lik bir santrifüj 

tüpüne aktarıldı. Hacim DMEM-LG hücre besiyeri ile 10 ml’ye tamamlanıp, 

Ficoll kalıntılarını uzaklaştırmak için 4°C sıcaklığında 1800 rpm’de 10 dakika 

süreyle santrifüj yapıldı.  
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6. Süpernatant atılıp, hücre peleti 10 ml DMEM-LG ile süspanse edilip tekrar 

1800 rpm’de 10 dakika süreyle santrifüj yapıldı. Bu kez, süpernatant atıldı ve 

pelet %20 FBS ve %1 P/S içeren 10 ml DMEM-LG ile süspanse edildi.  

7. Hücre süspansiyonu, 25 cm2'lik bir hücre kültürü flaskına aktarıldı ve 37°C’lik, 

%5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi.  

İzolasyondan sonraki 4.-5. günün sonunda, yüzeye yapışmayan hücreler %20 FBS ve 

%1 P/S  içeren DMEM-LG besiyeri değişimi ile atıldı ve yapışık hücreler pasaj 0 (P0) 

olarak isimlendirildi. İlk besiyeri değişiminden 2-3 gün sonra tekrar besiyeri değişimi 

yapıldı. Sağlıklı donör iMKH’leri izolasyon işleminden sonra çoğalmaya bırakıldıkları 

için koloniler oluşturdular. Hücreler %80 yoğunluğa ulaştığında, daha geniş bir ortama 

aktarmak için pasajlama prosedürü uygulandı.  

 

1. Besiyeri flasktan atıldı ve önceden ısıtılmış %0.25 Tripsin/EDTA solüsyonu 

ile hücreler 3 dakika 37°C de inkübe edildi.  

2. 3 dakika sonunda hücrelerin flask yüzeyinden kalkmaya başladıkları 

görüldüğünde, tripsinin iki katı miktarda önceden ısıtılmış %10 FBS ve %1 P/S 

içeren besiyeri ile pipetaj yapılarak tripsin nötralizasyonu sağlandı.  

3. Hücre süspansiyonu 15 ml’lik bir santrifüj tüpüne aktarıldı ve 4°C sıcaklığında 

1500 rpm’de 5 dakika süreyle santrifüjlendi.  

4. Süpernatant atılıp, hücre peleti %10 FBS ve %1 P/S içeren 20 ml DMEM-LG 

ile süspanse edilip, 75 cm2’lik bir hücre kültürü kabına aktarıldı ve 37°C’lik, 

%5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi.  

 

iMKH’lerin alt kültürü 6-7 günde bir hücrelerin çoğalma ortamı genişletilerek 

gerçekleştirildi. Hücrelerin alt kültür süreci en fazla 6. pasaja kadar devam ettirildi. 

Her donörden elde edilen iMKH’ler aynı sırayla işlendi ve tüm deneylerde kullanıldı. 

 

Kültürde yetiştirilen izole edilmiş hücrelerin iMKH fenotipini doğrulamak için, pasaj 

3’ten sonra hücreler akım sitometri analizine tabi tutuldu. Akım sitometrisi (FCM) 

FACS (Floresan Aktive Hücre Ayırma) (Bioprotect IV Güvenlik Kabini ile BD Influx 

Hücre Sınıflandırıcısı) sistemi kullanılarak gerçekleştirildi. Veriler FlowJo (V10)  

yazılımı ile analiz edildi.  
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İzole edilmiş iMKH’lerinin immünfenotiplemesi, aşağıdaki insan antijenlerine karşı 

antikorlar ile gerçekleştirildi: CD34, CD44, CD45, CD73, CD90 ve CD105. 

 

1. Kültür ortamında 1 adet 75 cm2’lik hücre kültürü kabında bulunan pasaj 3’teki 

iMKH’lere pasajlama prosedürü uygulandıktan sonra, hücre peleti kullanılacak 

antikor sayısına göre; CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105 ve 

boyanmamış olmak üzere 9 ml %10 FBS ve %1 P/S içeren DMEM-LG ile 

süspanse edildi.  

2. Ardından her bir propilen akım sitometrisi tüpüne 1 ml olacak şekilde dağıtıldı. 

Tüpler 4°C sıcaklığında 2500 rpm’de 5 dakika süreyle santrifüjlendi.  

3. Süpernatant atılıp, her tüpteki hücre peleti 100 µl 1X PBS (Ca+, Mg+) ile 

süspanse edildi. 

4. Karanlık ortamda, boyanmamış hariç diğer tüplere 5 µl antikor eklendi. 

Antikorlar eklendikten sonra tüpler folyolanıp 4°C sıcaklıkta 1 saat boyunca 

inkübe edildi.  

5. 1 saat sonunda her tüpe 1 ml 1X PBS (Ca+, Mg+) eklendi ve pipetaj yapıldı.  

6. Tüpler 4°C sıcaklığında 2500 rpm’de 5 dakika süreyle santrifüjlendi. 

7. Süpernatant atılıp, her tüpteki hücre peletine 500 µl 1X PBS (Ca+, Mg+) eklendi 

ve pelet süspanse edildi. 

8. Hücre analizi yapılmadan önce her tüpe 5 µl DNAz eklendi.  

9. Tüpler buz içerisinde analize götürüldü. 

 

Tez çalışması süresince kullanılan iMKH hücre hatları (UE7T-13 hücreleri, no. 

RBRC-RCB2161; RIKEN, Japonya) da fenotipik doğrulama için ayrı prosedüre tabi 

tutuldu ve iMKH fenotipi gösterdikleri doğrulandı. iMKH hücre hatlarının 

immünfenotiplemesi, aşağıdaki insan antijenlerine karşı antikorlar ile gerçekleştirildi:  

CD34, CD44, CD45, CD73, CD90 ve CD105. 
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5.2. İnsan Mezenkimal Kök Hücrelerin Nöronlara Farklılaştırılması 

 

Nöronal farklılaşma deneyleri için iMKH hücre hatları ve 5 farklı sağlıklı donörden 

izole edilen iMKH’leri kullanıldı. İzolasyon sonrasında pasaj 3’e gelen iMKH’ler ve 

iMKH hücre hatları nöronal indüksiyondan önce cam tabanlı kültür petrilerine ekildi. 

Hücre yoğunluğu 1-1.5x103’e optimize edildi. Hücrelerin kültürü %10 FBS ve %1 P/S 

içeren DMEM-LG ile yapıldı ve 24 saat boyunca 37°C’lik, %5 CO2 içeren inkübatörde 

inkübe edildiler.  

 

Nöronal indüksiyon (Nİ) besiyeri;  

 

 20 ng / ml hEGF,  

 40 ng / ml bFGF,  

 10 ng / ml FGF-8,  

 40 ng / ml NGF,  

 10 ng / ml BDNF,  

 0.125 mM dbcAMP,  

 0.5 mM IBMX,  

 2 mM L-Glutamin,  

 1X B27  

 %1 P/S  

içeren serumsuz nörobazal medyum ile hazırlandı. 24 saatin sonunda Nİ besiyeri ile 

değişim yapıldı. Daha sonra hücrelerin besiyeri, farklılaşma işlemi boyunca her 48 

saatte bir Nİ besiyeri ile değiştirildi. Buna uygun olarak iMKH’lerden farklılaştırılan 

nöronlar, farklı zaman aralıklarında (G0, G2, G6, G12, G18 ve G21) qRT-PCR, RT-

PCR, immünfloresan boyama, akım sitometrisi, WB, hücre canlılığı ve kalsiyum 

boyama deneyleri için kullanıldı. 
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Şekil 5.2.1. Mezenkimal kök hücrelerin büyüme faktörleri ile nöronlara farklılaştırılması 

 

 

5.3. Nöronlara İndüklenen İnsan Mezenkimal Kök Hücrelerde Hücre 

Canlılığının Analiz Edilmesi 

 

Nöronlara indüklenen iMKH’ler üzerinde hücre canlılığının analizi için CellTiter-Glo 

lüminesans hücre canlılık analiz kiti kullanıldı.  

 

1. 3 farklı donöre ait iMKH’ler 96 kuyucuklu plakalara ekildi. Hücre yoğunluğu 

6x103’e optimize edildi. 

2. G0, G2, G6, G12, G18 ve G21 için 6 ayrı plakaya, her donör hücresinden 3’er 

kuyucuk olacak şekilde ekim yapıldı. Hücreler, kuyucukta 100 µl besiyeri 

içeriği olacak şekilde %10 FBS ve %1 P/S içeren DMEM-LG ile kuyucuklara 

ekildi ve 24 saat boyunca 37°C’lik, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe 

edildiler.  

3. 24 saat inkübasyonun ardından, Nİ besiyeri ile değişim yapıldı. iMKH’ler 

belirlenen süreler (G0, G2, G6, G12, G18 ve G21) boyunca; Nİ besiyeri ile 

muamele edildi. Her 48 saatte bir besiyeri değişimi yapılarak, belirlenen zaman 

aralıkları sonunda deney sonlandırıldı.  
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4. CellTiter-Glo substratı ve CellTiter-Glo tamponu birbiri ile karıştırılıp 

CellTiter-Glo reaktifi hazırlandı.  

5. Analiz için karanlık ortamda her kuyucuğa 4 µl CellTiter-Glo reaktifi eklendi 

ve plaka folyolandı.  

6. Plaka 5 dakika boyunca 25 rpm’ da çalkalayıcıda bekletildi.  

7. Ardından SpectraMax i3 cihazında lüminesans okutma yapıldı.  

                     

 

5.4. İnsan Mezenkimal Kök Hücrelerden Elde Edilen Nöronların Fenotipik 

Doğrulaması 

 

Nöronların fenotipik doğrulaması için, nöronal proteinlere ait mRNA düzeyleri tersine 

transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile gösterildi. 

 

RT-PCR deneyi için; iMKH hücre hatları ve donör kaynaklı iMKH’ler cam tabanlı 6 

kuyucuklu plakalara, her kuyucukta 1-1.5x105 hücre olacak şekilde %10 FBS ve %1 

P/S içeren DMEM-LG ile ekildi ve ertesine güne kadar 37°C’lik, %5 CO2 içeren 

inkübatörde inkübe edildi. Ertesi gün; G0 hücrelerinden RNA izolasyonu yapıldı. G2, 

G6 ve G12 hücrelerinin besiyeri ise, Nİ besiyeri ile değiştirildi. Farklılaşma işlemi 

boyunca her 48 saatte bir değişim yapıldı. Buna uygun olarak iMKH’lerden 

farklılaştırılan nöronlardan, farklı zaman aralıklarında (G2, G6 ve G12) RNA 

izolasyonu yapıldı. 

 

RNA izolasyonu için; 

 

1. İlk olarak 1:1 oranında RNAse free dH2O ile %70’lik etanol hazırlandı. 

2. Qiagen RNeasy mini kite ait RLT buffer ilk kez açıldığında, içine 10 µl 

BME eklendi. 

3. Bir strafor kutusuna eğimli olacak şekilde buz dolduruldu.  

4. 4°C sıcaklığındaki 1X PBS (Ca+, Mg+) buza koyuldu.  

5. 1.5 ml’lik tüpler isimlendirildi ve buza alındı.  

6. Hücrelerin bulunduğu plaka buz üzerine alındı. 
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7. Kuyucuklardaki besiyeri dikkatlice çekilip atıldı.  

8. 2 kere 1 ml 1X PBS ile hafifçe yıkama yapıldı.  

9. PBS dikkatlice çekilip atıldı. 

10. Her kuyucuğa 300 µl RLT lizis tamponu eklendi. 

11. Kazıyıcı ile weller kazındı. 

12. Toplanan sıvı, steril 1.5 ml’lik tüpe aktarılır. 

13. Sıvı berrak hale gelene kadar karıştırıcıda karıştırıldı. 

14. Tüm sıvı 2 ml’lik QIAshredder mor toplama tüpüne aktarıldı. 

15. 12000 G’de 4°C’de 2 dakika santrifüj yapıldı. 

16. Santrifüj sonunda mor tüpün altında kalan tüm sıvı alındı ve steril 1.5 

ml’lik bir tüpe aktarıldı. 

17. Sıvının üstüne 300 µl %70’lik etanol eklendi ve karıştırıcı karıştırıldı. 

18. Tüm sıvı 2 ml’lik RNase pembe toplama tüpüne aktarıldı. 

19. 12000 G’de 4°C’de 15 saniye santrifüj yapıldı. 

20. Tüpün altında toplanan sıvı atıldı. 

21. Filtreye 350 µl RW1 tamponu koyuldu. 

22. 12000 G’de 4°C’de 15 saniye santrifüj yapıldı. 

23. Tüpün altındaki sıvı atıldı. 

24. Steril bir tüpe 90 µl DNaz reaksiyon tamponu (1X) ve 10 µl DNaz koyuldu. 

25. Bu 100 µl’lik karışım filtreye koyuldu. 

26. Tüp 15 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

27. 15 dakika sonunda pembe tüpün altından toplanan sıvı döküldü. 

28. Filtreye 350 µl RW1 tamponu koyuldu. 

29. 12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

30. Tüpün altında toplanan sıvı atıldı. 

31. 500 µl RPE tamponu koyuldu. 

32. 12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

33. Tüpün altında toplanan sıvı atıldı. 

34. Filtreye 350 µl RW1 tamponu koyuldu. 

35. 12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

36. Tüpün altında toplanan sıvı atıldı. 

37. 500 µl RPE tamponu koyuldu. 
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38. 12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

39. Tüpün altında toplanan sıvı atıldı. 

40. 12000 G’de 4°C’de 2 dakika santrifüj yapıldı. 

41. Tüpün altındaki sıvı atıldı. 

42. 12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

43. Filtre yeni bir toplama tüpüne takıldı. 

44. 30 µl RNase free dH2O filtrenin merkezine damlatıldı. 

45. 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 

46. 12000 G’de 4°C’de 2 dakika santrifüj yapıldı. 

47. Santrifüj sonunda tüpün dibinde toplanan sıvı artık RNA içermektedir. 

48. Konsantrasyon ölçümü için bir miktar RNA ayrıldı. 

49. Ana stok -80°C’ye kaldırıldı. 

 

Konsantrasyon ölçümü için; 

 

1. NanoDrop One spektrofotometre cihazından RNA (ng/µl) sekmesi seçildi. 

2. Cihazın alt ölçüm kaidesi dH2O ve yumuşak mendil ile temizlendi. 

3. İlk olarak boş (blank) olarak 1 µl RNase free dH2O tanıtıldı. 

4. Alt ölçüm kaidesi yumuşak mendil ile temizlendi. 

5. RNA çok yavaşça pipetlendikten sonra 1 µl alınıp alt ölçüm kaidesine koyuldu, 

ölçüm yapıldı. 

6. Ard arda 3 kere aynı örnekle ölçüm yapıldı. Her ölçüm arasında kaide yumuşak 

mendil ile temizlendi.  

7. 3 ölçüm değeri toplandı ve ortalamaları alınarak RNA konsantrasyon değeri 

belirlendi. 

 

cDNA izolasyonu için;  

 

1. 1000 ng konsantrasyondaki RNA’dan 1 µl alacak şekilde, konsantrasyonları 

ölçülen RNA’lardan kullanılacak miktarlar belirlendi. 

2. Bir strafor kutusuna buz dolduruldu.  
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3. Bir tüpte RNA örneği, RNA içermeyen kit karışımı ve DEPC uygulanmış su 

içeren cDNA reaksiyon örneği hazırlandı. 

 

 2 µl 10X RT Tampon 

 0.8 µl 25X dNTP karışımı 

 2 µl 10X RT Random Primerler 

 1 µl Tersine Transkriptaz 

 4.2 µl DEPC uygulanmış su 

                                                                

                       10 µl karışım  

                                + 

                          X µl RNA  

                                +  

              Y µl DEPC uygulanmış su  

                                                                

                 20 µl cDNA reaksiyonu  

 

 

 

 

     25°C                       37°C                          85°C                       4°C 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                 

 

     10:00                            2:00:00                         5:00                               ∞ 

 

Şekil 5.4.1. cDNA reaksiyonu 

 

 

 

Hacim: 20 µl 
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PCR reaksiyonu için;  

1. Bir strafor kutusuna buz dolduruldu.  

2. Toz haldeki primerler, ürüne ait bilgilerde belirtilen miktarda nükleaz 

içermeyen dH2O ile çözdürüldü ve 100 mM konsantrasyonda ana stok 

hazırlandı. Ardından nükleaz içermeyen dH2O ile 1:10 dilüsyon yapılarak  

10 mM konsantrasyonda PCR koşullarına uygun primerler hazırlandı. 

3. iMKH hücre hatları için βIII Tübülin, NSE ve GAPDH, donör kaynaklı 

iMKH’ler için βIII Tübülin, NSE, NF, Nestin ve GAPDH primerleri kullanıldı. 

 

 βIII Tübülin 317 bp; 

F: 5′-AGTGATGAGCATGGCATCGA-3′ 

R: 5′-AGGCAGTCGCAGTTTTCACA-3′ 

 NSE 254 bp; 

F: 5′-CCCACTGATCCTTCCCGATACAT-3′   

R: 5′-CCGATCTGGTTGACCTTGAGCA-3′ 

 NF 284 bp; 

F: 5′- TCCTACTACACCAGCCATGT-3′ 

R: 5′-TCCCCAGCACCTTCAACTTT-3′ 

 Nestin 148 bp; 

F: 5′-TGGCTCAGAGGAAGAGTCTGA-3′ 

R: 5′-TCCCCCATTTACATGCTGTGA-3′ 

 GAPDH 245 bp;  

F: 5′-GTCAGTGGTGGACCTGACCT-3′  

R: 5′-TGCTGTAGCCAAATTCGTTG-3′  

 

4. 1000 ng konsantrasyondaki RNA’dan elde edilmiş olan cDNA’dan 1 µl alındı. 

5. Bir tüpte cDNA örneği, cDNA içermeyen kit karışımı ve DEPC uygulanmış su 

içeren PCR örneği hazırlandı: 

 

 1 µl cDNA 

 5 µl 5X Q5 Reaksiyonu tamponu 

 5 µl 5X Q5 Yüksek GC güçlendirici 
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 0.25 µl Q5 Polimeraz 

 0.5 µl 10mM dNTP karışımı 

 1.25 µl 10µM F 

 1.25 µl 10µM 1R 

 10.75 µl DEPC uygulanmış su 

 

                 25 µl PCR reaksiyonu  

 

 

          Denatürasyon                 Primer Eşleşmesi   Primer Uzaması           

 

                  95°C     95°C    50°C      72°C                                72°C             4°C 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                 

                   5:00           00:30           00:30            00:45      30X     10:00               ∞ 

 

Şekil 5.4.2. βIII Tübülin PCR reaksiyonu 

 

 

 

          Denatürasyon                 Primer Eşleşmesi   Primer Uzaması           

 

                  95°C     95°C    55°C      72°C                                72°C             4°C 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                 

                   5:00           00:30           00:30            00:45      30X     10:00               ∞ 

 

 Şekil 5.4.3. NSE PCR reaksiyonu                                            

Hacim: 25 µl 

G 

İ 

T 

Hacim: 25 µl 

G 

İ 

T 
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          Denatürasyon                 Primer Eşleşmesi   Primer Uzaması           

 

                  95°C     95°C    55°C      72°C                                72°C             4°C 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                 

                   5:00           00:30           00:30            00:45      25X     10:00               ∞ 

 

Şekil 5.4.4. GAPDH PCR reaksiyonu 

 

 

 

 

          Denatürasyon                 Primer Eşleşmesi   Primer Uzaması           

 

                  95°C     95°C    50°C      72°C                                72°C             4°C 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                 

                   5:00           00:30           00:30            00:45      30X     10:00               ∞ 

 

Şekil 5.4.5. NF PCR reaksiyonu 

 

 

 

 

 

 

 

Hacim: 25 µl 

G 

İ 

T 

Hacim: 25 µl 

G 

İ 

T 
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          Denatürasyon                 Primer Eşleşmesi   Primer Uzaması           

 

                  95°C     95°C    52°C      72°C                                72°C             4°C 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                 

                   5:00           00:30           00:30            00:45      30X     10:00               ∞ 

 

Şekil 5.4.6. Nestin PCR reaksiyonu 

 

 

Reaksiyonlar tamamlandıktan sonra agaroz jelde yürütme kısmına geçildi. 

Öncelikle solüsyonlar hazırlandı. 

 

500 ml için EDTA solüsyonu için; 

 93.05 g of EDTA disodyum tuzu tartıldı (MA=372.24 g/mol). 

 400 ml dH2O içinde çözdürüldü. 

 NaOH peletleri ile pH 8 olarak ayarlandı. 

 dH2O ile hacim 500 ml’ye tamamlandı. 

 Solüsyon otoklavlandı. 

1 litre 50X TAE için; 

 242 g Tris-baz tozu tartıldı (MA= 121.14 g/mol) 

 700 ml dH2O içinde çözdürüldü. 

 57.1 ml saf asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) yavaşça eklendi. 

 Solüsyon hacmi dH2O ile 1 litreye tamamlandı. 

 pH 8.5 olarak ayarlandı. 

 Oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

 

Hacim: 25 µl 

G 

İ 

T 
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1 litre 1X TAE için; 

 

 20 ml 50X TAE ölçüldü.  

 980 ml dH2O eklenerek hacim 1 litreye tamamlandı. 

 

%1’lik agaroz jel hazırlandı: 

 

1. Örnek sayısına bağlı olarak küçük veya büyük jel hazırlandı; 

Küçük jel için 0.5 g agaroz tartıldı ve 50 ml 1X TAE içine aktarıldı. 

            Büyük jel için 1 g agaroz tartıldı ve 100 ml 1X TAE içine aktarıldı. 

2. Mikrodalga fırında 3-4 dakika süre ile kaynatılarak agarozun erimesi sağlandı. 

3. Jel biraz soğuduktan sonra içerisine;  

Küçük jel için 2.5 µl Red-Safe eklendi, hafifçe sallanarak karışması sağlandı. 

Büyük jel için 5 µl Red-Safe eklendi, hafifçe sallanarak karışması sağlandı. 

4. Jel yavaşça jel tepsisine döküldü, ardından tarak jele oturtuldu. 

5. Jel oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. 

 

Jele yüklenecek örnekler hazırlandı: 

 

1. 25 µl PCR örneği içerisine 5 µl yükleme boyası eklendi. 

2. Jele ilk olarak 6-7 µl marker yüklendi. 

3. Ardından sırasıyla 30 µl örnekler yüklendi. 

4. 100 voltta örnek büyüklüğüne bağlı olarak 45-60 dakika arası yürütme yapıldı. 

5. cDNA ifadeleri kemilüminesan görüntüleme sistemi ile saptandı. Bu aşamada 

ChemiDoc MP Görüntüleme Sistemi (Bio-Rad) kullanıldı. 

 

Nöronların fenotipik doğrulaması için, nöronlara ait protein ifadeleri western blot ile 

gösterildi. 

 

Western blot deneyi için; iMKH hücre hatları cam tabanlı 6 kuyucuklu plakalara, her 

kuyucukta 1-1.5x105 hücre olacak şekilde %10 FBS ve %1 P/S içeren DMEM-LG ile 

ekildi ve ertesine güne kadar 37°C’lik, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi.  
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Ertesi gün; G0 hücreleri protein lizati elde etmek için Ripa/PIC ile toplandı. G2, G6 

ve G12 hücrelerinin besiyeri ise, Nİ besiyeri ile değiştirildi. Farklılaşma işlemi 

boyunca her 48 saatte bir değişim yapıldı. Buna uygun olarak iMKH’lerden 

farklılaştırılan nöronlar, farklı zaman aralıklarında (G2, G6 ve G12) protein lizati elde 

etmek için Ripa/PIC ile toplandı. 

 

Protein izolasyonu için;  

 

1. Bir strafor kutusuna eğimli olacak şekilde buz dolduruldu.  

2. 4°C sıcaklığındaki 10 ml Ripa tamponu içine 1 adet PIC tableti eklendi ve 

vorteks yardımıyla çözdürüldü, buza koyuldu. 

3. 4°C sıcaklığındaki 1X PBS (Ca+, Mg+) buza koyuldu.  

4. 1.5 ml’lik tüpler isimlendirildi ve buza alındı.  

5. Bir tüpe sırasıyla 1:9 oranında BME:4X Laemmli tampon karışımı 

hazırlandı. 

6. Hücrelerin bulunduğu plaka buz üzerine alındı. 

7. Kuyucuklardaki besiyeri dikkatlice çekilip atıldı.  

8. 1 ml 1X PBS ile hafifçe yıkama yapıldı.  

9. PBS dikkatlice çekilip atıldı. 

10. Her kuyucuğa 30-40 µl miktarında Ripa/PIC eklendi ve hücre kazıyıcısı ile 

kuyucuklar kazınıp elde edilen lizat tüpe aktarıldı. 

11. Elde edilen lizat 25 rpm çalkalayıcıda 20 dakika 4°C’de inkübe edildi. 

12. Ardından tüp 4°C sıcaklığında 10000 G’de 5 dakika süreyle santrifüjlendi.  

13. Santrifüj sonunda süpernatant kısmı dikkatlice alınıp yeni bir tüpe aktarıldı 

ve buza alındı, pelet kısmı atıldı. 

14. Protein lizatının bir kısmı konsantrasyon ölçümü için ayrı bir tüpe alındı ve 

-80°C’ye koyuldu. 

15. Protein lizatının kalan kısmı ise SDS muamelesi için hazırlandı. 

16. Bir tüpe 1:3 oranında sırasıyla BME-4X Laemmli tampon karışımı:protein 

lizatı koyuldu ve yavaşça pipetaj yapılarak karıştırıldı, buza alındı.  

17. Kuru ısı bloğu 100°C’ ye ayarlandı ve tüp 5 dakika süreyle ısıtıldı. 

18. 5 dakika sonunda tüp hızlıca buza alındı ve -20°C’ye koyuldu. 
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19. -80°C’ye kaldırılan protein lizatı buza alındı, eridikten sonra 

konsantrasyon ölçümü yapıldı.  

 

Konsantrasyon ölçümü için; 

 

1. NanoDrop One spektrofotometre cihazından Protein (A280) ve 1 Abs (1 

mg/ml) sekmeleri seçildi. 

2. Cihazın alt ölçüm kaidesi dH2O ve yumuşak mendil ile temizlendi. 

3. İlk olarak boş (blank) olarak 1 µl Ripa/PIC tanıtıldı. 

4. Alt ölçüm kaidesi yumuşak mendil ile temizlendi. 

5. Protein lizatı iyice pipetlendikten sonra 1 µl lizat alt ölçüm kaidesine koyuldu, 

ölçüm yapıldı. 

6. Ard arda 3 kere aynı örnekle ölçüm yapıldı. Her ölçüm arasında kaide yumuşak 

mendil ile temizlendi.  

7. 3 ölçüm değeri toplandı ve ortalamaları alınarak protein konsantrasyon değeri 

belirlendi. 

 

Western blot için; 

 

1. Öncelikle 500 ml 10X TBST hazırlandı: 

 

 44 g NaCl ve 12 g Trizma baz tartıldı. 

 450 ml dH2O içinde çözdürüldü. 

 pH 7.6 olarak sabitlendi.  

 Hacim dH2O ile 500 ml’ye tamamlandı. 

 

2. Ardından 1 litre 1X TBST hazırlandı: 

 

 100 ml 10X TBST ve 900 ml dH2O karıştırıldı.  

 500 µl Tween 20 eklendi.  

 pH kontrol edilerek 7.6 olması sağlandı. 
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3. 20X MES tamponu dH2O ile 1X’e dilüe edildi.  

4. %4-12 NuPAGE Bis-Tris protein jel iBlot 2 sistemi mini jel takına 

yerleştirildi.  

5. MES tamponu tanka dolduruldu. 

6. SDS muamelesi yapılmış olan -20°C’deki protein lizatları ve 4°C’deki belirteç 

çıkartılıp buza alındı.  

7. %4-12 Bis-Tris protein jellere belirteç ve hacimleri eşitlenen farklı 

konsantrasyonlardaki protein örnekleri (G0,G2,G6,G12) yüklendi.  

8. Tampon içerisine 1 ml NuPAGE antioksidan eklendi. 

9. iBlot-2 sistemi mini jel tank ile 160 voltta yürütme işlemi 

gerçekleştirildi. 

10. Yürütme işlemi sonunda jel kaseti dikkatlice açıldı ve jel dH2O içine alındı. 

Fazlalık kısımlar bistüri yardımı ile kesildi. 

11. Transfer işlemi için iBlot-2 sistemi jel transfer cihazı kullanıldı. 

12. Cihaza öncelikle alttan üste doğru sırasıyla; bakır anot, anot alt 

kısım, PVDF membran sandviç sistemi yerleştirildi. Membran 

üzerine daha önce dH2O içine alınan jel dikkatlice yerleştirildi. Jelin 

üstüne dH2O ile ıslatılmış filtre kağıdı yerleştirildi. Silindir ile 

üstünden geçerek hava kabarcıkları yok edildi.Üstüne katot üst 

kısım yerleştirildi ve tekrar silindir ile üstünden geçildi. En üste 

emici destek yerleştirildi ve cihazın kapağı kapatıldı. 

13. Transfer işlemi, 20V ve 1.3A koşullarında 7 dakika süre ile kuru 

blotlama yapılarak gerçekleştirildi. 

14. Transfer sonrası PVDF membran %100 metanol ile aktifleştirilip, 

ardından dH2O içine alındı. 

15. Anti-βIII Tübülin ve Anti-NSE birincil antikorlarına bağlı olarak, 

bloklama solüsyonu için %5’lik BSA hazırlandı: 

 0.5 g BSA hassas tartıda tartıldı. Ardından 10 ml 1X TBST 

içine koyulup tamamen çözünene kadar karıştırıcıda 

karıştırıldı. 

16. 1.5-2 saat süre ile çalkalayıcı üzerinde oda sıcaklığında bloklama 

işlemi yapıldı. 
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17. Bloklama sonrasında birincil antikorlar, dilüsyon oranına göre 

bloklama solüsyonunun içine eklendi. 

 Anti-βIII Tubulin antikoru 1:1000 ve Anti-NSE antikoru 1:750 

oranında eklendi. 

18. Membranlar birincil antikor solüsyonu ile gece boyunca 4°C’de 

çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 

19. İnkübasyon bitiminde birincil antikor solüsyonu uzaklaştırılıp            

-20°C’ye alındı. Ardından 1X TBST ile 3 kere 5’er dakika 

çalkalayıcı üzerinde yıkama yapıldı. 

20. Sonrasında ikincil antikor olarak %5 BSA ile anti-rabbit IgG, HRP-bağlı 

antikoru 1:2000 oranında hazırlandı.  

21. Membranlar ikincil antikor solüsyonu ile 1.5-2 saat süre ile oda 

sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 

22. İkincil antikor solüsyonu uzaklaştırılıp 1X TBST ile 3 kere 5’er dakika 

çalkalayıcı üzerinde yıkama yapıldı. 

23. Sonrasında membranlara 1:1 oranında Clarity Western ECL Substrat kiti 

uygulandı. Membran karanlık ortamda 5 dakika inkübe edildi. 

24. Protein bantları kemilüminesan görüntüleme sistemi ile saptandı. Bu aşamada 

ChemiDoc MP Görüntüleme Sistemi (Bio-Rad) kullanıldı. 

25. β-aktin bantlarını görüntülemek için öncelikle stripping tamponu hazırlandı: 

 

 500 ml için; 0.2 M oranında Glisin tartıldı ve şişeye aktarıldı. 450 ml 

dH2O eklenerek, şişenin içine balık atıldı ve manyetik karıştırıcıda 

çözünene kadar karıştırıldı. HCl ve NaOH ile pH 2.7 olarak sabitlendi. 

 Hacim dH2O ile 500 ml’ye tamamlandı. %0.1 oranında Tween 20 

eklendi. pH tekrar kontrol edilerek 2.7 olması sağlandı. Tampon 4°C’ye 

kaldırıldı. Kullanılacağı zaman su banyosunda ısıtılarak 55-60°C’ye 

getirildi. 

26. Membranlar 5 dakika süreyle stripping tamponu ile muamele edildiler. 

27. Ardından 1X TBST ile 1 kere 5 dakika süreyle yıkama yapıldı. 

28. Anti-β aktin birincil antikoruna bağlı olarak, bloklama solüsyonu için 

%5’lik BSA hazırlandı. 
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29. 1.5-2 saat süre ile çalkalayıcı üzerinde oda sıcaklığında bloklama 

işlemi yapıldı. 

30. Bloklama sonrasında birincil antikorlar, dilüsyon oranına göre 

bloklama solüsyonunun içine eklendi. 

 Anti-β aktin antikoru 1:1000 oranında eklendi. 

31. Membranlar birincil antikor solüsyonu ile gece boyunca 4°C’de 

çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 

32. İnkübasyon bitiminde birincil antikor solüsyonu uzaklaştırılıp            

-20°C’ye alındı. Ardından 1X TBST ile 3 kere 5’er dakika 

çalkalayıcı üzerinde yıkama yapıldı. 

33. Sonrasında ikincil antikor olarak %5 BSA ile goat anti-mouse IgG, HRP-bağlı 

antikoru 1:2000 oranında hazırlandı.  

34. Membranlar ikincil antikor solüsyonu ile 1.5-2 saat süre ile oda 

sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 

35. İkincil antikor solüsyonu uzaklaştırılıp 1X TBST ile 3 kere 5’er dakika 

çalkalayıcı üzerinde yıkama yapıldı. 

36. Sonrasında membranlara 1:1 oranında Clarity Western ECL Substrat kiti 

uygulandı. Membran karanlık ortamda 5 dakika inkübe edildi. 

37. Protein ifadeleri kemilüminesan görüntüleme sistemi ile saptandı. Bu aşamada 

ChemiDoc MP Görüntüleme Sistemi (Bio-Rad) kullanıldı. 

38. Protein ifadelerinin grafiksel analizinde Image J ve GraphPad Prism 

programları kullanıldı. 

 

 

5.5. Fonksiyona Özgü Nöronların İncelenmesi 

5.5.1. Kantitatif Gerçek Zamanlı-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) 

iMKH hücre hattı ve sağlıklı donör iMKH’lerinden RNA izole edildikten sonra, 1000 

ng konsantrasyona sahip RNA’dan cDNA elde edildi  

Kontrol, Gün 2, Gün 6 ve Gün 12 örnekleri kullanılarak, qRT-PCR analizi her örnek 

için üç biyolojik kopya halinde gerçekleştirildi. 
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Analiz sırasında kullanılan blank ve örnek reaksiyon içerikleri aşağıdaki gibidir: 

Blank reaksiyonu  Örnek reaksiyonu  

5 µl SYBR No-Rox 5 µl SYBR No-Rox 

3 µl Nükleaz free su 2 µl Nükleaz free su 

1 µl Forward primer 1 µl Forward primer 

1 µl Reverse primer 1 µl Reverse primer 

cDNA içermez  1 µl cDNA  

 

CFX Connect-Real Time System (BIO RAD) kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR 

reaksiyonları için. parametreler şu şekildedir:  

 95 ° C’de 2 dakika polimeraz aktivasyonu,  

 95 C’de 5 saniye denatürasyon,  

 55 C’de 10 saniye primer eşleşmesi  

 72 C’de 15 saniye primer uzaması 

Deneylerde kullanılan primerlerin listesi aşağıdaki gibidir: 

 GAPDH;  

F: 5′-GTCAGTGGTGGACCTGACCT-3′ 

R: 5-TGCTGTAGCCAAATTCGTTG-3′ 

 TH 

F: 5′-GCTGGACAAGTGTCATCACCTG-3′ 

R: 5′-CCTGTACTGGAAGGCGATCTCA-3′ 

 ChAT 

F: 5′- GTGGCTCAGAACAGCAGCATCA-3′ 

R: 5′-CCTCACTGAGACGGCGGAAATT-3′ 

 DAT 

F: 5′-CCTCAACGACACTTTTGGGACC-3′ 

R: 5′-AGTAGAGCAGCACGATGACCAG-3′ 

 GAD67 

F: 5′-TGTCCAGGAAGCACCGCCATAA-3′ 

R: 5′-TCCTTGACGAGAATGGCAGAGC-3′ 
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 VGLUT1 

F: 5′-GCAAGTACATCGAGGACGCCAT-3′ 

R: 5′-GCCACGATGATGGCATAGACTG-3′ 

 

5.5.2. Akım sitometrisi 

Ticari iMKH hücre hatları 8 tane cam tabanlı 6 kuyucuklu plakalara ekildi. 6 tanesine 

Nİ besiyeri ile 6 gün boyunca nöronlaştırma süreci uygulandı. Diğer 2 tanesi ise 

kontrol grubu iMKH’leri sadece büyüme besiyeri ile muamele edildi. iMKH-

Nöron’lar ve iMKH’ler ile 6 günün ardından nöronal alt tiplendirme için akım 

sitometrisi deneyi yapıldı. 

 

1. Öncelikle boyama tamponu hazırlandı: 

 1 ml %0.9’luk sodyum azit ve 3 gr BSA karıştırılıp, 100 ml 1X PBS 

(Ca+,Mg+) içine eklendi ve karışması sağlandı. 

2. Kuyucuklardan besiyeri çekildi ve önceden ısıtılmış 1X Tryple ile hücreler 3 

dakika 37°C de inkübe edildi.  

3. 3 dakika sonunda boyama tamponu ile nötralizasyon sağlandı. 

4. İndüklenmiş hücre süspansiyonu 15 ml'lik bir santrifüj tüpüne, kontrol hücre 

süspansiyonu ise başka bir 15 ml'lik santrifüj tüpüne  aktarıldı ve 4°C 

sıcaklığında 2500 rpm’de 5 dakika santrifüj yapıldı. 

5. Süpernatant atıldı. İndüklenmiş hücrelerin peleti 5 ml ve kontrol hücrelerinin 

peleti 5 ml 1X PBS ile süspanse edildi, her tüpte 1 ml olacak şekilde 5’er ayrı 

polipropilen tüpe aktarıldı. 

 

1. TH iMKH-Nöron boyanmış 1. TH iMKH boyanmış 
2. TH iMKH-Nöron boyanmamış 2. TH iMKH boyanmamış 
3. ChAT iMKH-Nöron boyanmış 3. ChAT iMKH boyanmış 
4. ChAT iMKH-Nöron boyanmamış 4. ChAT iMKH boyanmamış 
5. İkincil iMKH-Nöron boyanmış 5. İkincil iMKH boyanmış 

 

6. Her tüpe 100 µl boyama tamponu eklendi, pelet yavaşça süspanse edildi.  

7. Tüpler 20 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 
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8. 20 dakika sonunda her tüpe 1 ml boyama tamponu eklendi. 

9. Tüpler 4°C sıcaklığında 2500 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi. 

10. Santrifüj sonunda tüpler ters çevrilip süpernatant süzdürüldü. 

11. Ardından tüpler vorteks üzerindeyken her tüpe 100 µl soğuk perm tamponu 

damla damla eklendi. 

12. Tüpler 30 dakika buzda inkübe edildi. 

13. İnkübasyon sonrası her tüpe 1 ml boyama solüsyonu eklendi. 

14. 4°C sıcaklığında 2500 rpm’de 5 dakika santrifüj yapıldı. 

15. Santrifüj sonunda tüpler ters çevrilip süpernatant süzdürüldü. 

16. Her tüpe 100 µl boyama tamponu eklendi ve pelet yavaşça süspanse edildi. 

17. Birincil antikor koyulacak tüplere TH: 1:50 ve ChAT: 1:75 oranında 100 µl 

birincil antikor dilüsyonu eklenirken, boyanmayacak ve ikincil antikor 

koyulacak tüplere ise 100 µl boyama tamponu eklendi. 

18. Tüpler folyolandı ve 45 dakika 4°C’de çalkalayıcıda inkübe edildi. 

19. İnkübasyon sonrası her tüpe 1 ml soğuk 1X PBS eklendi ve pelet yavaşça 

süspanse edildi. 

20. Ardından tüplere 1:200 oranında goat anti rabbit Alexa Fluor 555 ikincil 

antikor eklendi. Boyanmayacak tüplere ise 1X PBS eklendi. 

21. Tüpler folyolandı ve 45 dakika 4°C’de çalkalayıcıda inkübe edildi. 

22. İnkübasyon sonrası her tüpe 1 ml soğuk 1X PBS eklendi. 

23. 4°C sıcaklığında 2500 rpm’de 5 dakika santrifüj yapıldı. 

24. Santrifüj sonunda tüpler ters çevrilip süpernatant süzdürüldü. 

25. Her tüpe 500 µl soğuk 1X PBS eklendi, pelet yavaşça süspanse edildi. 

26. 4°C sıcaklığında 2500 rpm’de 5 dakika santrifüj yapıldı. 

27. Santrifüj sonunda tüpler ters çevrilip süpernatant süzdürüldü. 

28. Her tüpe 500 µl soğuk 1X PBS eklendi, pelet yavaşça süspanse edildi. 

29. Tüplere 5 µl DNaz eklendi ve buz içerisinde analizi götürüldü. 

 

 

5.5.3. İmmünfloresan boyama 

Ticari iMKH hücre hatları 6 tane 35 mm’lik cam tabanlı petrilere ekildi. 3 tanesine Nİ 

besiyeri ile 6 gün boyunca nöronlaştırma süreci uygulandı. Diğer 3 tanesi ise kontrol 
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grubu iMKH’leri sadece büyüme besiyeri ile muamele edildi. iMKH-Nöron’lar ve 

iMKH’ler ile 6 günün ardından immünsitokimya deneyi yapıldı. 

 

1. Tüm hücrelerin besiyeri çekildikten sonra, hücreler 500 µl 1X PBS (Ca+,Mg+) 

ile 1 kez yıkandı.  

2. Ardından işleminden sonra 400 µl %4’lük PFA ile 15 dakika süre ile oda 

sıcaklığında inkübe edildi.  

3. İnkübasyon aşamasının bitimini takiben PFA ortamdan uzaklaştırılarak, 

hücreler 500 µl 1X PBS ile 2 kez yıkandı. 

4. 10X bloklama solüsyonu 1X PBS ile seyreltilerek 1X hale getirildi. 

5. Petrilere 400 µl 1X bloklama solüsyonu eklendi. 

6. Hücreler 45 dakika boyunca oda sıcaklığında bloklama solüsyonu ile inkübe 

edildi.  

7. 45 dakika sonra bloklama solüsyonu uzaklaştırılıp, hücreler 500 µl 1X PBS ile 

2 kez yıkandı. 

8. 1.5 ml’lik tüplere birincil antikor ve antikor seyreltme solüsyonu karıştırılarak 

birincil antikor dilüsyonları hazırlandı:  

9.  

TH: 1:100                                                            ChAT: 1:100 

 

Goat Anti-Rabbit                                                  Goat Anti-Rabbit 

Alexa Fluor 555                                                     Alexa Fluor 555 

1:500                                                                     1:500 

 

                  İndüklenmiş (G6)                                      Kontrol 

 

    

Birincil            Birincil       İkincil            Birincil        Birincil       İkincil 

   TH                 ChAT                                 TH             ChAT 

    +                       +                                      +                   + 

Rabbit               Rabbit       Rabbit            Rabbit          Rabbit        Rabbit  
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10. Birincil antikor eklenecek petrilere 100 µl birincil antikor eklendi, ikincil 

antikor eklenecek petrilere ise bu aşamada antikor seyreltme solüsyonu 

eklendi. 

11. Petriler 4°C’de gece boyunca inkübe edildiler. 

12. %0.2’lik Tween 20’li PBS hazırlandı: 50 ml 1X PBS içerisine 100 µl Tween 

20 eklendi ve berrak hale gelene kadar karıştırıda karıştırıldı. 

13. İnkübasyon bitiminde birincil antikor ortamdan uzaklaştırılıp, 500 µl 1X PBS 

ile 2 kez yıkama yapıldı. 

14. 1.5 ml’lik tüplere ikincil antikor ve antikor seyreltme solüsyonu karıştırılarak 

ikincil antikor dilüsyonları hazırlandı. 

15. 100 µl ikincil antikor eklenip, petriler folyolanıp 3 saat boyunca oda 

sıcaklığında inkübe edildi. 

16. İnkübasyon bitiminde ikincil antikor ortamdan uzaklaştırılıp, çalkalayıcı 

üzerinde her biri 4’er dakikalık 4 kere Tween 20’li PBS ile yıkama yapıldı. 

17. Tween 20’li PBS ortamdan uzaklaştırılıp, petrilere hücre çekirdeklerinin 

görüntülenebilmesi için 200 µl DAPİ solüsyonu eklenip 3 dakika çalkalayıcı 

üzerinde inkübe edildiler.  

18. DAPİ eklenmesinin ardından 1 kere Tween 20’li PBS ile yıkama yapıldı. 

19. Son olarak her petriye 500 µl sodyum azit eklenip, folyolu bir şekilde hücreler 

görüntüleninceye kadar +4 derecede muhafaza edilecektir.  

20. Sonrasında Zeiss LSM 800 Konfokal Mikroskop ile görüntüleme yapıldı. 

 

5.5.4. Western blot  

Nöronların alt tiplendirmesi için, nöronlara ait protein ifadeleri western blot ile 

gösterildi. 

 

Ticari iMKH hücre hatları cam tabanlı 6 kuyucuklu plakalara, her kuyucukta 1-1.5x105 

hücre olacak şekilde %10 FBS ve %1 P/S içeren DMEM-LG ile ekildi ve ertesine güne 

kadar 37°C’lik, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi.  
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Ertesi gün; G0 hücreleri protein lizati elde etmek için Ripa/PIC ile toplandı. G2, G6 

ve G12 hücrelerinin besiyeri ise, Nİ besiyeri ile değiştirildi. Farklılaşma işlemi 

boyunca her 48 saatte bir değişim yapıldı. Buna uygun olarak iMKH’lerden 

farklılaştırılan nöronlar, farklı zaman aralıklarında (G2, G6 ve G12) protein lizati elde 

etmek için Ripa/PIC ile toplandı. 

 

Materyal ve Metot bölümünde 5.5. numaralı kısımda daha önceden anlatıldığı gibi 

protein izolasyonu ve konsantrasyon ölçümü yapıldı. Ardından western blot 

yöntemine uygun şekilde örnek yükleme, yürütme ve transfer basamakları 

gerçekleştirildi. 

1. Transfer sonrasında Anti-TH ve Anti-ChAT birincil antikorlarına bağlı 

olarak, bloklama solüsyonu için %5’lik BSA hazırlandı. 

2. Bloklama sonrasında Anti-TH antikoru 1:5000 ve Anti-ChAT antikoru 

1:5000 oranında bloklama solüsyonu içerisine eklendi. 

3. Membranlar birincil antikor solüsyonu ile gece boyunca 4°C’de 

çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 

4. İnkübasyon bitiminden sonra 1X TBST ile yıkamalar yapılıp, ikincil antikor 

olarak %5 BSA ile goat anti-rabbit IgG, HRP-bağlı antikoru 1:2000 oranında 

hazırlandı.  

5. İkincil antikor ile 1.5-2 saat süre ile oda sıcaklığında inkübe edilen 

membranlara, ChemiDoc MP Görüntüleme Sistemi (Bio-Rad) ile 

kemilüminesan görüntüleme işlemi uygulandı. 

6. β-aktin bantlarını görüntülemek için, 5.5. numaralı kısımda daha önceden 

anlatıldığı gibi stripleme işlemi yapıldı. 

7. Anti-β aktin birincil antikoruna bağlı olarak, bloklama solüsyonu için 

%5’lik BSA hazırlandı. 

8. Bloklama sonrasında Anti-β aktin antikoru 1:1000 oranında bloklama 

solüsyonu içerisine eklendi. 

9. Membranlar birincil antikor solüsyonu ile gece boyunca 4°C’de 

çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 
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10. İnkübasyon bitiminden sonra 1X TBST ile yıkamalar yapılıp, ikincil antikor 

olarak %5 BSA ile ile goat anti-rabbit IgG, HRP-bağlı antikoru 1:2000 

oranında hazırlandı.  

11. İkincil antikor ile 1.5-2 saat süre ile oda sıcaklığında inkübe edilen 

membranlara, ChemiDoc MP Görüntüleme Sistemi (Bio-Rad) ile 

kemilüminesan görüntüleme işlemi uygulandı. 

12. Protein ifadelerinin grafiksel analizinde Image J ve GraphPad Prism 

programları kullanıldı. 

 

 

5.6. İstatistik  

İstatistiksel analizlerde; Image J, SPSS (IBM), GraphPad Prism 8 programları ve ikili 

karşılaştırmalarda T test unpaired, çoklu karşılaştırmalarda ise One-way Anova testleri 

kullanıldı.  
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6. BULGULAR 

 

6.1. Sağlıklı kemik iliği donörlerinden izole edilmiş hücreler ve insan mezenkimal 

kök hücre hattı mezenkimal kök hücre fenotipi gösterir 

 

İlk olarak, insan kemik iliğinden izole edilen hücrelerin, 2006 yılında yayınlanan 

Uluslararası Hücresel Terapi Derneği kriterlerine (95) uygun olarak MKH’ler olduğu 

gösterilmiştir. Kültürün ilk aşamalarında, yapışmamış hücreler elendi ve plastik kültür 

yüzeyine hücrelerin çok küçük bir oranı tutundu. Bu hücreler, fibroblast benzeri bir 

morfolojiye sahipti, koloniler oluşturdular ve pasaj 3 (P3) olarak toplanan hücrelerin 

%95’inden fazlasının akım sitometri analizleri ile MKH’ler olduğu tespit edildi. Farklı 

sağlıklı donörlerden elde edilen sonuçlar, P3’teki bu yapışık hücrelerin; CD29, CD44, 

CD73, CD90 ve CD105 için pozitifken CD14, CD31, CD34 ve CD45’in negatif 

ekspresyonu ile iMKH immünfenotipine sahip olduğu gösterildi (Şekil 6.1.1). Akım 

sitometrisi FACS (Floresan Aktive Hücre Ayırma) (Bioprotect IV Güvenlik Kabini ile 

BD Influx Hücre Sınıflandırıcısı) sistemi kullanılarak gerçekleştirildi. Veriler FlowJo 

(V10)  yazılımı ile analiz edildi. 

 

 

 

CD44 

%100 

CD73 

%99,8 
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Şekil 6.1.1. Sağlıklı donörün kemik iliği stromasından (donör-1, yaş=4) izole edilmiş hücreler, tipik 

iMKH fenotipi gösterir. (A) Fenotipik karakterizasyon için akım sitometrisi ile analiz edilen hücreler; 

CD44, CD73, CD90 ve CD105 için pozitif ekspresyon gösterirken, CD34 ve CD45 için negatif olarak 

tespit edildi.  

 

 

Ayrıca, iMKH hücre hattı ile de akım sitometri analizi yapılarak iMKH 

immünfenotipine sahip oldukları gösterildi. iMKH hücre hattı; CD44, CD73, CD90 ve 

CD105 için pozitifken CD34 ve CD45 için negatif ekspresyon gösterdi (Şekil 6.1.2). 
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Şekil 6.1.2. iMKH hücre hattı iMKH fenotipi gösterir. (A) iMKH’ler, fenotipik karakterizasyon için 

akım sitometrisi ile analiz edildi. Hücreler, CD34 ve CD45 için negatif ekspresyon ile CD44, CD73, 

CD90 ve CD105 için pozitif ekspresyon gösterdi.  

 

 

6.2. İnsan mezenkimal kök hücreleri in vitro olarak nöronlara farklılaşabilir 

 

iMKH’lerin nöronal farklılaşmasını incelemek için, başlangıçta insan kemik iliği 

MKH hücre hattı (iMKH) kullanıldı (191–195). Yeterli farklılaşma kapasitesine sahip 

in vitro nöronal hücrelerin oluşumunu iyileştirmek için, daha önce tanımlanmış 

CD44 

%96,57 CD73 

%99,94 

CD90 

%99,93 

CD105 

%99,43 

CD34 

%0,45 

 

CD45 

%0,46 
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kombinasyonun zenginleştirilmiş bir formu olan viral olmayan nöronal indüksiyon 

yöntemi kullanıldı (195). Nöronal hücre morfolojisi, Nİ üzerine 24 saat içinde gözlendi 

ve hemen hemen tüm iMKH hücre hatları, nöritli bipolar nöron benzeri hücrelere 

farklılaştı (Şekil 6.2.1). 

 
Şekil 6.2.1. iMKH hücre hattının nöronal indüksiyonunun şematik gösterimi 

 

Kemik iliği donörlerinden nöronal indüklenmiş iMKH’lerin fenotipik/fonksiyonel 

karakterizasyonundan önce 12 gün süreyle Nİ korundu ve kültürdeki nöronal 

morfolojiler değişkendi (Şekil 6.2.2).  

 

 
Şekil 6.2.2. Sağlıklı donörlerin kemik iliğinden izole edilmiş iMKH’lerin nöronal indüksiyonunun 

şematik gösterimi 
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Nörit uzantılarına sahip morfolojik olarak nöronal hücreler 10 farklı bağımsız alandan 

sayıldı ve nöronal morfoloji yüzdeleri belirlendi. Bir yandan, kemik iliği 

donörlerinden türetilen iMKH’ler Nİ’nin 1. gününde nöronal morfoloji (%65) 

gösterirken, nöronal hücre yüzdesi 3. günde %80 olarak artış gösterdi (Resim 6.2.1 a 

ve Resim 6.2.1 b).  

 

 

Resim 6.2.1. Nörit uzantıları olan nöral hücre morfolojisi, iMKH nöral indüksiyonunun 1. gününde 

ortaya çıkar. (A) Parlak alan görüntüleri, kültürdeki sağlıklı kemik iliği donörlerinden g1, g3 ve g5 (a, 

b, c) ile iMKH-Nöron morfolojisini temsil eder. Görüntüler 10X altında alınmıştır. Kesikli kareler 

sırasıyla 2 kat büyütülmüştür (a’, b’, c’). Oklar nöritten nörite ve nöritten hücre gövdesi uç noktalarına 

işaret etmektedir. 

 

iMKH donörlerinden alınan en yüksek nöronal hücre oranı 5. Günde %85 olarak 

belirlendi, bu oran 12. günde %90-95’e kadar hafifçe arttı (Resim 6.2.2). 
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Resim 6.2.2. Sağlıklı donörlerden kemik iliği iMKH’si fenotipik özelliklerle iMKH-Nöron’a 

farklılaşmıştır. Parlak alan görüntüleri, indüklenmemiş iMKH proliferasyonu korurken (a, d), 12. günde 

kültürde morfolojik olarak nöron benzeri hücrelere yol açan nöral kaynaklı insan kemik iliği 

donöründen türetilen iMKH’nin %80-90’ını temsil eder (b, d). İnsan örneklerinden iMKH-Nöron’un 

morfolojisi, nörit uzatma modellerinde görüldüğü gibi kültürde farklılık gösterir (b, d). 

 

6.3. Nöronal indüksiyon ortamı insan mezenkimal kök hücrelerin canlılığını 

sürdürerek nöronlara farklılaşmasını sağlar 

 

Kemik iliği donörlerinden iMKH-Nöron’ların üzerinde ileri analizler yapılmadan 

önce, Nİ ortamının hücre canlılığına etkisi belirlendi. Bunun için 2., 6., 12., 18., ve 21.  

günde kemik iliği donörlerinden iMKH’lerin nöronal indüksiyonu sırasında hücre 

canlılığı ve apoptozu değerlendirildi. 21. gün sonunda iMKH-Nöronlar’ın herhangi bir 

hücre dışı matris proteini veya kaplama malzemesi eklenmeden Nİ ortamında uzun 

süreler boyunca hayatta kalabileceği görüldü. 

iMKH iMKH-Nöron 

a b 

d c 
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Şekil 6.3.1. Sağlıklı donör kaynaklı iMKH-Nöron’ların canlılığı, Cell Titer Glo (Promega) hücre 

canlılık testi kullanılarak kültürde daha fazla olgunlaşma için değerlendirildi. Kültürde g0-g21 

aralığında %14’lük bir azalma göstererek olgun nöronların canlılıklarını sürdükdükleri gözlemlendi. 

 

6.4. İnsan mezenkimal kök hücrelerden in vitro ortamda yüksek oranda 

fonksiyonel nöronlar elde edilebilir 

 
 

Nörona özgü özellikler için RT-PCR ile βIII Tübülin, NSE ve GAPDH nöronal 

transkriptleri değerlendirildi, iMKH hücre hattından indüklenerek elde edilen nöronlar 

(iMKH-Nöron); nöronal belirteçler için (g2, g6, g12), hem de indüklenmemiş iMKH 

hücre hattı (g0), βIII Tübülin ve NSE transkriptlerini ve protein ekspresyonlarını 

gösterdi. 

 

 

 

 

 
 
 

 

Resim 6.4.1. 12 gün boyunca nöral indüklenmiş iMKH hücre hattında βIII tübülin ve NSE RT-PCR 

sonuçları. 
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Resim 6.4.2. 12 gün boyunca nöral indüklenmiş iMKH hücre hattında (A) βIII tübülin ve (B) NSE 

western blot sonuçları. 

 

Nöronal farklılaşmanın fenotipik bir sonucu olarak, βIII Tübülin, Nestin, NSE, NF ve 

referans gen GAPDH nöronal transkriptleri değerlendirildi. RT-PCR sonuçları, 

donörden türetilen iMKH-Nöron’ların, 2. günde erken nöronal belirteç NSE’nin ve 10. 

günde geç nöronal belirteç NF’nin transkriptlerine sahip olduğunu gösterdi. βIII 

Tübülin ve Nestin’in transkriptleri, tüm farklılaşma aşamalarında tespit edildi. 

Bununla birlikte, indüklenmemiş iMKH’de ayrıca daha önce bildirilmiş olan βIII 

Tübülin ve Nestin mRNA’ları (Resim 6.4.3) tespit edildi (17,196–198). 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

Resim 6.4.3. Nöronal farklılaşma (g0-g12) sırasında yapılan RT-PCR sonuçlarına göre, donörden 

türetilen iMKH-Nöron’larda βIII tübülin, Nestin, NSE, NF transkriptlerinin varlığına karşı 

indüklenmemiş iMKH’lerde (g0) transkriptler  görülmemiştir. 
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6.5. İnsan mezenkimal kök hücre kaynaklı nöronlar fonksiyona özgü mRNA’ları 

ifade eder 

 

Nöronal farklılaşmanın ardından fonksiyona özgü mRNA ifadelerinin saptanması için, 

TH (Tirozin Hidroksilaz), ChAT (Kolin Asetiltransferaz), GAD67 (Glutamik Asit 

Dekarboksilaz 67), DAT (Dopamin Aktif Taşıyıcı), VGLUT1 (Veziküler Glutamat 

Taşıyıcısı 1) ve referans gen GAPDH nöronal transkriptleri değerlendirildi.  

qRT-PCR transcript sonuçları, donörden türetilen iMKH-Nöron’ların, TH hariç 2. 

günden 6. güne geçerken belirgin bir şekilde artış gösterdiğini ortaya koydu. TH için 

ise, 6. günden 12. güne geçerken belirgin bir artış saptandı. iMKH hücre hattından elde 

edilen iMKH-Nöron’larda ise, DAT hariç 2. günden 6. güne geçerken anlamlı 

derecede artış görüldü. DAT için ise, kontrole oranla 2. günde belirgin bir artış tespit 

edilirken, 2. günden 12. güne doğru orantılı şekilde bir azalma görüldü.  

 

Sonuçlara göre, donör kaynaklı iMKH-Nöron’lar ChAT nöronal transkriptleri 

bakımından 6. günde istatistiksel olarak anlamlılık (*p<0.05) gösterdi. iMKH hücre 

hattından elde edilen iMKH-Nöron’ların ChAT nöronal transkriptleri bakımından 

istatistiksel olarak, 2. günde anlamlılık (*p<0.05), 6. günde ise yüksek derecede 

anlamlılık (**0.05<p<0.001) gösterdiği saptandı. Donörden türetilen iMKH-

Nöron’ların GAD67 nöronal transkriptleri açısından 6. günde istatistiksel olarak 

anlamlılık (*p<0.05) ve 12. günde yüksek anlamlılık (**0.05<p<0.001) gösterdiği 

belirlendi. Donör kaynaklı iMKH-Nöron’larda DAT transkriptlerine bakıldığında ise, 

6. günde istatistiksel olarak anlamlılık (*p<0.05) saptandı. 12. güne doğru, istatistiksel  

anlamlılığın (*p<0.05) devam ettiği tespit edildi (Şekil 6.5.1). 
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Şekil 6.5.1. Grafikler, donör kaynaklı ve hücre hattından türetilen iMKH-Nöron’larda nöronal 

indüksiyondan sonra, nöronal alt tiplendirme bakımından; sırasıyla A) iMKH donör ChAT, B) iMKH 

hücre hattı ChAT, C) iMKH donör TH, D) iMKH hücre hattı TH, E) iMKH donör GAD67, F) iMKH 

hücre hattı GAD67, G) iMKH donör DAT, H) iMKH hücre hattı DAT, I) iMKH donör VGLUT1, İ) 

iMKH hücre hattı VGLUT1, kontrol ve indüklenmiş, referans gen GAPDH’e göre normalize edilmiş 

mRNA ifadeleri için qRT-PCR sonuçlarını temsil eder. *p<0.05, **0.05<p<0.001, ***p<0.0001. 

 

 

Bu deney setinde, iMKH-Nöron’larda g0-g12 aralığında Dopaminerjik, Kolinerjik, 

Gabaerjik ve Glutamaterjik nöron mRNA ifadeleri incelendi. iMKH hücre hattından  

elde edilen iMKH-Nöron’lardan ve donör kaynaklı iMKH-Nöron’lardan, bu fonksiyon 

spesifik nöron tipleri için istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar elde edildi. Ancak, 

nörodejeneratif hastalıklardan Alzheimer hastalığı dünya nufüsunda yaklaşık 47 
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milyon bireyde görülmektedir ve en yaygın nörodejeneratif hastalıktır (131). 

Parkinson hastalığı ise görülme sıklığı bakımından dünyada ikinci sıradadır (136). 

Bireylerde görülme sıklıklarına (insidans) dayanarak; fonksiyona özgü nöronlarla 

ilgili devam deneylerinde bu iki nörodejeneratif hastalığa odaklanılıp, Kolinerjik ve 

Dopaminerjik nöronlara farklılaşmaları incelendi. 

 

 

6.6. iMKH-Nöron’lar dopaminerjik ve kolinerjik nöronlara 

farklılaşabilmektedir 

 

iMKH-Nöron’ların fonksiyona özgü şekilde farklılaşma sürecini incelemek için 6. 

günde iMKH-Nöron’larda ChAT ve TH pozitif hücrelerin yüzdeleri değerlendirildi. 

Akım sitometri analizi; iMKH hücre hattından elde edilen iMKH-Nöron’ların %75,60 

oranında ChAT pozitif ve %63,69 oranında TH pozitif olduğunu gösterdi. Ayrıca 

hedef dışı bağlanma olasılığını saptamak için ilk olarak sadece ikincil antikor 

boyaması yapıldı. Sonuçta, ikincil antikorun anlamlı sayılacak oranlarda hedef dışı 

bağlanma yapmadığı görüldü (Şekil 6.6.1). Akım sitometrisi FACS (Floresan Aktive 

Hücre Ayırma) (Bioprotect IV Güvenlik Kabini ile BD Influx Hücre Sınıflandırıcısı) 

sistemi kullanılarak gerçekleştirildi. 
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Şekil 6.6.1. iMKH hücre hatlarının nöral indüksiyondan sonra g6’da, nöronal alt tiplendirme 

bakımından ChAT ve TH varlığını gösteren akım sitometrisi analizi; A) ChAT antikoru için Alexa Fluor 

555 kontrol boyaması, B) TH antikoru için Alexa Fluor 555 kontrol boyaması, C) iMKH’lerde ChAT 

kontrol boyaması, D) iMKH’lerde TH kontrol boyaması, E) iMKH-Nöron’larda ChAT boyaması, F) 

iMKH-Nöron’larda TH boyaması. 

 
 
 

iMKH-Nöron’ların fonksiyona özgü şekilde farklılaşma sürecini incelemek için, 6. 

günde iMKH hücre hattınden elde edilen iMKH-Nöron’larda ChAT ve TH pozitif 

hücrelerin saptanması için immünfloresan boyamalar yapıldı. 20 X ve 40 X objektif 

büyütme oranlarında floresan mikroskop ile (Zeiss LSM800 Konfokal Mikroskop) 

C D 

E F 



67 
 

görüntülemeler yapıldı. Görüntülemeler ve analizler sırasında Zen Blue Görüntü 

Analiz Programı kullanıldı. 

 

Öncelikle, her iki antikor için de bölgelerinde hedef dışı bağlanma durumunu saptamak 

amaçlı ilk olarak sadece ikincil antikor boyaması yapıldı. Sonuçta, ikincil antikorun 

herhangi bir hedef dışı bağlanma yapmadığı görüldü (Resim 6.6.1 ve Resim 6.6.2).  

 

 

 
 

Resim 6.6.1. İkincil antikor kontrolü için yapılan negatif kontrol boyaması; Alexa Fluor 555 (a), DAPİ 

nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. Ölçek çubukları 50 µm’yi 

temsil etmektedir. 

 

 

 
 

Resim 6.6.2. İkincil antikor kontrolü için yapılan negatif kontrol boyaması; Alexa Fluor 555 (a), DAPİ 

nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 40 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. Ölçek çubukları 20 µm’yi 

temsil etmektedir. 
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Boyamalar sonucu ChAT kontrol hücrelerinde (ChAT-iMKH) pozitif boyamalar 

saptandı (Resim 6.6.3, Resim 6.6.4, Resim 6.6.5 ve Resim 6.6.6). 

 

 
 
 
 

 
 
Resim 6.6.3. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

ChAT kontrol (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. 

Ölçek çubukları 50 μm’yi temsil etmektedir. 

 
 
 
 
 

 

 

Resim 6.6.4. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

ChAT kontrol (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. 

Ölçek çubukları 50 μm’yi temsil etmektedir. 

 

 

 

 

 

 

a c b 

ChAT DAPİ MERGE 

 

ChAT DAPİ MERGE 

 
a b c 



69 
 

 
 

 
  
Resim 6.6.5. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

ChAT kontrol (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 40 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. 

Ölçek çubukları 20 μm’yi temsil etmektedir. 

 

 
 
 
 

 
 
Resim 6.6.6. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

ChAT kontrol (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 40 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. 

Ölçek çubukları 20 μm’yi temsil etmektedir. 

 

 

ChAT antikoru ile immünfloresan boyamalar yapıldığında iMKH-Nöron’larda çok 

yüksek oranlarda pozitiflik görüldü (Resim 6.6.7, Resim 6.6.8, Resim 6.6.9 ve Resim 

6.6.10). 

 

 

 

 
 

a b c 

ChAT DAPİ MERGE 

 

ChAT DAPİ MERGE 

 
a b c 
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Resim 6.6.7. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

ChAT iMKH-Nöron (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme 

yapılmıştır. Ölçek çubukları 50 μm’yi temsil etmektedir. 
 
 
 
 
 

 

 
Resim 6.6.8. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

ChAT iMKH-Nöron (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme 

yapılmıştır. Ölçek çubukları 50 μm’yi temsil etmektedir. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a b c 

ChAT DAPİ MERGE 

 

ChAT DAPİ MERGE 

 
a b c 
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Resim 6.6.9. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

ChAT iMKH-Nöron (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 40 X ölçekte görüntüleme 

yapılmıştır. Ölçek çubukları 20 μm’yi temsil etmektedir. 
 
 
 
 
 

 

 
 
Resim 6.6.10. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

ChAT iMKH-Nöron (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 40 X ölçekte görüntüleme 

yapılmıştır. Ölçek çubukları 20 μm’yi temsil etmektedir. 

 

 

Boyamalar sonucu TH kontrol hücrelerinde (TH-iMKH) pozitif boyamalar saptandı 

(Resim 6.6.11, Resim 6.6.12, Resim 6.6.13 ve Resim 6.6.14). 

 

 

 

 
 
 

a b c 

ChAT DAPİ MERGE 

 

ChAT DAPİ MERGE 

 
a b c 
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Resim 6.6.11. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

TH kontrol (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. Ölçek 

çubukları 50 μm’yi temsil etmektedir. 

 

 
 
 
 

 
 
Resim 6.6.12. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

TH kontrol (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. Ölçek 

çubukları 50 μm’yi temsil etmektedir. 

 

 
 

a b c 

TH DAPİ MERGE 

 

TH DAPİ MERGE 

 
a b c 
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Resim 6.6.13. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

TH kontrol (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 40 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. Ölçek 

çubukları 20 μm’yi temsil etmektedir. 
 
 
 
 
 

  
 

Resim 6.6.14. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

TH kontrol (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c). 40 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. Ölçek 

çubukları 20 μm’yi temsil etmektedir. 

 
 
TH antikoru ile immünfloresan boyamalar yapıldığında iMKH-Nöron’larda çok 

yüksek oranlarda pozitiflik görüldü (Resim 6.6.15, Resim 6.6.16, Resim 6.6.17 ve 

Resim 6.6.18). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a b c 
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Resim 6.6.15. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

TH iMKH-Nöron (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. 

Ölçek çubukları 50 μm’yi temsil etmektedir. 

 
 
 
 
 

 
 

Resim 6.6.16. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

TH iMKH-Nöron (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 20 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. 

Ölçek çubukları 50 μm’yi temsil etmektedir. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a b c 

TH DAPİ MERGE 

 

TH DAPİ MERGE 

 
a b c 
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Resim 6.6.17. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

TH iMKH-Nöron (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 40 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. 

Ölçek çubukları 20 μm’yi temsil etmektedir. 

 

 
 
 
 
 

 
 
Resim 6.6.18. Nöronal alt tiplendirme protein ifadelerini gösteren temsili eş odaklı görüntüler; g6’da 

TH iMKH-Nöron (a), DAPİ nükleer boyaması b), MERGE c) ile. 40 X ölçekte görüntüleme yapılmıştır. 

Ölçek çubukları 20 μm’yi temsil etmektedir. 

 
 
 

iMKH-Nöron’ların fonksiyona özgü şekilde farklılaşma sürecini incelemek ChAT ve 

TH antikorları ile yapılan immünfloresan boyama görüntüleri analiz edildiğinde, 

kontrol hücrelerinde (iMKH) var olan ekspresyon düzeylerinin iMKH-Nöron’larda da 

artarak devam ettiği ve bu artışın istatistiksel olarak yüksek anlamlılık (***p<0.0001) 

gösterdiği saptandı. 

 

 

a b c 

TH DAPİ MERGE 

 

TH DAPİ MERGE 

 
a b c 
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Şekil 6.6.2. iMKH hücre hattının nöronlara farklılaştırılmasını takiben g6’da, A) ChAT ve B) TH 

ekspresyonlarının immünsitokimya analizleri. ChAT çekirdek ****p<0.0001, TH sitoplazma 

****p<0.0001. 

 

iMKH-Nöron’larınspesifik nöronlara farklılaşma sürecini incelemek için, iMKH 

hücre hattı ile g0, g2, g6 ve g12 gün aralığında yapılan western blot sonucuna göre;  

ChAT ve TH antikorlarına özgü protein ifadelerin dört ayrı günde de eksprese edildiği 

görüldü. Referans gen olan β-akt൴n bantlarında günlere bağlı olarak anlamlı b൴r 

farklılık görülmed൴.  

ChAT prote൴n ൴fades൴nde  g0’a göre 2. günden ൴t൴baren prote൴n ൴fades൴nde anlamlı artış 

gözlemlend൴. 6. günden ൴t൴baren ൴se 12. güne kadar prote൴n ൴fades൴n൴n anlamlı derecede 

artarak devam ett൴ğ൴ görüldü. 

TH prote൴n ൴fades൴nde 2. günde anlamlı artış gözlemlend൴. 6. günden ൴t൴baren ൴se 12. 

güne kadar prote൴n ൴fades൴n൴n anlamlı derecede artarak devam ett൴ğ൴ görüldü. 

 

 

 

 

A B 
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Resim 6.6.19. iMKH hücre hattı kaynaklı iMKH-Nöron’lara ait ChAT ve TH protein ifadelerini zamana 

bağlı olarak (g0-g12) gösteren western blot sonuçları. 

 

 

iMKH-Nöron’ların nöron spesifik farklılaşma sürecini incelemek için, iMKH hücre 

hattı ile g0, g2, g6 ve g12 gün aralığında yapılan western blot bantları analiz 

edildiğinde; nöronal farklılaşma süreci ile orantılı bir şekilde TH ve ChAT 

ekspresyonlarında kontrole kıyaslı anlamlı derecede artışlar saptandı. 

 

ChAT protein ifadesi sonuçları incelendiğinde, g0 ile g2 arasında belirgin bir artış 

görülmekle birlikte istatistiksel olarak da yüksek anlamlılık (****p<0.0001) saptandı. 

g2, g6 ve g12 sırasıyla incelendiğinde artışın devam ettiği görüldü. Sonuç olarak, 0. 

ve 12. gün aralığında Kolinerjik nörona özgü protein ifadesinin istatistiksel olarak 

yüksek anlamlılık (****p<0.0001) gösterdiği belirlendi. 

 

TH protein ifadesi sonuçları incelendiğinde, g0 ile g2 arasında artış (*p<0.05) olduğu, 

g2 ile g6 arasında ise belirgin bir artış görülmekle birlikte istatistiksel olarak da yüksek 

anlamlılık (**0.05<p<0.001) saptandı. Nöronal farklılaşmanın 12. gününe 

gelindiğinde ise istatistiksel olarak anlamlı (*p<0.05) şekilde artışın devam ettiği 

görüldü. Sonuç olarak, 0. ve 12. gün aralığında Dopaminerjik nörona özgü protein 

ifadesinin istatistiksel olarak yüksek anlamlılık (****p<0.0001) gösterdiği belirlendi.   

 

 

 

 

 

 

     g0        g2         g6         g12 

  ChAT   82 kDa 

  TH 58 kDa 

  β-akt൴n 43 kDa 

 



78 
 

 

 

Şekil 6.6.3. iMKH hücre hattının nöronlara farklılaştırılmasını takiben, A) ChAT ve B) TH 

ekspresyonlarının zamana bağlı olarak (g0-g12) kontrol grubu ile karşılaştırılmış western blot analizleri. 

*p<0.05, **p<0.005, ****p<0.001, ****p<0.0001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

iMKH’lerin kültür ortamında nöronlara farklılaşabildiği birçok çalışmada 

gösterilmiştir (1,14,15,37–40). Ancak nöronal farklılaşma ile yapılan çalışmalarla 

ilgili sorgulanan konulardan birisini, fonksiyonel nöronların sürdürülebilir ve yüksek 

verimine yol açan başarılı bir indüksiyon yönteminin tanımlanması oluşturmaktır (57). 

Daha önceki çalışmamızda, hücre hattından veya sağlıklı donörlerden izole edilen 

kemik iliği iMKH’lerinin tek aşamalı bir protokolle fonksiyonel nöronlara farklılaştığı 

ve spontan aktivite sergiledikleri gösterilmiştir (14). Bu tez çalışmasında ise, 

iMKH’lerden farklılaştırılan bu nöronların fonksiyonel alt tipleri analiz edilmiş, 

dopaminerjik ve kolinerjik nöron popülasyonları tespit edilmiştir. Dolayısıyla elde 

edilen sonuçlar, bu özel nöron grupları ile ilişkili nöropatolojilerin ve tedavi 

yaklaşımlarının iMKH’lerden elde edilen bu deneysel modelde çalışılabilme 

potansiyelini göstermiştir. 

 

Bu çalışmada, öncelikle iMKH hücre hattı ve donör kaynaklı stromal hücrelerin iMKH 

fenotipi gösterip göstermediği incelenmiştir. Bu kapsamda, RT-PCR sonuçlarına göre, 

iMKH’lerden farklılaştırılan nöronların, nöronal mRNAların ve proteinlerin (βIII 

Tübülin, NSE, NF ve Nestin) pozitif ifadeleriyle nöronal farklılaşmaya ilerleyebildiği 

görülmüştür. Çalışmanın devamında ise, nöronal indükleme (Nİ) ortamının hücre 

canlılığına etkisi araştırılmıştır. Nöronal indüksiyon ortamında olgunlaşmaya bırakılan 

kemik iliği İMKH’lerinin, kültür ortamında uzun süre (21 gün) hayatta kalabildiği ve 

nöron canlılığına olumsuz bir etkisi olmadığı görülmüştür.  

 

Nöronal mikro-çevreyi taklit eden doku mühendisliği araçları kullanılarak kültür 

koşullarının iyileştirilmesi, iMKH-Nöron’ların olgunlaşma sürecini daha detaylı bir 

şekilde incelemek için uygulanabilir. Bu çalışmalar, iMKH-Nöron’ların fonksiyonel 

nöronal ağlar oluşturma yeteneklerini anlamak için genişletilebilir. Ayrıca, nöronların 

yeteneklerini, özelliklerini ve doku/işleve özgü fenotiplerini iyi tanımlamak için 

iMKH-Nöron’lar (veya kök hücrelerden türetilen diğer işlevsel nöronlar) üzerinde 

daha fazla araştırma yapılması gerekmektedir. 

 



80 
 

iMKH hücre hattı iMKH-Nöron’ları ve donör iMKH-Nöron’ları karşılaştırıldığında, 

iMKH hücre hatlarından türetilen iMKH-Nöron’ların aynı olduğunu ve çoğunlukla 

bipolar yapılara sahip olduğu gözlemlenmiştir. Aksine, insan kemik iliği 

donörlerinden gelişen iMKH-Nöron’lar, nörit uzantıları  yönüyle heterojenlik 

göstermiştir. Bu durum, iMKH hücre hattının hücreleri genetik olarak aynı 

olduğundan, daha az karmaşık nöronlara yol açmalarını açıklar. Ayrıca, bu çalışmada 

kullanılan iMKH hücre hattı, nöronlara farklılaşmadan birkaç nöronal belirteç ifadesi 

gösterirken, donörden türetilen iMKH’ler, nöronal proteinlerin düşük ekspresyonlarını 

göstermiştir.  

 

iMKH hücre hattından türetilen ve donör kaynaklı iMKH-Nöron’larında, Kolinerjik, 

Dopaminerjik, Gabaerjik, Glutamaterjik gibi farklı nöron tiplerine ait fonksiyona özgü 

ifadelere bakıldığında; iMKH hücrelerinin, plastisite özelliğinden dolayı fonksiyon 

spesifik nöronal proteinleri ifade edebildiği görülmektedir. Ayrıca, akım sitometrisi 

çalışmaları, nöronal fonksiyona özgü proteinleri ifade eden iMKH hücre 

popülasyonunun, nöronal farklılaşma ile birlikte değişmediğini göstermiştir. Ancak, 

mRNA ve protein düzeyinde analiz edildiğinde ise nöronal farklılaşma boyunca 

ekspresyonun anlamlı derecede arttığını göstermiştir.  

 

qRT-PCR sonuçları; iMKH-Nöron’larda kritik olarak 6. gün civarında fonksiyona 

özgü nöron kaderinin şekillendiğini, bir yol ayrımına girildiğini ve ortamda nöron 

tipinin ifadesini sürdürmesi için gerekli olan faktörler bulunduğu takdirde olgunlaşma 

sürecinin devam edebileceğini , ancak uygun faktörler olmadığındaise nöronlarda bir 

kararsızlık oluşturabileceğini düşündürmektedir. Nöron spesifik mRNA ifadesinin 

mevcut olması, var olan mRNA’nın tamamının proteine dönüşeceğine dair kesinlik 

sunmadığı için, nöron olgunlaşma sürecine girdikten sonra mRNA düzeylerinin 

olgunlaşmayı sürdürmeye yeterli olup olmayacağı hakkında kesin bilgi 

verememektedir. Ayrıca, 12. günde western blot ile tespit edilen TH ve ChAT’ın 

nöronal farklılaşma günlerine göre artmış protein düzeyleri (****p<0.0001) de bu 

yaklaşımı desteklemektedir. Aynı şekilde, immünfloresan boyama sonuçlarında da, 

iMKH hücre boyamalarında gözlemlenen ChAT ve TH ekspresyonlarının, iMKH-

Nöron’larda istatistiksel olarak anlamlı bir artış (****p<0.0001) gösterdiği 
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görülmektedir. Fonksiyon spesifik nöron tiplerinin olgunlaşma süreci 6. gün civarında 

nöronal olgunlaşma faktörleri eşliğinde sürdürülerek, ve 12. günden sonraki süreçte de 

takip edilirek nöron kaderi daha kapsamlı analiz edilebilir. 

 

Diğer taraftan kemik iliği donörlerinden izole edilen iMKH’ler, ayrı farklılaşma 

yeteneklerine sahip farklı alt popülasyonlara sahip olabilir. Bu nedenle, izole 

hücrelerin kemik iliğinden iMKH’ler olarak immünfenotiplendirilmesi, 

araştırmacıların iMKH’leri spesifik nöron türüne yol açan farklılaşma kapasiteleri için 

değil, iMKH genel özellikleri için sınıflandırılmasına izin verir. Ayrıca, iMKH-

Nöron’lar, Dopaminerjik, Kolinerjik, Gabaerjik nöronlar vb. gibi belirli tipte 

nöronların yüksek verimlilikle eldesi için potansiyel bir kök hücre kaynağı olarak 

kullanılabilir (40,199,200). Bu amaçla, belirli koşullar altında yüksek saflıkta belirli 

bir nöron tipine farklılaşma potansiyeli olan iMKH alt popülasyonları hücre ayırma 

yöntemi (FACS veya MACS) ile ayrıştırılabilir. Benzer yaklaşım ile yapılan bir 

çalışmada Nestin pozitif iMKH’lerden nöronları başarılı bir şekilde verdiği 

bildirilmiştir (201,202). iMKH alt tiplerinden fonksiyona/dokuya spesifik nöronlar 

elde etmeye odaklanmak, nöronal farklılaşma çalışmaları için klonal tabanlı bir 

yaklaşım olabilir. Ayrıca iMKH-Nöron’ların yapısal sınıflarına göre sınıflandırılması, 

belirli nörotransmiter reseptör türlerine ev sahipliği yapması ve bunların 

fonksiyon/dokuya özgü yeteneklerinin genel olarak araştırılması, geniş bir yelpazede 

sinir sistemi deformasyonları için rejeneratif çalışmalara öncülük edebilir ve böylelikle 

hastalık modelleri ve klinik öncesi terapötik yaklaşımlar sunabilir (203,204). 

 

Birlikte ele alındığında, bu bulgular, tanımlanmış bir indüksiyon protokolü aracılığıyla 

iMKH hücre hattından veya donörden türetilen iMKH’lerden in vitro olarak kolayca 

elde edilebilen iMKH-Nöronları’nın fonksiyonel yetenek kazanabildiğini ortaya 

koymaktadır. Sonuç olarak, iMKH-Nöron’lar, hastalık modelleme, doku mühendisliği 

yaklaşımları, nöronal farklılaşma mekanizmasını incelemek ve yeni doğmuş 

nöronların iMKH’lerden hiyerarşik oluşumunu anlamak da dahil olmak üzere çok 

çeşitli uygulamalar için kullanılabilecek niteliktedir.                                    
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